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Seit bekannt ist, dass die Erde nicht den Mittekhpuhes Universums bildet, haben sich
Menschen mit der Frage beschaftigt, ob es an and@reen im Weltall Leben gibt Die

Existenz intelligenten auf3erirdischen Lebens koriigher noch nicht bewiesen werden.
Umso mehr rickt die Frage in den Vordergrund, wib auf unserer Erde Leben gebildet hat

und worin der Ursprung der Homochiralitat von biogea-Aminosauren liegt® * °

Im Altertum fand man in Schopfungsmythen (beispvelse in der Genesis) Antwort auf die
Frage nach der Entstehung der Welt. Himmelsphaneruad die Furcht vor Naturgewalten
beeinflussten das Leben unserer Vorfahfehin der Antike standen Philosophen wie Thales
(ca. 625 - 547 v. Chr.), Demokrit (ca. 460 - 3750r.) und Empedokles (ca. 482 - 425 v.
Chr.) am Anfang der Naturphilosophie und auR3ertpek8lationen tUber den Ursprung des
Lebens.? Aristoteles (384 - 322 v. Chr.), Schiiler von Ptatod einer der bedeutendsten
griechischen Philosophen, deutete die Entstehumg heben als Urzeugung (Lebewesen
bilden sich spontan aus toter Materie unter Wéarwaeklung) oder durch Fortpflanzung.?
Die fast ausschlieRlich hypothetischen Uberlegunden griechischen Denker wurden erst
viele Jahrhunderte spater durch Experimente abigeltine der beriihmtesten Beschrei-
bungen, eine Art Anleitung zur Urzeugung im Koclitdpmdet man bei Johannes Baptista
von Helmont (1579 — 1644). Im 18. Jahrhundert begane Offentliche wissenschatftliche
Auseinandersetzung um die Urzeugungslehre zwisaen britischen Priester John de
Turbeville Needham (1713 - 1781), dem italieniscatehrten Lazzaro Spallanzani (1729 -
1799) sowie dem franzdsischen Naturforscher Geotgess Leclerc de Buffon (1707 -
1788). Louis Pasteur (1822 - 1895) gewann 1859newan der franzosischen Akademie
ausgelobten Preis zur Frage der ,spontanen Leb&tskeang®, nachdem er &hnliche
Experimente wie Spallanzani hundert Jahre zuvoragémhatte® Charles Darwin (1809 -
1882) entwickelte zur selben Zeit wie Pasteur anendlegend veranderte Theorie des
Weltbilds, aufbauend auf den Arbeiten des Zoologesn de Lamarck und den Ideen seines
Grol3vaters, Erasmus Darwin, und veroffentlichteirsiseinem Buch ,Entstehung der Arten”
1859.% ® °Uber den eigentlichen Ursprung des Lebens speteilizarwin lediglich in einem
Brief von 1871, nicht in seiner Veroffentlichung. éinem ,kleinen warmen Teich* kdnnten
unter dem Einfluss von Licht, Warme und Elektriziéémmonium- und Phosphorsalze die
Bausteine erster Proteinverbindungen gewesen®&in.



Leben, wie wir es kennen, grindet auf chemischerbiéungen wie Aminoséauren oder
Zuckern, die von Chiralitatt und damit durch stemug Zentren, gepréagt sind. Die
Bezeichnung ,Chiralitat* stammt vom griechischeygip”, die Hand, und verweist auf die
Spiegelbildlichkeit (,Handigkeit”) von nicht-deckgagleichen Molekllen. Die Enantiomere
einer chiralen Verbindung verhalten sich zueinander linke und rechte Hand und sind
damit inkongruentDabei stellt die homochirale Praferenz der Biorkile (D-Zucker und.-
Aminosauren), also das mengenmalige Ungleichgewigts#chen den Enantiomeren dieser
Verbindungen, bis heute ein groRes Ratsel dar.fdiedie irdische Biochemie wichtigen
molekularen Bausteine bestehen nahezu ausschiie8lis D-Zuckern D-Ribose und 2-
DesoxyD-Ribose in Nucleinsauren) undAminosauren (in Peptiden und Proteinen), wobei
letztere Gegenstand dieser Arbeit siffdDie ausgepragte homochirale Praferenz in lebenden
Systemen ist eng verknupft mit der Frage nach aestéhung des Lebens auf der Erde. Es
wurden verschiedene Theorien entwickelt, wie dasvéfsum mit Raum und Zeit,
fundamentalen Teilchen (Neutrinos, Quarks etc.) ded Naturkonstanten entstanden ist
(Urknall etc). Die Entdeckung, dass Sterne durchnision aus Wasserstoff und Helium
chemische Elemente hoéherer Ordnungszahl bilden ékignfilhrte zu einer Erklarung der
Entstehung unseres Sonnensystems aus der intmesteNaterie!” *2 Das Alter der Erde
wird in der Literatur auf 4,6 Milliarden Jahre dati Bis vor ca. 4 Milliarden Jahren schlugen
haufig Meteoriten auf unserem Planet ein. Im Laef &eit lieBen die vulkanischen
Aktivitaten nach und die Erdkruste verfestigte si¢br ca. 3,5 Millionen Jahren begann die
biologische Evolution. Die altesten Einzeller-Fbessi sind ca. 3 Milliarden Jahre alt. Nach
ungefahr einer weiteren Milliarde Jahre begann diste Sauerstoffproduktion durch
Photosynthese von algenartigen Einzellern, Baktenmd Pflanzen. Die Atmosphare
entwickelte sich dadurch zu einem Gasgemisch nmerefir héheres Leben geeigneten

Zusammensetzung® 14 1% 16. 17

Fur die Entstehung von einfachen Biomolekilen wmeidosduren, Nucleobasen und Zuckern
existieren verschiedene Theorien.Ahbildung 2-1 sind einige wichtige dargestellt, die im

Weiteren kurz erlautert werden.



Entstehung von Biomolekilen bzw. Leben

Uratmosphare  RNA-Welt Mineralien Hydro- Eisen- Weltall
Ursuppe thermale Schwefel- Meteoriten
Quellen Welt
Abbildung 2-1: Verschiedene Theorien zur Entstehung von Biomolekilen

beziehungsweise Leben auf der Erde.

2.1 URATMOSPHARE UND URSUPPE

Aleksander Ivanovich Oparin aus Moskau veroffehtikc1924 das Buch ,Der Ursprung des
Lebens auf der Erde“ in russischer SpractfeEr ging davon aus, dass wahrend des
Abklhlens die Erde in eine reduzierende Uratmosplairs Wasserstoff und Ammoniak
(ohne freien Sauerstoff) eingehillt war. Kohlenkstafagierte dabei mit Wasserstoff zu
Methan und dieses dann mit Ammoniak zu den ersteteidbausteinen. Als Energiequelle
dienten elektrische Entladung, solare Strahlung dulikanhitze. Die Proteine reagierten in
einer ,verdinnten Suppe” miteinander zu immer kaxreten Verbindungen, und es entstand
schlieRlich Leben. Durch Photosynthese produziaitese ersten Organismen Sauerstbff.
1929 publizierte John Burdon Sanderson Haldane héradd)g von den Ergebnissen von
Oparin ahnliche Ideen. Jahre spater schlossenGyehin und Haldane zusammen, und es

entstand di®parin-Haldane-Hypothesé ° *°

Die ersten grundlegenden Experimente wurden Mige 2D. Jahrhunderts durchgefihrt. Der
wohl bekannteste Versuch ist ddsey-Miller-Experiment(1953). 2% 2 Miller entwickelte
eine Apparatur, in die er ein Gasgemisch aus, QMHz, H,O und H einschloss. Neben
Oparins Vorstellung von einer Uratmosphéare verwendéiller dabei Ideen von Bernal und
Urey. Durch elektrische Entladungen fihrte er deyst&n Uber mehrere Tage Energie zu
und konnte anschlielend Glycing-Alanin, B-Alanin sowie geringe Mengen an
Asparaginsaure unda-Amino-n-buttersdure dunnschichtchromatographisch nachmeise

Bemerkenswert daran ist, dass zwei sehr einfacléeipogene Aminosauren sowie in



geringer Menge eine s£Aminosdure entstanden war. Dieses Experiment sclie
postulierte Ursuppe von Darwin, Oparin und Haldamebeweisen?® ® ” Allerdings hatte
Rubey?? bereits 1951 darauf hingewiesen, dass die Urathémepeinen sehr hohen ¢O
Anteil enthielt. Mehrere Wissenschaftler reprodtieie, modifizierten oder widerlegten das

Experiment in den darauf folgenden Jahref: >+ 2

Biomolekule wie Di-, Oligo- oder Polypeptide undoRrine werden aus Aminosauren unter
Wasserabspaltung und Energiezufuhr gebilddib{ldung 2-2). Die Aminosauren missen

zur Peptid- bzw. Proteinbildung in einem aktivier&ustand vorliegen (z. B. als Halogenid,
Azid oder Ester der Aminosauren oder durch aminesitivierende Enzyme, beispielsweise
Aminoacyl-tRNA-Synthetasen). In einer wassrigen Aosaurelosung liegt das

Gleichgewicht auf der Seite der freien Aminosawad nicht auf der Seite der Peptide. Die
Halbwertszeit einer Peptidbindung betragt bei Zimtemaperatur in reinem Wasser etwa
sieben Jahré.

@] 0]

H O]
I -H0 | I

CH—C—OH = ~  H,;N—CH—C——N——CH—C——OH
+H,0 | |
R R R

(1) (2)

Abbildung 2-2: Reversible Bildung eines Dipeptids U ber eine Saureamidbindung aus
zwei Aminosauren unter Wasserabspaltung. Hydrolyse des Dipeptids fiihrt wieder zu
den Aminosauren.

Sollten also Biomolekiile wie Peptide und Proteinewidassrigem Milieu entstanden sein,
mussen zuerst die Probleme der Gleichgewichtsdunmsgeund Energiezufuhr zu Gunsten der

Peptid- bzw. Proteinbildung tberwunden werden.

2.2 RNA-WELT-HYPOTHESE

Neben den Proteinen sind fur das heutige Leben digciNucleinsduren (Ribonucleinsaure
RNA und Desoxyribonucleinsaure DNA) von elementaBadeutung. Die Nucleobasen

Adenin, Guanin, Cytosin, Uracil und Thymin sihdglycosidisch mit den Zuckerbausteinen
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D-Ribose bzw. 2-Desoxi-Ribose zu Nucleosiden verkntipft, welche mit Phosgdure zu
Nucleotiden (Nucleosidmonophosphat) verestert wer@abei besitzt die RNA ein Poly-
Ribonucleotid-, die DNA ein Poly-2-Desoxy-Ribonucleotid-Gertst. In allen Zellen, vom
Bakterium bis zum S&ugetier, wird die genetiscHeriation in der DNA* %’
Bei der Zellteilung wird diese von der DNA auf dieessenger-RNA (,Boten-RNA*, mRNA)

uberschrieben (Transkription), die dann bei detdinbiosynthese (Translation) die Abfolge

gespeichert.

der Aminosauren steuerf® Dabei wirken die DNA und die mRNA ausschlieBlicls a
Informationstrager, wahrend Enzyme (aus Proteinemj Ribozyme (aus RNA) fur die
Funktionsausfuhrungen bzw. Katalyse verantwortbaid. Die reverse Transkriptase, eine
RNA-abhéngige DNA-Polymerase, kann die Synthese DINA aus Einzelstrang-RNA

katalysieren®

Als wesentliches Element der RNA-Welt wird ein RMNAnliches, selbstreplizierendes
System postuliert, das der heutigen Proteinbioggamit DNA etc. vorausgind\bbildung
2-3). ° Die mehrfache Funktionalitit der RNA, insbesondéhee Fahigkeit zur
Informationsspeicherung, katalytischen Aktivitdtdudas Ausbilden von komplementéren
Matrizen fur die Synthese von Polynucleotiden, lgigt Frage nahe, wie sich ein dermal3en
komplexes chemisches Systems entwickelt hat. Jedeleng bisher im Labor noch keine

realistische Nucleotidsynthese unter den vereinéacBedingungen einer primitiven Erde.

Transkription [O]

> Translation .
DNA € - ---- RNA » Protein
Reverse Transkription

Replikation

Abbildung 2-3: Die Theorie einer evolutiondren Ents  tehung aus selbstreplizierender
RNA. DNA entsteht hier durch reverse Transkription.

In der Literatur wird die Frage kontrovers disktdtie ob Proteine, RNA bzw.
selbstreplizierende RNA-Analoga oder eine sehrintaehte Pra-RNA-Welt chronologisch

in der Evolution Vorrang hattef.® #



2.3 MINERALIEN

Wahrend in der Ursuppentheorie der Schwerpunkt @erf Bildung von organischen
Molekulen in einer reduzierenden Atmosphare undufaaiufbauender Evolution liegt, gibt es
einen Ansatz, der Kristallagglomeraten von Tonnahen die Fahigkeit zur Weiterent-
wicklung zuschreibt. Diese kdnnten als anorganiscbdaufer flr die Entwicklung des

Nucleinséure-Protein-Systems auf der Urerde exigtaben.

U. Hoffmann deutete 1968 auf die katalytische Alkditvbei Prozessen an Tonmineralien und
ihrer méglichen Bedeutung fiir die Lebensentstehhing *° Funf Jahre zuvor erwéhnte
bereits Armin Weiss die Einlagerung von Aminosauterd Proteinen in glimmerartige
Schichtsilikate. 3> 1981 veréffentlichte er den Artikel ,Replikationndi Evolution in
anorganischen Systemen® in dem er Tonmineralien (Montmorillonit) als ergigmitive
Lebensformen (Protoleben) diskutierte. In diesebliRation wird der experimentelle Nach-
weis zur Replikation von Tonmineralien beschriebEs. handelt sich dabei um eine sehr
vereinfachte Replikation, jedoch &hnlich der vonANh einer anderen Publikation vertritt
Graham Cairns-Smith die Meinung, dass das ersteerMatmit der Fahigkeit, sich zu
vervielfaltigen und Informationen zu tbertragers aahr einfachen Stoffen bestanden hat, die
auf der Urerde uUberall vorhanden waren. Dieses gusinitive ,Gen“-Material kénnten

Tonmineralien (,Ton-Gene*) oder eventuell auch aaddineralien gewesen seffi.

Tabelle 2-1: Die wichtigsten Tonmineralien und ihre Summenformeln. %

Kaolinit A|2(OH)4[S|205]
llit (bspw. dioktaedr.) (K,H30),{Mg3(OH)[SisyAlyO1o]} (y = 0.7 -0.9)

Montmorillonit Nag 33{(Al1 67Mgo 33)(OH)2[Si4O10]}

Vermiculit (Mg(H,0)6 - 2 H,0)0.35{(Mg,Fe", Al)3(OH),[Al1 25Si575010]}
Glimmer K{(Mg,Fe,Mn)3(OH,F),[AlISi3O4,]}

Serpentin (Antigorit) Mgs(OH)4[Si>0s]

Talk Mgz(OH),[Si,Os]2

Pyrophyllit Aly(OH),[Si,0s]>




2.4 HYDROTHERMALE SYSTEME

Bis 1977 sind viele Wissenschaftler davon ausgegandass Leben direkt an oder knapp
unter der Meeresoberflache entstanden ist und ®tohedie wesentliche Energiequelle fur
chemische Prozesse warf

Dann entdeckten Tiefseeforscher in ca. 2500 m Thefeden Galapagos-Inseln die ersten
hydrothermalen Quellen, vulkandhnliche Schlote aseiMdsbodenAbbildung 2-4). Magma
mit einer Temperatur von bis zu 1200 °C steigt dam Erdmantel auf und schiebt die
Meeresplatten auseinander. Der Ozeanboden sprelztasf (see floor spreading), kaltes
Meerwasser dringt ein, wird auf einige hundert G@alsius unter Driicken von mehreren
hundert bar erhitzt und strémt anschlieRend wiedgrMeer. Dabei |6st das aufsteigende
Wasser Mineralien, unter anderem Metallsulfide,dis Wasser schwarz farben (,schwarzer
Rauch®), und Gase aus dem Basaltgestein und duftldénen Temperaturgradienten von
350-2°Cc¥*®

Schwarzer Rauch (FeS)

- _— 400 T

m

1200 €

Abbildung 2-4: Schematische Skizze einer hydrotherm alen Tiefseequelle am
Meeresboden (Black Smoker).

Erstaunlicherweise existieren verschiedene Lebewasaliesen hydrothermalen Regionen,
die ohne Sonnenlicht und Photosynthese auskommien,dlesten Mikroorganismen, die

Archaea, dienen dabei wirbellosen Tieren (Muschklingen Rohrenwirmern und weil3en
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Krebsen) als Nahrungsquellé> 3" Standorte mit extremen Bedingungen wie hohe
Temperaturen (Thermophilie), konzentrierte Salzh@gmn (Halophilie), Sduren (Acidophilie)

oder extreme Driicke (Barophilie) sind fiir die Arebakterien lebensnotwendf.

Geologen nehmen an, dass solche hydrothermalewitgkéin auch fur die Urerde und die
Entstehung des Lebens eine wichtige Rolle spielferi? Holm et al. *° fithrten unter
Simulation dieser Bedingungen Versuche zur abiogiscSynthesé und Stabilitat® von
Aminosauren durch. Brandes al. * stellten bei &hnlichen Versuchen fest, dass Leircin
Wasser bei 200 °C und unter Druck durch ZugabeBisansulfid-Mineralien tber mehrere
Tage hinweg vor thermischer Zersetzung geschutmdemekonnte.

2.5 EISEN-SCHWEFEL-WELT

Nachdem anorganische Mineralien bereits als Pio¢olediskutiert wurden, stellte Ginter
Wichtershauser 1988 eine neue umfassende Theorie zur Evolution voef@autotropher
Lebensursprung). Leben soll demnach auf der pogitladenen Oberflache von Eisen-
Schwefel-Verbindungen entstanden sein. Verbindungen negativer Partialladung bzw.
negativ geladene Molekiille (RCQQRS, RO-PQ?) binden leicht an diese Oberflache, was
unter anderem zur Fixierung von gfhrt. In dem dabei entstehenden Redox-Systent dien
die aus der Oxidation von FeS zu Pyrit (,KatzenfjoleS) frei werdende Energie der
reduktiven Synthese wichtiger Biomolekile. So eaftsh z.B. aus dem oberflachen-

gebundenen CO oder G&ohlenwasserstoffé? 4°

FeS+HS— FeS+2H +2¢

Wachtershauser versucht zusatzlich, den gesamtdfw&thsel auf Reaktionen dé&isen-
Schwefel-Welkuriickzufiihren. Es gibt Vorschlage fir moglichecNinsaure-Vorlaufer?®
den reduktiven Zitronensaurezyklus, und es wurdsspielsweise Synthesen von Pyru/at
unter Bedingungen defisen-Schwefel-Weédrfolgreich durchgefuhrt. Fir diese Theorie gibt
es sowohl biologische als auch kinetische und tbdymamische Argumente. Zum Einen ist
fur den Transport zu oder von der Oberflache kienitierender Transfer durch eine Membran

erforderlich. Zum Anderen laufen chemische Reaktivan Oberflachen meistens schnell



(Kinetik) und mit grol3er Wahrscheinlichkeit (Entrepab, wobei eine Wand als Stol3partner
aus thermodynamischen Grinden von Vorteil ist (&lpielbertragung). In diesem
Zusammenhang sei auf Mechanismen der heterogenéalyg& verwiesen. Die Eisen-
Schwefel-Theorie ist kompatibel mit der Hypothese ldydrothermalen Quellen (,Das Leben

entstand in einer Art Hélle und versucht seithes, Paradies zu kommen?).

2.6 IMPFUNG DURCH KOMETEN, METEORITEN ODER INTERSTELLARE

MATERIE

Bereits 1961 vermutete John Oro0, dass Biomolekédér deren Vorstufen tber Kometen auf
die Erde gelangterf® Es wird mittlerweile angenommen, dass trotz dérelnoTemperaturen,
die bei einer Kollision eines Kometen mit der Ueerdntstehen, 0,1 % der relevanten
Molekiile intakt bleiben® Im Murchison-Meteorit, der 1961 auf dem austréiest Kontinent
einschlug, konnten Aminosaureff Hydroxy-, °° Phosphon- und Sulfonsauréh sowie
weitere organische Verbindungen nachgewiesen wemlas auf deren Existenz im Weltall
schlie3en lalt. Sydney Leach stellte fest, dadsstsgroRe organische Molekile sowie
chemische Verbindungen, die fir die Entstehung ldgsens bedeutsam sind, im Weltall
auftreten und folglich auch unter lebensfeindlichBadingungen (sehr hohe und tiefe
Temperaturen, ionisierende Strahlung) stabil seinnkn.>* 3 Anhand von molekularen
Absorptionslinien wurden mittlerweile viele orgache Molekile im interstellaren Raum
nachgewiesen. Inwieweit der Einfluss von (zirkulao)arisierter Strahlung eine Rolle spielt,

wird derzeit noch diskutiert! @~ 12



Auf die Verknupfung von irdischem Leben und derséahe, dass viele fir das Leben
essentielle biochemische Verbindungen sich dureresgene Zentren auszeichnen, wurde
bereits hingeweisen. Es existieren verschiedengitaaesdie Entstehung der Homochiralitat
von a-Aminosauren auf der Erde zu erklaren.Tiabelle 3-1werden davon einige wichtige
genannt. Ausfiihrliche Ubersichtsartikel zu diesemeria wurden von Bonnét und Quack

% verfafit.

Tabelle 3-1: Verschiedene Hypothesen zur Entstehung der homochiralen Préaferenz
von a-Aminoséuren auf der Erde.

Erklarungsansatz Ursache Mechanismus

deterministisch Paritatsverletzung - Thermodynamik

- Symmetriebruch durch

Kristallisation

konventionell Zufall - Adsorption an Mineralien

- Autokatalytische Reaktionen

_ Extraterrestrischer - Zirkular polarisierte Strahlung
alternativ .
Ursprung - Stofftransport durch Meteoriten

Die Hypothesen imMabelle 3-1lassen sich in deterministische und konventiongligachen
unterteilen. Die deterministischen Hypothesen gelt&von aus, dass fundamentale
Naturgesetze fur die Bevorzugung eines der beideantiomere verantwortlich sind
(energetischer Unterschied in den physikochemisttiechselwirkungen). Dagegen liegt den
konventionellen Hypothesen die Annahme zugrundss @s durch Zufalle zum Symmetrie-
bruch in der statistischen Gleichverteilung Vdnund L-Enantiomeren kam. Eine zeitliche
oder rdumliche Stérung des Gleichgewichtes fuharaitizur homochiralen Biosynthese von
aus den reinen Enantiomeren zusammengesetzten Mteleldn der Literatur scheinen die

konventionellen Hypothesen jedoch derzeit einergeterdnete Rolle zu spieleh.
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3.1 DETERMINISTISCHER ANSATZ

Paritatsverletzung

Fir eine deterministische Erklarung der Homoch#ahon biogenen-Aminosauren kommt
dem Begriff der Symmetrie selbst eine zentralel$tglzu. Es wird dahingehend argumen-
tiert, dass sich die Enantiomere eines Molekulstnmer in der raumlichen Anordnung ihrer
Atome unterscheiden, sondern auch in ihren Energen. Wechselwirkungen mit der
Umgebung. Dies widerspricht offensichtlich der iar dChemie Ublichen Annahme, dass
Enantiomere mit Ausnahme ihres sterischen Aufbaws bhres chiroptischen Verhaltens in
allen physikochemischen Grof3en ubereinstimmen. Datallt sich die Frage, welche
physikalischen Parameter eines Molekils durch riémel Inversion beeinflussbar sind.
Wegen der hierarchischen Gliederung von Molekitem sterischen Aufbau aus Atomen,
die wiederum aus Elementarteilchen bestehen, legtnahe, bei den physikalischen
Elementarteilchen und ihren Wechselwirkungen nashimanetrischen Eigenschaften zu
suchen. Darauf aufbauende Strukturen, namlich dwmai und biologische, wéaren damit
durch Gesetze der Elementarteilchenphysik mitbestim® Auf diesem Weg kommt man
zum Phanomen der Paritdts- oder Symmetrieverletamngtomkern. Zunachst soll ndher
erlautert werden, welche Rolle der Begriff der ®arn der Quantenmechanik spielt. Danach
folgen die Verknlipfung mit kernphysikalischen Weathgrkungen und die mégliche Bedeu-

tung fur Molekdile.

In den Eigenwertgleichungen der Quantenmechanikt\ein Operator, der eine physikalisch
beobachtbare GroRe wie zum Beispiel Energie, Dnehisnoder Spin formuliert, auf eine
Wellenfunktion ¢. Wegen verschiedener Randbedingungensé¢i stetig, normierbar und
eindeutig) erhéalt man Lo6sungen fur die Wellenfuolkéin, die damit zu Eigenfunktionen
werden, und diskrete Eigenwerte, die physikalisclessbar sein konnen. In der
Schrédingergleichung formuliert man den Hamiltorrapar H, der sich aus dem Operafor
der kinetischen Energie und dem Operatatter potentiellen Energie additiv zusammensetzt,
in Anlehnung an die Hamiltonfunktion, die in deragsischen Physik einer Summe aus
kinetischer (T) und potentieller Energie (V) enisbt (Bewegung in einem Feld). Die

Schrédingergleichung mit dem EigenwErautet:
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Hoe = Eo

Bei Mehrteilchenproblemen ergibt sich fgireine Abhéngigkeit von mehreren Variablen, die

die Ortsvektoren der Teilchen darstellgh:

O(X1, Y1, Z1; X2, Yo, Z2;...) = @(X).

Fiihrt man eine raumliche SpiegeluRdm invarianten Feld durch, d. h. %)(= V(-x), gilt: >"
58

(X1, Y1, Z1; X2, Y2, Z33--) = O(-X1, Y1, ~Zi; -X, -2, “Za;--.),
Po(x) =o@(-x) per definitionem
Da in der kinetischen Energie wegen des Quadraténdeulsesias Vorzeichen der Ortskoor-
dinate keine Rolle spielt, erhalt marxY € T(-x), und wegen \X) = V(-x) bzw.H(x) = H(-x)
gilt:

Ho(-X) = Ep(-X).

Da ¢(x) Eigenfunktion der Schrddingergleichung zum Eigenvt ist, muss im Falle von

Nichtentartung (d. h. es existiert nur eine Eigekfionen zu einem Eigenwert) geltéh:

o(-X) =Ap(X), A = konst.

Die Eigenwertgleichung des Paritatsoperators it 8égenweri. lautet®

Po(X) = Ao(X).

Damit erhalt maPPo(x) = PLo(X)) =AAe(X) = A%p(X) = ¢(X) mitA = + 1.

Die Wellenfunktionen¢ besitzen in diesem Fall analog zu geraden bzw.enacign

Funktionen in der Mathematik Symmetrieeigenschaftén

f(-x) = f(x) fur gerade Funktionen (z. B. Cosinus)
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f(-x) = -f(x) fur ungerade Funktionen (z. B. Sinus)

Im Operator der potentiellen Energie hat eine Isigr dann keinen Einfluss, wenn es sich
um ein spiegelungsinvariantes Potential handedtafetweise ein kugelsymmetrisches Feld).
In diesem Fall kommutiert der Paritdtsoperator dein Hamiltonoperator, d. hPJH] = 0.

Den Eigenwertefs werden dann folgende Eigenfunktionen zugeordfet:

A =+10 @i(X) = 9+(-X),
A=-11 9(X) = p(-X).

Dabei steht +1 (unitar) fur eine gerade Funktiord ut (antiunitar) fur eine ungerade
Funktion. Die geraden Funktionen haben geradedadie ungeraden Funktionen dagegen
ungerade Paritat. Wahrend fur die Eigenfunktiopemund ¢. die jeweilige Paritat eindeutig

definiert ist, gilt dies nicht fiir die daraus zusaemgesetzten Funktionen undeg,: ®

01 = 2% (¢« +¢.) bzw.
02= 2" (s - ),
mit Pe; = ¢»
und P2 = ;.

cos(x) sin(x)

T T O T 1 T T O T 1
-4 / 0) \\ 4 -4 -2 D 2 4
-0,5 of5
-1+ -1+
-15 - -1,5 -
+ -

2™2(cos(x) + sin(x)) 22(cos(x) - sin(x))

15 15 -
14 |
Y O\ - N\
\ \ 5 \ | —Pp \ © \ \
4 \/0’5 0 2 \ 4 4 / 2 450 ‘Y/ 4
-1+ -1
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Am Beispiel vonp. = cos(x) undp. = sin(x) erhalt man die neuen Funktionen
91 = 22 (cos(x) + sin(x)) undyp, = 242 (cos(x) - sin(x)) mit
P(cos(x) + sin(x)) = cos(-x) + sin(-x) = cos(-x)inE) = cos(x) - sin(x) bzw.
P(cos(x) - sin(x)) = cos(-x) - sin(-x) = cos(-x) iAE) = cos(x) + sin(x).

Man erkennt sofort, dad® und H weiterhin kommutieren, aber dass esgzwnd ¢, keine
Eigenwerte fUiP gibt. Bei Enantiomeren gilt, dass wegen der Paetéaltung des Hamilton-
operators sich die Energieeigenwerte fidr nicht unterscheiden, wenn die gemischt
paritatischen Zustande sich nicht Uberlagern. DMsmussetzung wird aber nicht erfullt,

wenn der Tunneleffekt eine Rolle spielt. In dieséall kommt es zu einer Energiedifferenz,
die im Hamiltonoperator durch einen paritatsvedatien TermV iy Ausdruck findet® °%

63,64, 65 5% gritatsnichterhaltung (parity nonconservationCPNder Paritatsverletzung (parity
violation, PV) wurde erstmals 1956 von Tsung Dace Lend Chen Ning Yang im
Zusammenhang mit der schwachen Wechselwirkung wgekagt®’ Chien-Shiung Weet al.
erbrachten 1957 den experimentellen Beweis. Eitaliier ®°Co-Kern emittiert beimp -
Zerfall Elektronen und Elektron-Antineutrinos, dierwiegend linkshandig sin®f und
infolgedessen dem Gesetz der Paritatserhaltungt mjehorchen. Damit lasst sich den
Begriffen ,rechts® und ,links* eindeutig eine defimte Richtung zuordnefi? Die schwache
Wechselwirkung kann durch Kombination mit der elektagnetischen zur elektroschwachen
Wechselwirkung zusammengefasst werden (einheitlidieeorie der schwachen und
elektromagnetischen Wechselwirkung, Nobelpreis Rinysik 1979 fur S. Glashow, S.
Weinberg und A. Salam)® Dabei zeigt sich, dass die Paritatserhaltung Zfiiardie
elektromagnetische Wechselwirkung gilt, fir die vsabhe und damit auch fir die
elektroschwache Wechselwirkung jedoch nicht. Iiselle Zusammenhang wurde eine weitere
Variante der schwachen Wechselwirkung vorhergeddigt,nicht mit Elektronenemission
verbunden ist, sich jedoch ebenfalls durch Pawédlstzung auszeichnet; dies wurde
ebenfalls experimentell bestatigt. “* Ein wichtiges Merkmal dieser Wechselwirkung iseih
Bedeutung fur stabile Atome und Molekile, da es ewmer Beeinflussung der
elektromagnetischen Felder und zur Uberlagerung vemergetischen Zustanden

unterschiedlicher Paritat kommen kann. Man erhaémitl eine Verknupfung der
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Paritatsnichterhaltung im Atomkern mit den elekischen Eigenschaften von Atomen bzw.

Molekiilen:®t 62 72,73

ng ... additiver Term, der die Paritatsverletzung

Vglz =22 G a Qw{oe - Pe pr(r}+ berticksichtigt

und G... Fermi-Kopplungskonstante fir die neutrale

Qw = Z(1 - sirfoy) - N .

schwache Wechselwirkung
Q... Feinstrukturkonstante
Qw... effektive schwache Ladung
Cc... Pauli-Spinoperator
Pe... Impulsoperator des Elektrons

pn(re)... normalisierte Dichtefunktion des Kerns

Z... Zahl der Protonen

N... Zahl der Neutronen

Ou...  Weinberg-Winkel mit sfi9,, = 0,2319
{} +...  Antikommutator

In der Literatur wird gegenwartig kontrovers diskut ob und in welchem Umfang die
Paritatsverletzung Einfluss auf chirale Verbindundet und in wieweit man damit einen
Erklarungsansatz fiir die Homochiralitat erh8f.” ™ ® "Durch die Paritatsverletzung
haben Enantiomere im Grundzustand unterschiedkstergienEp bzw. E, und lassen sich
deshalb nicht allein durch raumliche Inversion b&8piegelung ineinander tUberfuhrdsir
den EnergieunterschiefE,, = Ep — E.| (Paritatsverletzungsenergiedifferenz, parity ation
energy difference, PVED) ergab sich aus theoretiscBetrachtungen am Beispiel von

| ”® stabiler als die entsprechenbe

Aminosauren, dass die-Form um 102 bis 10™ J/mo
Form ist. Wahrend fiir Atome die Existenz der PVE{perimentell bestéatigt wurdé® konnte
dieser geringe Unterschied jedoch noch nicht firledidle zweifelsfrei nachgewiesen
werden. ® Verschiedene Autoren stellen eine Rolle der PVE®D der Entstehung der
irdischen homochiralen Praferenz in Fra§e?: %% 8 Gabor Lente® fiihrt in seiner
Veroffentlichung fur die Paritatsverletzung zwischd&nantiomeren eine stochastische
Analyse durch. Wahrend ohne PVED die Bildung vdn und L-Enantiomer mit einer
Wabhrscheinlichkeit von jeweils 0,5 stattfinden wmllerhdlt man bei Berucksichtigung der
PVED eine Wahrscheinlichkeit von (0,5¢} fir das nachweislich haufigeteEnantiomer

und (0,5 ) fur dasD-Enantiomer.
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Nach der Formel

€... Differenz vom Mittel
= ﬂ AE,,... Paritatsverletzungsenergiedifferenz
4RT [3/mol]
R... allgemeine Gaskonstante (8,314-aiKl)
T... Temperatur [K]

und unter Verwendung von 1®J/mol als Paritatsverletzungsenergiedifferenzlerhéane =
10" bei Raumtemperatur. Ausgehend von einer Binomitditang berechnet Lente die
Wahrscheinlichkeiten, dass das bevorzugte Molekiil Wberschuss gebildet wird, in
Abhangigkeit von der Anzahl der Molekiile, die eiahazu racemisches Ensemble bilden.
Dieser Effekt wirkt sich bei kleinen Mengen wenigéark aus als bei gro3en. Lente kommt
daher zu dem Ergebnis, dass fir 1 Mmol bzw. 8,90% Kg racemisches Alanin die
Wahrscheinlichkeit 0,506 betragt, das thermodynelmsabilere Enantiomer im Uberschuss
zu finden. Das heil3t, die Wahrscheinlichkeit, dassdieser Menge mehr-Alanin als D-

Alanin vorhanden ist, betragt 50,6 %.

Thermodynamik

Mehrfach wurden Experimente durchgefihrt, die deshWeis von Einflissen der PVED bei
Anhaufungen von Molekilen zum Ziel hatten. So wehten Wangt al. enantiomerenab-
hangige Unterschiede in den Phaseniibergangenszyaminosaure-Einkristallen®* Dabei
verwendeten sie die Differenz-Scanning-Kalorimetr(®SC) zur Bestimmung der
spezifischen Warme in Kristallen vd> und L-Alanin beziehungsweise Valin und stellten
Unterschiede in den Phasentbergédngen 2. Ordnureglmsvi den jeweiligen Enantiomeren
fest. Aul3erdem untersuchten sie die Temperaturghidigeit der Massensuszeptibilitdt und
der Schwingungsmoden in Laser-Raman-Spektren. [E&perimente wurden von Sullivan

et al. ®

wiederholt und durch Rontgendiffraktometrie und RN pektroskopie erganzt. Mit
Ausnahme der DSC ergaben sich keine Hinweise auaftbdynamische Unterschiede in den
Kristallen. Durch Umkristallisation der Proben koandie Differenz, welche mit DSC
festgestellt wurde, verringert werden. Unter Bezuauf die unterschiedlichen
Warmekapazitaten voi- und D-Enantiomeren, wie sie von Sullivat al. bzw. Wanget al.
dokumentiert wurden, versuchten Nemoto und Matsenal % 8’ die Umgebung von

HeiBwasserquellen in Ozeanen und die dabei aufttete Temperaturgradienten zu
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simulieren (siehe auch 2.4 Hydrothermale Systemedl wntersuchten unter diesen
Bedingungen das Verhalten von wassrifenL- und DL-Alanin-Losungen hinsichtlich der
Veranderungen in den Enantiomerenverhaltnisgenund L-Alanin befinden sich in der

Isomerisierungsreaktion zunachst in einem thermadyschen Gleichgewichf®

ARG .. Standard-Gibbs-Energiedifferenz
L-Alanin == D-Alanin ARH® ... Enthalpiedifferenz
ARG® =ArH*® - TARS® AS® ...  Entropiedifferenz
K = exp(ArG® RT) T.. Temperatur [K]
Allgemeine Gaskonstante (8,3olK)
K.. Gleichgewichtskonstar

Dabei sindArRG = AgRH = ARS = 0 (bei allen Temperaturen) und K = 1, solange d
Paritatsverletzungsenergiedifferenz nicht in Bdttayezogen wird oder keine Rolle spielt. K
ist der Quotient der Geschwindigkeitskonstantendi@rHin- bzw. Ruckreaktion. Ist K = 1,
sind diese Geschwindigkeiten gleich grof3. Bei héhefemperaturen wird die Racemi-
sierung beschleunigt, da die Geschwindigkeitskeneta von der Temperatur abhangen,
jedoch bleibt K = 1, wenn sich die Enantiomere gagsch nicht unterscheiden. Eine Ab-
weichung von 1 erhalt man, wenn tatsachlich enargrenabhangige Eigenschaften, wie zum
Beispiel unterschiedliche spezifische Warme, atdtreDurch schnelles und starkes Abkuh-
len im Temperaturgradienten kommt es zu ProzesserNathtgleichgewichtsthermodyna-
mik. Dabei werden die entstandenen Produkte theymeodisch stabilisiert, wobei das
Enantiomer mit der geringeren Warmekapazitat bexgirgebildet wird, falls ein Unterschied
existiert. Die Experimente von Nemoto und Matseba@l. zeigten, dass wassrige Losungen
von D-Alanin starker racemisieren als die vanAlanin, abhangig von der jeweiligen
KonzentrationDL-Alanin-Losungen veranderten sich nicht.

Symmetriebruch durch Kristallisation

Ein weiterer Erklarungsversuch flr abiotisch betkrigomochiralitat der Biomolekdile ist der

88

Symmetriebruch durch Kristallisation. Shinitzkst al. stellten in einer kontrovers

diskutierten Veroffentlichung fest, daBs undL-Tyrosin in wassrigen Lésungen unterschied-
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liche Kristallisationsgeschwindigkeiten und Ldskeften aufweisen. Dabei ergab sich, dass
D-Tyrosin schneller al&-Tyrosin kristallisiert und_-Tyrosin in Wasser besser I6slich ist als
D-Tyrosin. Das Racemat wird deshalb in gesattigtésssiger Losung spontan i+ und L-
Tyrosin aufgetrennt. In D ist dieser Effekt dagegen deutlich reduzi®€tin einer weiteren
Verdffentlichung berichten Shinitzkgt al. *°, dass die Circulardichroismus (CD)-Spektren
der D- und L-enantiomeren Form von Poly-Lysinund Poly-Glutaminsausg bei pH 2,5
(Lys) bzw. pH 10,5 (Glu) geringfiigig voneinandenaichen (in HO bestimmt). Werden die
Proben in DO gemessen, wird dieser Unterschied weitestgeharfdelaoben. Diese
enantiomerenabhangigen Abweichungen erklaren 2kindt al. mit der Paritatsverletzung.
Im Gegensatz zu dieser Erklarung zeigen Avabsl. **, dass die spontane Aufspaltung
chiraler Substanzen wahrend der Kristallisationisagve Bildung von Konglomeraten von
mehreren Faktoren (Thermodynamik, Stabilisierungclludas Ldsungsmittel, Kinetik,
Rihren, Impfung) abhangen. Unter Verweis auf Trarffewird erwahnt, dass aus der
Paritatsverletzungsenergiedifferenz ein Bindunggannterschied in der GroRenordnung
von 10™ pm zwischen den Enantiomeren resultiert und daEmiantiomere hinsichtlich
Schmelzpunkt und Loslichkeit identisch sind. Dariiieaus zeigen sich selbst fur strukturell
sehr ahnliche Verbindungen deutliche Unterschiedie sapramolekularer Ebene, was zu
nichtvorhersagbaren Ergebnissen bei der Kristélhisdihrt. Die Ergebnisse von Shinitzky

al. werden auch von Lahat al.*® ®**kontrovers diskutiert.

3.2 KONVENTIONELLER ANSATZ

Adsorption an Mineralien

Einen konventionellen Erklarungsansatz fur die Hohmalitdt auf der Erde bietet die
Theorie der enantioselektiven Adsorption weAminosauren an Mineralien (Toff, Gips,*°

Calcit, Quarz, etc.)’

Calcit ist zwar nicht chiral, besitzt aber spiegdliche (enantiotope) Flachenpaare und war
vermutlich eines der haufigsten Mineralien auf deerde. Hazeret al. stellten fest, dass an
einem Calcit-Kristall beim Eintauchen in eine ratsmhe Asparaginsdure-Lésung an der
linkshandigen Flache die- und an der rechtshéndigen Flache@iEorm adsorbierten. Auch
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Alanin wurde enantioselektiv getrennt, jedoch Valind Leucin nicht. Die links- und
rechtshandigen Kristallflachen von Calcit treteh @der Erde mit ungefahr gleicher Haufigkeit

auf. Daraus folgt, dass die Praferenzldémminosauren zufallsbedingt ist.?®

Dagegen existiert Quarz jeweils in chiralen, spigf#ichen Kristallformen und kénnte

ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Entstehungscper Aktivitdt auf der Erde gespielt

haben.”® Bonneret al. % 1% 1%yntersuchten die enantioselektive Adsorprtion ¥¢amin

auf optisch aktivem Quarz. Auch bei Quarz sind eekthantiomorphe nahezu gleich oft
99, 103

vorhanden, es ist also keine eindeutige Bevorzugung eineméaten Quarzformen in

der Natur zu beobachtefi.

Autokatalytische Reaktionen

Fur die homochirale Praferenz vonm-Aminosaduren kann auch die asymmetrische
Autokatalyse als Erklarungsversuch herangezogendemer Bei einer asymmetrischen
autokatalytischen Reaktion sind der chirale Ligams Katalysators und das chirale Produkt
identisch.'® In der Soai-Reaktiort®® '°®fiihrt ein leichtes Enantiomerenungleichgewicht,
welches als Initiator eingesetzt wird, zu einemi3gmo Enantiomereniberschuss. Dabei gentigt
die Anwesenheit weniger Molekille eines Enantiomars, das Enantiomerenverhéltnis in
einem stochastischen Prozess zu steuern und ein@Rerg Uberschuss des
Produktenantiomers zu erhaltel!’ Experimentell wurde bestétigt, dass die Anwesénhei
auch fremder chiraler Verbindungen in nicht exaldcemischer Verteilung das
Enantiomerenverhéltnis des Produkts beeinflussan.Kau den moéglichen Ursachen fir den
initierenden Enantiomerentberschuss zahlt die \Wahrkung einer chiralen Verbindung

mit zirkular polarisiertem Licht:%°

3.3 EXTRATERRESTRISCHER URSPRUNG

Es ist weiterhin denkbar, dass extraterrestrischellén fir die Homochiralitat auf der Erde

verantwortlich sind. Von Rubensteigt al. 1%

wurde erstmals eine Hypothese fur den
nichtirdischen Ursprung der Homochiralitat disketieWenn chirale Molekile, die sich

beispielsweise in Molekulwolken im interstellareraun befinden, zirkular polarisiertem
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Licht ausgesetzt werden, kann durch diese Bestighkine enantiomere Form, je nach
Drehrichtung, starker wechselwirken als die andékegen der Intensitat wird dieses
Enantiomer haufiger als das andere zerstort. Eibgliohe Strahlungsquelle fir zirkular
polarisiertes Licht sind Supernovae (Sternexplamimnoder junge Sterne, wie sie im
Sternentstehungsgebiet des Orionnebels haufigegeritr''® Der jeweilige Enantiomeren-
tberschuss konnte dann durch Kometen oder Meteaiteh auf der Urerde den Grundstein
fiir homochirale Praferenz gebildet hab&i: **° Im Murchison-Meteoriten wurden die vier
Stereoisomere von 2-Amino-2,3-dimethylpentansaubé.-d-Methylisoleucin  und DL-a-
Methylalloisoleucin) nachgewiesen. Dié-Enantiomere zeigen dabei jeweils einen
Uberschuss von 7,0 % und 9,1 %! Synthesen von Aminosauren unter simulierten

. 2 und Mutoz Caroet al. '3

Weltallbedingungen wurden von Bernstaha erfolgreich
durchgefuhrt. Die relativen Mengen der synthetisierMonoaminoséauren zeigen erstaun-
licherweise Ahnlichkeiten mit den Analysenergebaisdes Murchison-MeteoritehDas laRt
darauf schlie3en, dass sich im interstellaren Ratght-racemische Aminosaurestrukturen
ausbilden kénnen. Die Rosetta-Mission kénnte deohieis einer homochiralen Praferenz

von Biomolekiilen unter Weltraumbedingungen liefét.

3.4 PROBLEMSTELLUNG

Experimente zu den Homochiralitatstheorien von émmn terrestrischen-Aminoséuren
(und anderen Biomolekllen) erfordern eine exaktanEomeranalytiksowie eine sichere
Beurteilung der Ergebnisse. Um Enantiomerenan{&fe enantiomer fraction; fur das-
Enantiomer isEF = 100 % D/ (D + L) mit D bzw.L als Konzentration, Peakflache etc.) von
a-Aminosauren préazise bestimmen zu konnen, ist eheeassliche enantioselektive
Analysenmethode von grol3er Bedeutung. Die Gaschomraphie bietet hier einen
vielversprechenden Ansatz. Aus diesem Grund wirdlie@ser Arbeit die Anwendung von
enantioselektiver Gaschromatographie zur quant@atBestimmung vom-Aminosauren in
den GrenzbereichdaF = 0 % bzw.EF = 100 % uncEF = 50 % untersucht. Dazu mussen
Aminosauren zuvor derivatisiert werden. Die Deisiatung erfolgt in zwei Schritten.
Zunachst wird eine durch Acetylchlorid in Ethanolatdysierte Veresterung der
Carboxylgruppe zum Ethylester durchgefuhrt. Ansdb#ind erhalt man nach Reaktion der
Aminogruppe mit Trifluoressigsaureanhydrid d&§ FA/O-Et-Derivat. Durch vergleichende
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Messungen von verschiedenanAminosaure-Enantiomeren und -Racematen auf den
stationéren Phasen Chirakival, ChirasilD-Val und Lipodex E wird das System validiert.
Zur Verifizierung der Ergebnisse wird als zweiteabhéngige Methode die enantioselektive
Kapillarelektrophorese herangezogen. Das validigdaschromatographische System wird
anschlieRend fur die Uberpriifung einiger kontrovediskutierter Ergebnisse aus
Experimenten zur Homochiralitdt verwendet, welcke ldteratur entnommen wurden. Dabei
werden Konzentrationsverlaufe und zeitabhangige n#womerenverhaltnisse aus
Kristallisationsldsungen von Tyrosin untersucht eoxperimente mit Alanin durchgefihrt,
die eine hydrothermale Umgebung und deren Einugsdie Enantiomere und das Racemat
simulieren. Desweiteren werden die Polypeptide Rgbin,, und Poly-Glutaminsausg
deuterolysiert (deuterium labelling) und die Enamterenanteile der dabei freigesetzten
Aminosauren durch eine gekoppelte Methode, bestehaus enantioselektiver

Gaschromatographie und Massenspektrometrie, bestimm

Da sich enantiomerenreine Polypeptide potentiethaals chirale Selektoren eignen, wird
daruiberhinaus versucht, kommerziell erhaltlichetiédpnantiomere von Poli-Lysin und
PolyL-Glutaminsaure als chirale Pufferadditive in demargioselektiven Kapillarelektro-
phorese (CE) einzusetzen und die Trogersche Bage 49l’-Binaphthyl-2,2’-diylhydrogen-
phosphat (BNP) in die Enantiomere zu trennen. Betd Teil dieser Arbeit beschaftigt sich
im Zusammenhang mit chiralen Selektoren auch miereiAnwendung des reziproken
chiralen Erkennungsprinzips (RCEP). Der wesentliGezlanke in dieser Methode ist die
Vertauschung der Funktionen von Selektor und Satekt was beispielsweise durch
Immobilisierung des Selektanden und anschlieRerdgleichende Trennung einer Auswahl
an Selektoren umgesetzt wird. Cyclische Hexapepsigen als chirale Selektoren in der CE
enantioselektive Wechselwirkung mit Aminosaurerg dis N-Fluordinitrophenyl-Derivate
(DNP-Aminoséauren) vorliegen. In dieser Arbeit wurdedurch Anbindung von
enantiomerenreinem DNB- bzw. DNPL-Alanin an Silica enantiomerenreine Stationar-
phasen hergestellt. Durch Verwendung einer denddtafphasen und eines ausgewahlten
cyclischen Hexapeptids werden fiur die Kapillar-Hedtungsflissigchromatographie
gekoppelt mit Massenspektrometrie (Micro-HPLC/MS)nachst die Bedingungen (Split,
Lange der Transferkapillaren, Fluss, Flie3mittel)edptimiert, um spater auf diese Weise das
cyclische Hexapeptid mit der gro3ten relativen R@bdaszeitdifferenz an den

Stationarphasen DNB- und L-Alanin identifizieren zu kénnen.
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4.1 METHODEN ZUR ENANTIOMERENTRENNUNG

Fur die analytische oder praparative Trennung vaanBomeren werden stereochemische
Wechselwirkungen genutzt. Unter Verwendung von atbir Selektoren oder chiralen
Derivatisierungsreagentien entstehen diastereom@ssoziate, die sich in ihren
physikochemischen Eigenschaften unterscheiden. iDam ein chiraler Selektor A(+) in
Losung (mobil) oder nach Fixierung auf der Statiphase (immobilisiert) mit den
enantiomeren Selektanden B(+) und B(-) wechselwirkBesonders bewéhrt haben sich
chromatographische und elektrophoretische Trennmdetih Als chirale nicht-racemische
Selektoren werden beispielsweise Cyclodextrine bderen Derivate!® o-Aminosaure-
derivate, 1® Cyclopeptide,*” Proteine,**® Calixarenderivate''® und Polysaccharidé®
eingesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden vorigdig Gaschromatographie (GC) und die

Kapillarelektrophorese (CE) zur Enantiomerentremgonoa-Aminosauren verwendet.

In der Gaschromatographie kann die Trennung vomtioraeren auf zwei verschiedene
Arten erreicht werden. Die indirekte Methode bestdarin, die Enantiomere von-
Aminosauren mit einem enantiomerenreinen Reagenbiastereomeren zu derivatisieren
und diese anschlielend auf einer achiralen stagan&hase zu trennen. Bei der
Derivatisierung deDL-a-Aminosduren zu Diastereomeren kénnen jedoch Scigkesten
auftreten (Enantiomerenreinheit der Derivatisiesraggentien, Gefahr der Racemisierung
sowie eventuell unterschiedliche Reaktionskinetikdgr Reaktionspartner wahrend der
Derivatisierung). Deshalb erfolgt in dieser Arbelie Derivatisierung nach der direkten
Methode mit einem achiralen Reagenz und die arefdtide Trennung auf einer chiralen
stationaren Phasé?! Eine Derivatisierung debL-a-Aminoséuren ist notwendig, weil die
Substanzen fur die GC unzersetzt flichtig sein mrisowie gunstige chromatographische
Eigenschaften (Retentionszeit, Auflosungsfaktor bzwennfaktor, Peakform) aufweisen
sollen. Die Vorteile der Hochauflésungsgaschromaplgie liegen in der hohen
Empfindlichkeit des FlammenionisationsdetektorsDji-lder Uber einen grof3en linearen

Bereich verfugt, und der hohen TrennstufenzahlKapillarsaulen.
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In der Hochleistungsflissigchromatographie (HPLGJ der Kapillarelektrophorese kann ein
alternatives enantiomerentrennendes System erhakeden, wenn der mobilen Phase ein
chirales Mobilphasenadditiv zugesetzt wird und Biennung auf einer achiralen stationaren
Phase (HPLC) bzw. unbeschichteten Fused-Silicallsagéule (CE) erfolgt. Meist wird in
der HPLC und der CE ein UV-Detektor verwendet, usgesetzt, eine UV-Absorption der zu
trennenden Substanzen ist gewéhrleistet.

4.2 THEORIE DER VALIDIERUNG

Fur die Validierung gibt es in der Literatur vidbefinitionen. Das Inspectorate for Health
Protection, Food Inspection Service, The Nethedandlefiniert folgendermaflien:
»Validierung ist die Prozedur, die sicherstellt, damne Testmethode so zuverlassig ist wie
maoglich. Dieser Prozess besteht aus einem (Tegj)&nmum, das zur Beantwortung folgender
Fragen fuhrt: ,Wie richtig ist es?’ und ,Wie praeigst diese Methode in den Handen des
Routineanalytikers?* > Chapmann definiert dagegen kurz und pragnafatidierung heift
nichts anderes als gesunder Menschenverstand -erganisiert und gut dokumentiert**2
Beide Definitionen beinhalten im Grunde ,die Ubéfpng einer Methode auf

Brauchbarkeit“1?

Nachfolgend werden die einzelnen Validierungspatameiher erlauteft? 13 24

Préazision (precision)

Die Prazision ist eine Bezeichnung fir die Streuwmog Analysenergebnissen um den
Mittelwert. Als Streuungsmald beziehungsweise Pgmsall werden die (absolute)
Standardabweichung (standard deviatieh,und die relative Standardabweichung (relative
standard deviation, o) verwendet. Dabei ist zu beachten, dass die atesolu
Standardabweichung dieselbe Einheit wie die Medsweesitzt, wahrend die relative

Standardabweichung entweder prozentual (0 % bis %)0oder dezimal (0 bis 1,0)

angegeben wird. Die relative Standardabweichungé#ntnformationen tber die Streuung
der unter Wiederholbedingungen ermittelten Werte.
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Die Streuung ist das Ergebnis von zufélligen Fehlend wird anhand der Messprazision
(Gerateprazision, Systemprazision), Methodenpr@zig¢Schwankung der Ergebnisse durch
Probenvorbereitung) und der Wiederholpréazision gaggbility, voneinander unabhangige
Ergebnisse unter Wiederholbedingungen in kurzetaBsianden) bestimmt. Die Messprazi-
sion ist ein Mal3 fur die Schwankungen, die durck éaalysengerat selbst verursacht
werden. Sie wird durch mehrmalige Probenaufgabesiin chromatographisches System
bestimmt. Die Methodenpréazision wird Uberprift, end zwei Proben voneinander
unabhangig an verschiedenen Tagen derivatisiertnuglosrmals in das chromatographische

System injiziert werden.

Vorraussetzungen fir die Mittelwertbildung von Mesisen sind eine Normalverteilung der
Messwerte x sowie ausreil3erfreie Messreihen. Eine NormalMertgi wird durch eine
symmetrisch glockenférmige Verteilung der Messweltarakterisiert, die auch als Gaul3ver-
teilung bezeichnet wird. Die Standardabweichunggh&amon den Fehlerquadraten um den
Mittelwert ab. Beide, Mittelwert und Standardabviring, sind jedoch fehlerbehaftete Werte
und stimmen nicht zwangslaufig mit dem idealen éMtert u, d. h. dem Maximum der
Gaul3verteilung Uber dem Definitionsbereich, und ideelen Standardabweichung s, d. h.
dem Abstand zwischen den Wendepunkten der Gauluegetberein. Die im Folgenden
aufgefuhrten Messreihen (in Kapitel 4 und 5) wur@em eine Normalverteilung nach dem
Schnelltest von David gepriift (Formel und Tabeliehs Literatur 2. Mit einer
Wahrscheinlichkeit von 99 % sind die Messwerte,doiswenige Ausnahmen, normalverteilt.
Aulerdem wurden Ausrei3er nach Grubbs aus den Blessrvor der Mittelwertbildung

eliminiert (Formel und Tabelle siehe Literatf®). 1#* 1%

Der Streubereich von Mittelwerten lasst sich nighér die Standardabweichung angeben, da
diese nur einen Bereich von 68,3 % der MesswertaRimDeshalb ist zur Bestimmung der
Unsicherheit von Messergebnissen ein Vertrauensibereotwendig. Messwerte, die einer
Gaulverteilung folgen, kénnen prinzipiell im ganzBefinitionsbereich o < X < +0
auftreten. Dabei sind sehr grof3e oder kleine Ablgigen vom idealen Mittelweptnur sehr
gering wahrscheinlich, die Kurve nahert sich asywtipth der Achse fur unendlich kleine
oder grof3e Werte. Die iAbbildung 4-1 angegebenen Integralbereiche entsprechen der

jeweiligen statistischen SicherheR)( mit der ein Messwert in diesem Bereich aufrigch

123).
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Abbildung 4-1: Statistische Sicherheit P innerhalb der Gaul3-Verteilung.

Der in dieser Arbeit gewahlte Vertrauensbereichpiih 4 und 5) ist der Wertebereich,

innerhalb dessen der Bezugswert mit einer 99 %iahrscheinlichkeit liegt.

Linearitat

Die Linearitdt wird Uber das mathematische Modeat &alibrierfunktion dargestellt und
beschreibt die Korrelation zwischen dem gemess8&igral der Probe und der dazugehdrigen
Konzentration. Die Linearitat kann durch den Kaatelnskoeffizienten r > 0,999 bzw. das

Bestimmtheitsmaf¥ und visuell tiberpriift werdef?

Richtigkeit (accuracy)

Die Richtigkeit ist ein MaR fir die Ubereinstimmumngischen dem ermittelten und einem als
richtig angesehenen Wert (z. B. fehlerfreier Stathdzertifiziertes Referenzmaterial) und gibt
Auskunft Gber systematische Fehler. Sind keine iRefsubstanzen vorhanden, so kann
zumindest der Probengehalt auch durch mehrere waméer unabhéngige Methoden
bestimmt werden. Dann liegt der Schwerpunkt aufldleerpriifung der Selektivitat und der

Wiederfindung (Wiederfindungsexperiment&y.
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Selektivitat (selectivity)

Die Selektivitat ist die Fahigkeit einer Methodegrachiedene nebeneinander zu bestim-
mende Komponenten ohne gegenseitige Storung zsserfaDabei ist der Auflosungsfaktor
ein Mal3 fur die Gute der Trennung zweier PeaksruBgeticksichtigung der Peakbreite. In
der Praxis bedeutet ein Auflosungsfaktor (resoiyti®) von 1,75 die vollstdndige Trennung

zweier Peaks bzw. Basislinientrennuffg.

Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze (LOQ, limit of quantitatiost) die kleinste quantifizierbare Menge.
Das ist die Menge, die mit einer vorgegebenen Rjkbit und Prazision quantitativ erfasst
werden kann. Die Nachweisgrenze (LOD, limit of d&ten) ist die kleinste nachweisbare
Menge (Analyt vorhanden ja/nein?). Zur Ermittlungr dNachweisgrenze wird ein

Signal/Rausch-Verhaltnis von 3:1 und fur die Bestumgsgrenze von 9:1 empfohlen.

Angabe der Ergebnisse und verwendete Formeln

EnantiomerenanteiEF):

In dieser Arbeit wird der ermittelte Enantiomeretedn (enantiomeric fractionEF) als

prozentualeD-Anteil (meist Mittelwert aus Wiederholmessungeny@geben:

EF [%]... Enantiomerenanteil aus einer
D Einzelbestimmun
EFI[%] - PeakArea D].OO% g
DpeakArea"‘ PeakArea D peak Area:- Signalflache deB-Enantiomers
L peak Arear- Signalflache dels-Enantiomers
18 EF [%]... Mittelwert des Enantiomerenanteils
0l == -
EF[%] n .Z:1: ER n.. Anzahl der Messungen
EF... Enantiomerenanteile aus

Einzelbestimmungen
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Enantiomereniberschuss aus einer
Einzelbestimmung
Signalflache deB-Enantiomers

Signalflache dels-Enantiomers

Standardabweichung [+]
Einzelwert
Mittelwert

Anzahl der Messungen

relative Standardabweichung
Standardabweichung

Mittelwert

Wiederfindung
gemessener Mittelwert

richtiger Wert

Auflésungsfaktor (ein Zahlenwert von
> 1,75 bedeutet Grundlinientrennung)
Retentionszeit der Komponente 1

Retentionszeit der Komponente 2

Peakhalbwertsbreite der Komponente 1

Peakhalbwertsbreite der Komponente 2



Retentionsfaktor:

K... Retentionsfaktor der Komponente
K = tx — 1, tr... Retentionszeit
ty to... Durchflusszeit
Trennfaktor:
a... Trennfaktor
ky Retentionsfaktor der Komponente 1
a= ﬁ — ey — 1o k> Retentionsfaktor der Komponente 1
kl te 1 tr1... Retentionszeit der Komponente 1
tro... Retentionszeit der Komponente 2
to... Durchflusszeit

Enantiomer labelling*?®

Die Konzentrationen der Aminosauren wurden dura@mg&omer labelling bestimmt:

X a... Menge des Enantiomers (hier
Mp... Zugegebene Menge des Labels

(Gegenenantiomer, hi®-Aminoséure) mit

{A - AG)A+ Q)

X_a=m definierter Konzentration

(A -AGQA+G)

A.L... Peakflache dels-Enantiomers
C... Verhaltnis vorD- zuL-Enantiomer
Ap... Peakflache deld-Enantiomers
Co... Verhaltnis vorlL- zuD-Enantiomer

4.3 VALIDIERUNG UNTER VERWENDUNG VON a-AMINOSAUREN

Die Validierung wurde anhand der enantioselektigaschromatographischen Bestimmung
von ausgewahlteri-Aminosauren durchgefiihrt. Zur Uberprifung der Brisse wurde

zusatzlich die enantioselektive Kapillarelektropdsm als zweite Methode eingesetzt. Die
Racemate von Leucin, Ornithin, Lysin, Asparagineau?henylalanin, Serin, Cystein und

Prolin standen als Einzelproben zur Verfigung. &i@& Enantiomere und Racemate von
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Alanin und Tyrosin wurden mehrere Proben untersititieer Herkunft verwendet. In

Tabelle 4-1sind die Bezeichnungen dieser Proben zusammeisgefas

Tabelle 4-1: Bezeichnung der eingesetzten Alanin- u

nd Tyrosin-Proben

Bezeichnung

Beschreibung

D-Ala(Flo) ? D-Alanin, Fluka Chemie GmbH Schweiz
D-Ala(Sio) ® D-Alanin, Sigma Chemical Company USA
L-Ala(De0) ? L-Alanin, Degussa Hanau Deutschland
L-Ala(Sio) ? L-Alanin, Sigma Chemical Company USA

DL-Ala(Me0)

DL-Alanin, Merck Darmstadt Deutschland

DL-Ala(Se0) ”

DL-Alanin, Serva Feinbiochemica Heidelberg Deutschland

D-Tyr(Se0) ?

D-Tyrosin, Serva Feinbiochemica Heidelberg Deutschland, 1 g, reinst

D-Tyr(FI0) ¥

D-Tyrosin, Fluka Chemie GmbH Schweiz, 1 g, puriss., = 99.0 %%
Lot&Filling code: 404076/1 54902170

D-Tyr(FI1) ¥

D-Tyr(FIO) umkristallisiert in dest. Wasser

L-Tyr(Si0) ®

L-Tyrosin, Sigma Chemical Company USA, No.T-3754, Obtained Thru (pfs)

L-Tyr(Si1) ¥9

L-Tyr(SiO) umkristallisiert in dest. Wasser

L-Tyr(FIO) ¥

L-Tyrosin, Fluka Chemie GmbH Schweiz, 25 g, BioChemika, = 99.0 %%
Fremdaminosauren < 0,5 %, Lot&Filling code: 409303/1 65103030

L-Tyr(Se0) @

L-Tyrosin, Serva Electrophoresis GmbH Deutschland, 25 g, p.a.,
99,0 — 101,0 %® Lot 15039

L-Tyr(Sa0)

L-Tyrosin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH Deutschland, 25 g, Biotechnology
Performance Certified, Non-animal source, T-8566, Lot 092K0376

DL-Tyr(Se0) ”

DL-Tyrosin, Serva Feinbiochemica Heidelberg Deutschland, 5 g,

(Hemihydrat) p.a.

DL-Tyr(Se1) ?¢

DL-Tyr(Se0) umkristallisiert in dest. Wasser

DL-Tyr(FI0)

DL-Tyrosin, Fluka Chemie GmbH Schweiz, 10 g, puriss., = 99.0 %%
Lot&Filling code: 446475/1 14603166

DL-Tyr(FI1) ¥

DL-Tyr(FIO) einmal umkristallisiert in dest. Wasser

DL-Tyr(Fl4) ¥

DL-Tyr(FIO) viermal umkristallisiert in dest. Wasser

DL-Tyr(syn)

DL-Tyrosin wurde synthetisiert

a) Neu gekaufte Proben ab Januar 2004, b) Proben aus Lagerbestdnden des Instituts, c) Proben

wurden umkristallisiert, d) Nichtwassrige Titration, e) Titration (Angabe laut Serva)
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Nachfolgend werden zuerst die Wahl der Stationdgphder Derivatisierungsmethode sowie
technische, apparative und praktische Aspekte tiesku

Stationare Phasen und Derivate in der Gaschromatogr  aphie

Als stationare Phasen wurden Chirasil-Val (an Riolyan gebundenel-Isobutanoyl-valin-
tert.-butylamid) und Lipodex E (Octakis@-butanoyl-2,6-di©O-n-pentyl)«-cyclodextrin in
Polysiloxan) verwendet, da sich diese besonders digr Enantiomerentrennung von
Aminosauren bewahrt habel?? Alle verwendeterSaulen und Belegungsmaterialien wurden
im Haus hergestellffabelle 4-2. 13 3

Tabelle 4-2: Verwendete Kapillarsaulen.

Symbol Saulentyp Innenlaircghem:sser Filmdicke Material

A Chirasil-D-Val 20 m X 0,25 mm 0,13 um Fused-Silica (desaktiviert)
B Chirasil-D-Val 25 m X 0,25 mm 0,13 ym Fused-Silica (desaktiviert)
C Chirasil-L-Val 20 m X 0,30 mm 0,15 um Glas (desaktiviert)

D Chirasil-L-Val 20 m X 0,25 mm 0,13 ym Fused-Silica (desaktiviert)
E Lipodex E 20 m X 0,25 mm 0,13 um Fused-Silica (desaktiviert)
F Lipodex E 22 m X 0,25 mm 0,13 ym Fused-Silica (desaktiviert)
G Lipodex E 20 m X 0,25 mm 0,13 um Fused-Silica (desaktiviert)
H Lipodex E 25m X 0,25 mm 0,13 ym Fused-Silica (desaktiviert)

Chirasil-D-Val: an Polysiloxan gebundenes N-Isobutanoyl-D-valin-tert.-butylamid
Chirasil-L-Val: an Polysiloxan gebundenes N-Isobutanoyl-L-valin-tert.-butylamid
Lipodex E: 30 % Octakis-(3-O-butanoyl-2,6-di-O-n-pentyl)-y-cyclodextrin in PS 255

Als weitere chirale stationdre Phasen wurden Heép{@kO-tert.-butyl-dimethylsilyl-2,3-di-
O-diacetyl)B-cyclodextrin in Polysiloxan, Chirasil-Calix-Dex*** und die lineare
Dextrinphase  Heptakis[(2,3-@)»4"- O)-acetyl-(1'-O,6-0O)-tert.-butyldimethylsilyl]-malto-
heptose™*® mit DL-Tyr(Se0) alsN,O-TFA/O-Et-Derivat gepriift. Auf diesen drei stationaren
Phasen konnte aber keine ausreichende Peaktreerzialj werden.

Fur die Bestimmung voru-Aminosauren mittels Gaschromatographie wird, werelis
erwahnt, eine Derivatisierung benotigt, da dies#iichtige Verbindungen tberfihrt werden
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missen. Dabei soll die Probe mit einer kurzen Readzeit unter Verwendung von sauberen
Reagenzien, mit einem moglichst vollstandigen Umsahd ohne Verdnderung der
Enantiomerenverhéltnisse derivatisiert werden. @@ Messung vorn-Aminosauren auf
Chirasil-Val- und Lipodex E-Saulen konnen zur Vézesng der Carboxylgruppe die
Alkohole Methanol, Ethanol und 2-Propanol verwengletden Abbildung 4-2). Aufgrund
der sterischen Hinderung des 2-Propanols wahrendvdeesterung muss diese Reaktion
doppelt so lange (60 Minuten) wie mit Methanol bZwthanol durchgefihrt werden. Zur
(TFAA)  bzw.
Pentafluorpropionsaureanhydrid (PFPA) geeignet. iDarhalt man als Derivath-TFA/O-
Methyl-, N-TFA/O-Ethyl-, N-TFA/O-Isopropylester bzwN-PFPO-Isopropylester. DieN-
PFP-Derivate besitzen eine hdhere hydrolytischéil8td, wahrend dieN-TFA-Derivate

Derivatisierung  der  Aminogruppe  sind  Trifluoresskire-

aufgrund ihrer Enantioselektivitat bevorzugt werderKommerziell —erhéltliches
Trifluoressigsaureanhydrid  ist  deutlich  weniger ureeinigt als Pentafluor-
propionsaureanhydrid®
Q 0
. N\ .
R—OH +  C-CH; ———>  R—0-C—CH; + HCl R'= CHg
cl CaHs
1) (2) 3) i-CaH-
NH, NH,
(HCI)
R—CH—COOH + R'—OH - R—CH—COOR" + H0
(4) (1) (5)
o
NH, o 0 Il
" HN—C—CF;
R—CH—COOR T F3C—C—0—C—CF; >
-F;C—COOH R—C—COOR’
(6) H

Abbildung 4-2: Reaktionsschema zur Derivatisierung
TFA/O-R’-Derivat (7). Chlorwasserstoff (3) wird im erste
Acetylchlorid (2) mit dem entsprechenden Alkohol (1

31

(7)

von a-Aminosauren (4) zum N-
n Reaktionsschritt tber
) erhalten.



In Tabelle 4-3wurden die verschiedenen Alkohole (Methanol, Ethamer 2-Propanol) zur
Veresterung der Sauregruppe \pb-Tyrosin verglichen. Die Acetylierung der Aminogpe
wurde jeweils mit TFAA durchgefuhrt. Der angegeb@nezentuale Enantiomerenanteir

bezieht sich dabei auf d&sEnantiomer.

Tabelle 4-3: Vergleich der Derivate

Prop von DL-Tyr(Se0) auf Chirasil- D-Val (A), n =

N,O-TFA/O-Me, N,O-TFA/O-Et und N,O-TFA/O-2-

10 (D-Enantiomerenanteil

EF [%)],

absolute Standardabweichung o [%] und Auflésungsfaktor R ).

N,O-TFA/O-Me N,O-TFA/O-Et N,O-TFA/O-iProp
EF o R, EF o R, EF 0 R
4980 0,09 452 |49,72 010 6,39 | 4980 0,07 557

Jedes der drei Derivate hatte auf Chir@sNal einen guten Auflésungsfaktor {R

verbunden mit einer geringen StandardabweichungMittelwert.

?OOR
NH, o II\IH o
Il Pyridin / R'OH / W V4
R—C—COOH + Cl—C—o0—R' yman asser R—C—C__
H - HCl H O—COOR'
4) (8)
l -co,
R' = CHj
COOR!
C,Hsg |
NH
R—C—COOR'
H
(9)

Abbildung 4-3: Reaktionsschema zur Derivatisierung
N(O,S)-EOC/O-R’- bzw. N(O,S)-MOC/O-R’-Derivat (9).
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Die TFA/Alkohol-Derivatisierung voru-Aminosauren erfordert mehrere Arbeitsschritte, die
insgesamt etwa 1 bis 2 Stunden dauern. Hustkal. *** '3° haben eine schnelle
Derivatisierungsmethode vom-Aminosauren (4) mit Chlorameisensaureethyl- oder -
methylestern (8) zu den entsprechenden  Ethoxycarbonyl- (EOC)  bzw.
Methoxycarbonylderivaten (MOQJP) entwickelt, welche in wenigen Minuten durchfihrbar
ist (Abbildung 4-3). Die N(O,S}EOC/O-Et-Derivate sind besser fur Chirakival, die
N(O,S)EOC/O-Me-Derivate dagegen besser fiir Lipodex E geeidfitbie Derivatisierung
von DL-Tyr(Se0) alsN,O-EOC/O-Et-Derivat*3* 13° 136 B3frachte jedoch auf der stationéren
Phase Chirasil-Val (Saule C) keine ausreichende Basislinientregnir; 0,934).

In dieser Arbeit wurden N(O,S}TFA/O-Et-Derivate der a-Aminoséuren fur die
gaschromatographischen Enantiomerenbestimmungen werdet. Der erste
Derivatisierungsschritt, die Veresterung der Saun@ge unter Verwendung von
Acetylchlorid in wasserfreiem Ethanol, ist dabesdreders fur eine Racemisierung anfallig.
Koppenhofer hat den Einfluss der Reaktionstempematinrend der Derivatisierung van
Aminos&uren mit wasserfreiem HCI in Methanol expemtell untersucht®® Dabei stellte er
fest, dass eine deutliche Racemisierung erst adr diemperatur von 160 °C stattfindet. Da
die a-Aminosaureester bereits nach 30 Minuten bei ddeivatisierungstemperatur von 110
°C vorliegen, kann die Gefahr einer Racemisierugrgachlassigt werden.

Ofentemperatur und Detektor in der Gaschromatograph ie

Um die Bestimmungen mit einer hohen Prazision diitalen zu kénnen, ist es erforderlich,
die optimale isotherme Ofentemperatur fur jedecd@minosauren in Verbindung mit einer
entsprechenden chiralen stationaren Phase eineuastélinstige Trennfaktorenerhélt man
fur niedrige Temperaturen, dagegen wird die Peakéelbei hoherer Temperatur besser. Da
im Fall von Chirasil- und D-Val die Auflésungsfaktoren Rler Signale ausreichend grof3
waren, konnte zur Optimierung der Integrationsgeendie Temperatur erhoht werden. Fur
einen hohen Durchsatz an Messungen ist aulBerdeennedglichst kurze Analysenzeit je

Messlauf erstrebenswert.
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Damit keine Storpeaks auftreten und die durch Rwrscverursachte Modulation der
Basislinie eingeschrankt wird, ist es notwendidjligete oder synthetische Luft fur den FID

zu verwenden. Als Tragergas wird Wasserstoff nméeReinheit von 5.0 verwendet.

Optimierung der Integrationsparameter in der Gaschr omatographie

Die Messwerte aus den gaschromatographischen Mgmswwurden mit dem Programm
Clarity ausgewertet. Fur eine exakte Bestimmungseriislie Parameter fur die Linienbreite
(Peak Width) und den Schwellenwert (Threshold) ropti eingestellt werden. Im
Benutzerhandbuch® werden Peak Width und Threshold folgendermaRechbieben:

Die Peak Width definiert die kleinste Peakbreites drkannt werden soll. Signale, deren
Breite kleiner als der angegebene Wert ist, weedarh erkannt, jedoch kénnen der Anfangs-
und Endpunkt eventuell nicht genau bestimmt werd2ie. Basislinie wird dann falsch
eingefugt. Eine zu grol3e Peakbreiteneinstellung kaufgrund einer ungentgenden Anzahl
von Werten, mit denen ein Peak beschrieben wirdndestens 20 bis 30), zu
schwerwiegenden Integrationsfehlern fihren. Der wedlkenwert bestimmt die
Empfindlichkeit des Integrationsalgorithmus gegerildem Rauschen. Die von der
Basislinie bis zur Spitze gemessene Hohe allerdigrdie man detektieren mdchte, sollte

mindestens doppelt so grol3 wie der eingegebene &fert

Der vom Programm vorgegebene Wert fir die Peak Wigtt0,1 min und fur den Threshold
1 mV. In Abbildung 4-4 und Abbildung 4-5 sind die Chromatogramme vaL-Tyr(Fl4)
abgebildet, welches mit Chiragd-Val (Saule A) und Lipodex E (S&aule E) aufgetrennt
wurde. Die Integration erfolgte mit unterschiedéoh Peak Width- und Threshold-
Einstellungen. Fir ChirasiD-Val (Abbildung 4-4) ist die optimale Einstellung der Peak
Width 0,12 min und die des Threshold 1,0 mV. Da @hirasilD-Val fur DL-Tyrosin eine
gute Basislinientrennung mit einem grof3en Auflosfiaktor (R 6,48) vorliegt, kann auch die
vom Programm vorgegebene Einstellung problemlosveedet werden. Fir Lipodex E
(Abbildung 4-5) wurde keine Basislinientrennung erreicht, obwadyl Auflésungsfaktor mit
2,35 groler als 1,75 ist (entsprechend einer @oithgen Trennung der Signale). Im
Chromatogramm ist ein Signal zwischen dem erdieh ind zweiten I(-) Peak angedeutet.

Die Trennung von DL-Tyrosin auf Lipodex E wurde daraufhin mit einem
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Temperaturprogramm untersucht. Dabei wurde ein harges Signal detektiert, das als
Hinweis auf die Existenz einer freien OH-Gruppe para-Stellung des Tyrosin-Rings
interpretiert wurde. Es liegt die Vermutung nahassldieO-TFA-Gruppe des derivatisierten
DL-Tyrosins an der OH-Gruppe auf der Saule Lipodeilkveise abgespalten wurde.
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Chirasil- D-Val (Saule A)

L: u
70

Peak Width  Threshold EF
[min] [mV] [%0]
A 0,10 1,0 49,775 6.8 7.2 7.4 76 78
B 0,12 0,1 49,705 Zeit [min]
C 0,12 1.0 49,775
D 0,12 7,0 49,783
E 0,06 0,1 50,114
F 0,06 1,0 49,782
G 0,06 2,0 49,743 L o
W, 0,06 min 6.8 7.0 7.2 7.4 7.6 7.8
Rs: 6,48 Zeit [min]
C uu
6.8 7.0 7.2 7.4 76 78
Zeit [min]
6.8 7.0 72 7.4 76 78
Zeit [min]
/ c
= ‘ A oy q‘,/"/‘
6.8 7.0 7.2 74 7.6 7.8
Zeit [min]
/ -
6.8 7.0 72 7.4 76 78
Zeit [min]
Abbildung 4-4: Einfluss der
Integrationsparameter Peak Width G
und Threshold auf die Ergebnisse
der Integration: DL-Tyr(Fl4), als
N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- v A
D-Val (Saule A). 68 7.0 72 7.4 76 78
Zeit [min]
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Lipodex E (Saule E)

Peak Width  Threshold EF
[min] [mV] (%]

A 0,1 0,5 53,781
B 0,1 1,0 53,598
C 0,1 2,0 53,071
D 0,3 1,0 53,758
E 0,5 0,1 53,508
E 0,5 10 53,600
G 0,5 7,0 53,589
W, : 0,25 min
Rs: 2,35
Abbildung  4-5:  EinfluR  der

Integrationsparameter Peak Width
und Threshold auf die Ergebnisse

der Integration:

DL-Tyr(Fl4),

N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Lipodex

E (Saule E).

als

225 23,0 235 24,0 24,5 25,0 255 26,0
Zeit [min]
B \
/
225 23,0 235 24,0 24,5 25,0 255 26,0
Zeit [min]
C \
225 23,0 235 24,0 24,5 25,0 255 26,0
Zeit [min]
D
225 23,0 235 240 245 250 255 26,0
Zeit [min]
E w
225 23,0 235 240 245 250 255 26,0
© Zeit [min]
F U
! T T T T T T
225 230 235 240 245 250 255 26,0
Zeit [min]
225 23,0 235 24,0 24,5 25,0 255 26,0
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Arbeitsweise

Um prazise und reproduzierbare Ergebnisse sowiéenggte Abweichungen nahe der
Nachweisgrenze erzielen zu konnen, ist eine aufsasbere Arbeitsweise notwendig.
Kleinste Verunreinigungen, vor allem verAminosauren in den verwendeten Reagenzien,
Glasgeraten und Verbrauchsmaterialien kbnnen dgebars verfalschen. Auch kénnen tber
anorganische und organische Aerosole und Staubn¥&nigungen in die Probenglaschen
gelangen (Mineral- oder Zellulosefasern, Salzetgimogene oder mikrobielle Partikeff?
Proteinogene Bestandteile stammen vorwiegend vom Heaut, Haaren, Fasern,
Mikroorganismen etc. und kénnen als globale Anreichg vonL-Aminosauren auf der Erde
nicht vermieden werden. Armstrongt al. **° gelang es, in Labor-Aerosol/Staub unter
anderem 7,3 mg Phenylalanin je Gramm Staub nachgzemeUm die Menge proteinogener
Verunreinigungen so weit wie mdoglich zu reduziergwyrden die Probenglaschen vor
Benutzung ausgegliht und sofort mit einem saubereh erhitzten (50 °C, mind. 24 h)
Deckel verschlossen. Die Proben und Reagenzienenumbglichst schnell in die Glaschen
eingewogen bzw. pipettiert. Durch Verwendung eliezette wurde darauf geachtet, dass so
wenig wie moglich mit der Haut bzw. den Haaren ieriBirung kam. Aul3erdem wurden
regelmafig Blindreaktionen mit den verwendeten Reaign durchgefiihrt und die Produkte
anschlieBend unter den gleichen Bedingungen wie Rlieben gaschromatographisch

untersucht.

Kapillarelektrophorese

Die kapillarelektrophoretischen Bestimmungen defEnantiomerenanteile wurden mit
nativemDL-Tyrosin durchgefuhrt. D®L-Tyrosin eine maximale UV-Absorption bei einer
Wellenlange von 200 nm besitzt, kann bei Verwendanges UV-Detektors auf eine
Derivatisierung verzichtet werden. Als chirale &&dezusatze zum Puffer wurden 2-
Hydroxypropyle-cyclodextrin (2-HPa-CD) und hochsulfatierteg-Cyclodextrin (HSy-CD)

eingesetzt™**
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UV-Detektion in der Kapillarelektrophorese

Die UV-Detektion findet in der enantioselektiven G&-column statt. Das bedeutet, dass die
Detektion der Enantiomere wéhrend der chiralen Awag erfolgt. Deshalb muss bei der
Auswertung der Elektropherogramme die Signalflaofie den Retentionszeiten korreliert
werden, da das ersteluierte Enantiomer im Elek&opgramm wegen der geringeren

Verweilzeit vermindert detektiert wird als das gmeshende zweiteluierte Enantioméf.

Vergleich von verschiedenen Methoden und Selektoren

Die genaue Bestimmung dBsEnantiomerenanteils im Racemat Moh-Tyr(Se0) wurde mit
zwei verschiedenen enantioselektiven Methoden (@astatographie und Kapillar-
elektrophorese) und jeweils verschiedenen chir8ielektoren durchgefuhrt und ver-glichen.
Dabei wurden in der Gaschromatographie zwei chi(&@leirasil-Val und Lipodex E) und
zwei entgegengesetzt konfigurierte stationdre Rhd&hirasilD-Val und Chirasilk-Val)
sowie in der Kapillarelektrophorese zwei chiralee®mren (2-HPa-CD und HSy-CD)
verwendet. Die Ergebnisse sindTiabelle 4-4und Abbildung 4-6 gegentubergestellt.

Tabelle 4-4: Bestimmung der D-Enantiomerenanteile EF [%], der absoluten
Standardabweichung o [%)], relativen Standardabweichung o [%] und Auflésungs-

faktor R s fir n Messungen von DL-Tyr(Se0) in der GC (FID; als N,O-TFA/O-Et-Derivat)
und in der CE (UV, underivatisiert) mit chiralen Se  lektoren.

DL-Tyr(Se0)

Séaule | EF o Orel, [%0] n Rs
GC  Chirasil- D-Val A 49,72 0,10 0,20 10 6,39
Chirasil- L-Val C 49,84 0,07 0,14 10 4,34
Lipodex E F 50,90 1,08 2,12 6 2,35
CE 2-HP-a-CD 49,67 0,36 0,73 4 3,39
___.HSsyCD | 4957 015 030 10 721
Mittelwert 49,94 0,55
Mittelwert (ohne Lipodex E) 49,70 0,11
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L
Chirasil-D-Val A 1% HS-y-CD b
L _ L
0 2 4 & o 10 2 2 0 s
Zeit [min] Zeit [min]
L
Chirasil-L-Val 30 % 2-HP-a-CD D
o 2 ! 8 o 10 2 % 4 s e 0
Zeit [min] Zeit [min]
Lipodex E L
Abbildung 4-6: Chromatogramme (links)
und Elektropherogramme (rechts) fur DL-
Tyr(FIO) aus der GC (als N,O-TFA/O-Et-
JJL Derivat) und CE mit den verschiedenen
chiralen Saulen und Selektoren.
0 ' 10 30
Zeit [min]



Die Ergebnisse aus den gaschromatographischen Ngmsunach der Derivatisierung
stimmen mit Ausnahme der Werte fur die Trennungeh Llapodex E sehr gut mit den
Ergebnissen aus der Kapillarelektrophorese fur uvalésierte Proben tbereiffdbelle 4-9.

Im Vergleich der stationdren GC-Phasen entgegetmjieseHandigkeit (Chirasil-Val und
ChirasilD-Val) konnten geringfugig unterschiedlick&-Werte mit einer sehr guten relativen
Standardabweichung bestimmt werden. Die mittelse@gitteltenEF-Werte unterscheiden
sich von den Ergebnissen der GC nicht signifikBme. relativen Standardabweichungen sind
jedoch geringfiigig schlechter als bei Chirasil-VBies liegt am starkeren Rauschen der
Grundlinie Abbildung 4-6). Die Préazision dieser vier Methoden (ohne Lipod@gxist mit
einer geringen Standardabweichung sehr hoch (49,0Q1 %). Bei Lipodex E betragt der
RsWert 2,35 und liegt damit deutlich Gber dem Minmkriterium flr eine vollstandige
Trennung (1,75), die Auflésung ist aber schleclasr fur die anderen Systeme. Deshalb
wurde hier eine vergleichsmallig hohe relative Stedabweichung erhalten. Bei der
Integration der Chromatogramme in einem vorhergeédenmbschnitt wurde bereits auf die
maogliche Anwesenheit eines zusatzlichen Signalsaven denD- undL-Peak hingewiesen
(freie OH-Gruppe des Tyrosins), das sich hier im 8e&andardabweichung und relativen
Standardabweichung bemerkbar machen kénnte. Vadamuwtiare es vorteilhafter, wenn fur

die genaue Bestimmung verAminosaure-Racematen der Auflésungsfaktor Ubes Bge.

Vergleich von reprasentativen DL- a-Aminosauren

Die prozentualem-Anteile von verschiedenen kommerziell erhaltlicidna-Amino-séuren
wurde auf ChirasiB- und L-Val und Lipodex E gepruft. Die Ergebnisse sind abelle 4-5
wiedergegeben. Dabei werden Alanin, Leucin undifrair aliphatische oder alicyclische,
Ornithin und Lysin fUr basische, Asparaginsauresi@mre und Phenylalanin und Tyrosin fur
aromatische Aminosauren als reprasentativ betracBe&rin, Tyrosin und Cystein stehen
aul3erdem fur Aminosauren, deren TFA-Ester hydstitiabil sind.
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Die a-Aminosauren besallen mit Ausnahme von Cystein ahezu racemisches Enantio-
merenverhaltnis. Auf Lipodex E zeigte Cystein kemesreichend gute Peaktrennung, fur
Prolin war dagegen Lipodex E besser geeignet aiga§ikhVal. Auf den Saulen entgegen-
gesetzter Handigkeit Chiradil-Val und Chirasilk-Val wurde flir Leucin, Ornithin, Lysin
und Phenylalanin eine sehr gute Ubereinstimmung RiEnantiomerenanteile erhalten.
Jedoch lagen in den Ergebnissen von Alanin, Asfrasagre, Tyrosin, Serin, Cystein und
Prolin deutliche Differenzem\ EF vor. Es ist nicht méglich, ausschliel3lich anhare$ d
Experiments zwischen einem systematischen Fehtéeinem Uberschuss eines Enantiomers
im vermeintlichen Racemat zu unterscheiden. Dieditikeit der beiden Saulen sollte keinen
Einfluss auf das Ergebnis der Racematzusammenggtzuasben. Aul3erdem wird
angenommen, dass die Deaktivierung beider Saulemigth erfolgte. In der Literatuf
werden mogliche Fehlerquellen bei der Bestimmung Eleantiomerenreinheit aufgefihrt.
Beispielsweise kann das Ergebnis durch eine Vemigeng verfalscht werden, die mit
einem der beiden Enantiomere von der Saule coeliedt. Eine Coelution wurde hier aber
nach visueller Uberpriifung der Chromatogramme uaden der mehrmaligen Durchfiihrung
der Messungen bei verschiedenen Saulentemperausgeschlossen. Andererseits kann der
Effekt auftreten, dass die Probe wahrend der Tnegraum Fragmentieren neigt. Davon ist
das Enantiomer, welches langer auf der Saule vierwad somit spater eluiert wird, starker
betroffen. Dies koénnte fur die Derivate von Tyrosind Serin(O-TFA-Gruppe) sowie
Cystein &TFA-Gruppe) von Bedeutung sein, da diese hydmditiinstabil sind und sich
dadurch starker thermisch zersetzen. Saulenmageridlei denen dieser Effekt deutlich zu
beobachten ist, werden als ,Serinfresser-Phasez€itienet. Da bei Trennungen auf Chirasil-
D-Val das D-Enantiomer spater eluiert als dasEnantiomer, wird ein geringerebD-
Enantiomerenanteil als fur Chirag#Val erwartet; die Angabe voikF in dieser Arbeit
erfolgt bezogen auf dd3-Enantiomer. Daraus kann geschlossen werden, @addittelwert
aus den Ergebnissen von Chird3#-und L-Val jeweils als ,richtiger Wert* angenommen

werden kann.

In Tabelle 4-6 wurden die Ergebnisse dBiL-a-Aminosaurenauf Chirasilb- bzw. 1-Val
gegenibergestellt und jeweils die DifferehEF sowie die Mittelwerte aus den Ergebnissen
beider Saulen gebildet. Aus letzteren lasst sideiteln, dass dies ein moglicher Weg zur
Verbesserung der Richtigkeit dE§-Wertes furDL-a-Aminosauren ist. Die Stationarphasen
ChirasilD- und L-Val wurden auRerdem mit der Testmischung von Gfdbiberpriift. Mit
dem Grob-Test kann die Aktivitdt der Kapillarobadhe (Inertheit) geprift werden. Dabei
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wurde festgestellt, dass die Saulen naturgeman widhg identisch sind, sondern lediglich
ahnliche Eigenschaften besitzen. Die Kapillarolaetie der verwendeten ChiraBiVal-
Séaule ist weniger inert als die der ChirdsMal-Saule. Die bestimmtenD-
Enantiomerenanteile von Tyrosin, Serin und Cyskeimnten dadurch beeinflusst werden. Die
wahren Werte fUEF sollten folglich ndher an den bestimmten Ergelemsgn Chirasil--

Val liegen. Im Fall von Prolin sollte dagegen dagdbnis von ChirasiD-Val die bessere
Naherung darstellen, da die Chirddival-Saule eine etwas hohere Enantioselektivitat

aufweist.

Mittels eines t-Tests kdnnen die Ergebnisse detiostren Phasen Chiradibv/al und
ChirasilD-Val verglichen werden. Dabei wird angenommen, deesde Messreihen mit einer
Wahrscheinlichkeit von 95 % den gleichen Mittelwéssitzen, wenn kein signifikanter
Unterschied der Mittelwerte besteht. Die t-Test-i¥en Tabelle 4-6wurden mit Excel (©
Microsoft) ermittelt. Dabei gilt, dass kein deutler Unterschied zwischen den berechneten
Mittelwerten von ChirasiD-Val und Chirasilk-Val besteht, wenn der resultierende Wert
Uber 0,05 liegt. Fur di®L-a-Aminosauren Leucin, Ornithin, Lysin und Phenylatakonnte
dies bei einem Vertrauensbereich von 95 % festlifesterden, der t-Test-Wert liegt Uber
0,05. Fur Alanin (Se0) und Tyrosin (syn) liegt dert im Grenzbereich, fir alle anderen

DL-a-Aminosauren besteht ein signifikanter Untersclnetschen den Mittelwerten.

Tabelle 4-6: Unterschiede A EF der auf Chirasil- D- und -L-Val bestimmten D-
Enantiomerenanteile EF [%] der DL-a-Aminosauren aus Tabelle 4-5, Mittelwert des  EF
[%] beider Stationarphasen und der berechnete Wert des t-Tests.

Chirasil- D-Val  Chirasil- L-Val A EF Mittelwert t-Test
EF EF [%0] EF

DL-Alanin (Se0) 49,91 49,99 - 0,08 49,95 0,001
DL-Leucin 50,01 50,02 -0,01 50,02 0,81
DL-Ornithin 49,99 49,98 0,01 49,99 0,88
DL-Lysin 49,90 49,90 0,00 49.90 0,92
DL-Asparaginsaure 50,03 49,95 0,08 49,99 7,0x 10
DL-Phenylalanin 50,01 49,98 0,03 50,00 0,058
DL-Tyrosin (Fl4) 49,77 49,92 -0,15 49,85 1,9x 10™
DL-Tyrosin (syn) 50,10 50,03 0,07 50,07 0,012
DL-Serin 50,10 49,97 0,13 50,04 1,3x10°
DL-Cystein 48,58 47,77 0,81 48,18 2,3x10™"
DL-Prolin 50,50 49,67 0,83 50,09 1,8 x 10™
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Herstellung eines racemischen Tyrosin-Standards

Das kommerziell erhaltlichBL-Tyr(Se0) konnte mit einer hohen Prazision bestinvetden
(Tabelle 4-4. Die Ergebnisse entsprachen jedoch nicht exaléneEF-Wert von 50,0 %,
wie fir ein Racemat zu erwarten ware. Sie unteraggéchwankungen imD-
Enantiomerenanteil von bis zu 0,9 % (bei Lipodex A)s diesem Grund wurde zunachst
racemische®L-Tyrosin der Firma FlukaDL-Tyr(FIO), durch Umkristallisation gereinigt. Es
wurden zwei verschiedene Umkristallisationen duedtiigrt. EineDL-Tyrosin-L6ésung der
Konzentration 17 mmol/L wurde viermal in Wasser uistillisiert zuDL-Tyr(FI4). Ebenso
wurde DL-Tyr(FI1) durch einmaliges Umkristallisieren ausiesi Losung der Konzentration
5,56 mmol/L erhaltenAbbildung 4-7). Die geringe Konzentration wurde gewahlt, um in
verdunnter Losung durch langsames Kristallwachseim mdglichst ideales Racemat zu
erzeugen. DieD-Enantiomerenanteile wurden anschlieBend jeweifsCdurasil-D- und L-
Val bestimmt Tabelle 4-7).

Tabelle 4-7: Bestimmung des D-Enantiomerenanteils EF [%], der absoluten
Standardabweichung o [%] und Anzahl der Messungen n von  DL-Tyrosin (Fluka) vor,
nach einmaligem und nach viermaligem Umkristallisie ren und von synthetisch

hergestelltem DL-Tyrosin. Die Bestimmungen erfolgten als N,O-TFA/O-Et-Derivat mit
GC auf Chirasil- D- und L-Val.

DL-Tyr(FIO) DL-Tyr(FI1) DL-Tyr(Fl4) DL-Tyr(syn)
Saule EF o n EF o n EF o n EF o n
Chir- A (4950 0,05 1x6 |49,74 0,03 3x5(4983 0,05 1x6 4990 0,03 3x4
D-val B 49,77 0,08 1x10| 50,10 0,07 1x10
Chir.- D |49,56 0,05 1x12|49,86 0,07 3x5|4991 0,05 1x12
D
Cc

L-val 49,92 0,06 1x10| 50,03 0,06 1x10

Mittelwert | 49,53 49,80 49,83 50,01

Die Ergebnisse stimmen fur die jeweilige station@hase sowie im Vergleich mit denen der
entgegengesetzt konfigurierten stationaren Phasegsg Uberein. Wie au$abelle 4-7 zu
entnehmen ist, liegt zwischen den Ergebnissenealeeiligen Probe auf Chiradi-Val und
ChirasilL-Val eine DifferenzA EF von etwa 0,1 % vor (systematischer Fehler). Déann
der Mittelwert der Ergebnisse von ChiraBi-und 1-Val jeweils als der ,richtige Wert"

angenommen werden.
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Abbildung 4-7: Kristallzusammenschluss, entstanden nach einmaligem, langsamen
Umkristallisieren von  DL-Tyr(FIO) zu DL-Tyr(FI1).

Selbst nach viermaligem Umkristallisieren wurdengisétzlich ein geringer UberschussLan
Enantiomer in den umkristallisierteBL-Tyrosin-Proben festgestellt. Das bedeutet, dass
entweder die Erzeugung eines reinen Racemats galahg oder es sich um einen syste-

matischen Fehler in den Messungen handelt.

(e}
| o)
H CO,H
N2 N NaOH
+ Acetanhydrid | O - >
o in H,O
o ~ N=—

(6)
Anisaldehyd Acetylglycin
N CO,Na CO;Na CO,Na
Ni/ H, .
—_—
NH o) in H,0 NH o L o
\O \( \O Y Y
9 : 1
COzNa
HCI / Nal
—_—
in H,0 NH;"Cl
HO

Abbildung 4-8: Syntheseweg von racemischem Tyrosin DL-Tyr(syn).

Bei der Durchfiihrung einer Validierung wird zur Besnung der Richtigkeit ein erhaltener
Wert mit dem fir einen fehlerfreien Standard odar eertifiziertes Referenzmaterial

verglichen. Ein zertifizierter, rein racemischema@tard furDL-a-Aminosauren ist jedoch
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kommerziell nicht erhaltlich. Deshalb wurde raceshessDL-Tyrosin von der Arbeitsgruppe
Nagel (Universitat Tubingen) synthetisiert und aosVerfiigung gestelltAbbildung 4-8).

Das synthetisierteDL-Tyrosin konnte mittels enantioselektiver Gaschrmgeaphie als
nahezu racemisch bestimmt werd@alfelle 4-7). Die Probe war allerdings ockerfarben und
nicht rein weil3 und enthielt ungefahr 5 % PhenyladAbbildung 4-9).

Tyrosin

L
D

Phenylalanin

_

Zeit [min]

Abbildung 4-9: Chromatogramm von  DL-Tyr(syn) als N,O-TFA/O-Et-Derivat auf
Chirasil- D-Val (Saule B).

Einfluss der Injektionsmenge

Die Streuung der Analysenergebnisse und damit digi$ton ist von der Menge an Analyt
abhangig, welche den Detektor erreicht. Als Strgguibzw. Prazisionsmald wird die absolute
(c) oder die relative Standardabweichung,j verwendet. Um den Einfluss der
Injektionsmenge auf die Prazision besser beurteit@n konnen, wurden verschieden
konzentrierte Losungen voBL-Tyr(FI4) in 0,1 mol/L HCL hergestellt, derivatisieund
anschlielend deb-EnantiomerenantelEF [%] sowie die absolute Standardabweichung
[%] bestimmt Tabelle 4-§. Die Bestimmung erfolgte unter Berucksichtigungr dMless-

prazision, Methodenprazision und der Wiederholgian. Wie in Tabelle 4-8 zu sehen,
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wurden sowohl fir die GC als auch fur GC/MS gutgdbnisse mit einer ausreichenden
Prazision Uber den gesamten Konzentrationsbererbialten. Die mit GC ermittelten

Standardabweichungen wurden schlechter, je geroligglonzentration der injizierten Probe
war. Im Vergleich dazu konnten mittels GC/MS bess8tandardabweichungen erreicht
werden, da selbst Mengen von 20 pg mit einer Staatiaeichung von = 0,61 % detektiert

werden konnten.

Tabelle 4-8: Bestimmung des D-Enantiomerenanteils EF [%] und der absoluten
Standardabweichung o [%] von DL-Tyr(Fl4) als N,O-TFA/O-Et-Derivat fur verschie-
dene Konzentrationen mit GC (Injektionsmenge jeweil s 1 pL, n = 4, Splitfaktor f = 55,
Chirasil- L-Val, Saule D) und GC/MS (Injektionsmenge jeweils 1 L, n =5, Chirasil- L-Val,
Saule D; splitlos, aulRer *).

Probenkonzentration GC GC/IMS
Menge auf der Menge auf der
Saule [ng] Saule [ng]
mmol/L ng/uL (split, f = 55) EF o EF o

10 1812 32,95 49,88 0,06 * 49,09 0,18
1 181,2 3,29 50,04 0,56 181,2 49,95 0,15
0,5 91,60 1,65 50,80 1,41 91,60 49,57 0,04
0,1 18,12 0,33 49,98 1,89 18,12 48,96 0,22
0,05 9,06 0,16 51,81 2,37 9,06 49,36 0,07
0,01 1,81 1,81 49,30 0,12
0,005 0,91 0,91 48,83 0,68
0,001 0,18 0,18 49,38 1,14
0,0005 0,09 0,09 48,40 0,68
0,0001 0,02 0,02 44,00 0,61

Fur die mit GC erhaltenen Ergebnisse dwbelle 4-8 wurde die kleinste nachweisbare
Menge (Nachweisgrenze) unter Berticksichtung eimgsaBRausch-Verhaltnisses von 3:1 zu
0,16 ng und die kleinste quantifizierbare MengesfBemungsgrenze) unter Berilicksichtung

eines Signal/Rausch-Verhaltnisses von 9:1 zu Og33estimmt.
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Linearitat und Wiederfindung fiir angereichertes rac emisches

DL-Tyrosin

Durch das gezielte Anreichern des Racemat®miizw. L-Tyrosin kann auch indirekt dé&r-
Enantiomerenanteil der Probe bestimmt werddnTyr(FI4) wurde dazu jeweils mit bis zu 1
% D- bzw. L-Tyrosin EF = 49,5 — 50,5 %) angereichert. DBrEnantiomerenanteil der
angereicherten Proben wurde mittels GC (Chiladflal) gemessenT@belle 4-9. Fir die
Berechnung der Wiederfindung wurde angenommen, assacemisches TyrosifieF 50
%) vorlag und die Anreicherung mit reinen EnantioameEF 100 % bzw. 0 %) erfolgte.

Tabelle 4-9: Angereichertes DL-Tyr(Fl4) mit D-Tyr(FIO) bzw. L-Tyr(FIO) wurde mittels
GC als N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule D), n = 4, bestimmt ( D-
Enantiomerenanteil EF [%], absolute Standardabweichung o [%)]).

Mischungsverhéltnisse berechnet gemessen Wiederfindung
DL[%] D ][%] L[%] EF EF o [%]
99,0 1,0 49,50 49,49 0,05 99,98
99,5 0,5 49,75 49,74 0,03 99,98
99,8 0,2 49,90 49,89 0,02 99,98
99,8 0,2 50,10 50,07 0,04 99,94
99,5 0,5 50,25 50,23 0,02 99,96
99,0 1,0 50,50 50,48 0,03 99,96

*)  DL-Tyr(Fl4): Konzentration 10,0 mmol/L, EF = 50,0 %
D-Tyr(FI0): Konzentration 10,0 mmol/L, EF =100,0 %
L-Tyr(FI0): Konzentration 10,0 mmol/L, EF = 0,0 %

0,5 y = -2,0473x + 102,33
r> = 0,9997

50,2 50,4 50,6

49,4 49,6 49,8 50

ee (berechnet)
o

EF (gemessen)

Abbildung 4-10: Kalibrierdiagramm von DL-Tyr(Fl4), angereichert mit bis zu 1 % D-
Tyrosin (positiver Enantiomerentiberschuss ee) oder L-Tyrosin (negativer ee) aus den
Ergebnissen der Tabelle 4-9.
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Aus den gemessenen ErgebnissenTddelle 4-9 wurde das Racemat Z&F 49,98 %D-
Tyrosin berechnet. Im Vergleich zu den vorher Ipestien Ergebnissen voDL-Tyr(Fl4),
(vgl. Tabelle 4-7:EF 49,92 *+ 0,06 %JTabelle 4-8: EF 49,88 £+ 0,06 %) liegt dieser Wert
naher am Racemat (50 %). Bei der analytischen Besing sehr geringer Abweichungen
sind solche Schwankungen immer problematisch, dadPdboben an unterschiedlichen Tagen
derivatisiert und gemessen wurden. Diese Schwamukgnnen als Fehler in der Prazision
von Serie zu Serie bzw. in der Wiederholprazisieselpen werden. Mit den Ergebnissen der
Tabelle 4-9 kann aufRerdem gezeigt werden, dass sich sehrggddn bzw. L-Tyrosin-
Verunreinigungen in racemischem Tyrosin bestimmassdn. Die Wieder-findung unter
Bertcksichtigung der bestimmten und berechneterlifigse ist mit 99,94 — 99,98 % jeweils
sehr gut. Auch die Kalibriergeradé@lbildung 4-10) aus den Ergebnissen deabelle 4-9
zeigt eine sehr gute Linearitaf & 0,9997).

Bestimmung der Enantiomerenverhaltnisse von D- und L-Tyrosin-

Enantiomeren

Kommerziell erhaltlichéd- undL-Tyrosin-Enantiomere (Fluka) wurden auf ihf@nbzw. L-
Anteil mit ChirasilD- und L-Val untersucht.

Tabelle 4-10: Bestimmung des D- und L-Tyrosin-Anteils [%] von kommerziell
erhaltichen Enantiomeren mittels GC als N,O-TFA/O-Et-Derivat (n = 4, absolute
Standardabweichung o und relative Standardabweichung o).

D-Tyr(FIO) L-Tyr(FIO)
Saule L [%] o [%] Orel. [%] D [%] o [%] Orel. [%]
Chirasil- D-Val A 0,074 0,005 6,40 0,081 0,017 20,40
Chirasil- L-Val C 0,034 0,023 68,44 0,130 0,016 12,73

Wie in Tabelle 4-10zu sehen ist, konnten sowohlDATyrosin als auch ih-Tyrosin jeweils

eine Verunreinigung durch das entgegengesetztetibneer festgestellt werden. Dabei fallt
auf, dass die relative Standardabweichuwg, fir den Anteil des jeweiligen
Gegenenantiomers von der Elutionsreihenfolge alih&wispielsweise besitzt auf Chirasil-

D-Val L-Tyrosin eine kirzere Retentionszeit &sTyrosin @Abbildung 4-11). Auf dieser
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Saule zeigen die Peaks voDB-Tyrosin als Hauptkomponente und-Tyrosin als
Verunreinigung eine bessere Auflosung als im HakreVerunreinigung vo-Tyrosin inL-

Tyrosin.

L-Tyrosin
%L ]
| IR |
o 2 a4 6 8
Zeit [min]
D-Tyrosin
0 2 A T
Zeit [min]

Abbildung 4-11: Chromatogramme von L-Tyr(FIO) (oben) und D-Tyr(FIO) (unten) auf
Chirasil- D-Val (Saule A, als N,O-TFA/O-Et-Derivat bestimmt), mit Vergrof3erung der
jeweiligen Verunreinigung des entgegengesetzten Ena  ntiomers.

Kleine Verunreinigungen voh-Tyrosin in D-Tyrosin sowie vonD-Tyrosin in L-Tyrosin
lassen sich folglich auf die beschriebene Weisetirha®en. Dabei sind Enantio-
merenverunreinigungen bis 0,1 % mit einer akzeptablelativen Standardabweichung
quantifizierbar Tabelle 4-10.
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Mischungen von D- und L-Tyrosin-Enantiomeren

Um den gesamten Konzentrationsbereich von 100 1B Pgrosin bzw. 0 — 100 %-Tyrosin
abzudecken, wurden definierte Mengen von kommérzezhaltlichen Enantio-meren
gemischt und demD-Enantiomerenanteil jeweils gaschromatographischtiment. Dazu
wurden Losungen voB-Tyr(Se0) und.-Tyr(Si0) mit einer Konzentration von je 10 mmol/L
in 0,1 mol/L HCI hergestellt, daraus eine Konzemtresreihe gebildet, derivatisiert und auf
ChirasilD- und L-Val gemessen. Die Ergebnisse sind abelle 4-11dargestellt.

Von jeder Probe der untersuchten Konzentrationsreilwurde die relative
Standardabweichung fur die geringere Probenkompgenbarechnet Tabelle 4-11. Als
Vergleich fir die ermittelten Ergebnisse wurden Alpen aus der Literatur verwend&f
Dabei wurde festgestellt, dass die Ergebnisse sioiiioChirasil-D-Val als auch fur Chirasil-
L-Val fur die Standardmischungen 100D&Tyrosin — 5 %D-Tyrosin unterhalb der in der
Literatur geforderten Standardabweichung fiir deswriPabereich liegen.

Die Kalibriergeraden zeigen fiir Chirafitval (* = 1,0000) und fiir Chirasll-Val (r* =
0,9999) eine sehr gute Linearitdt Uber den gesamitarzentrationsbereich, verbunden mit
sehr geringen Abweichungen von der fur Chir@sNMal ermittelten Trendgeraden
(Abbildung 4-12).
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Tabelle 4-11: Verschiedene Mischungsverhdltnisse vo n D-Tyr(Se0) und L-Tyr(SiO)
wurden mittels GC auf Chirasil- D-Val (Saule A) und Chirasil- L-Val (Saule C) als N,O-
TFA/O-Et-Derivat  bestimmt (n = 5, D-Enantiomerenanteile  EF [%], absolute
Standardabweichung o und relative Standardabweichung o).

Mischungsverhéltnisse Chirasil- D-Val Chirasil- L-Val

D [%] L [%] EF o[%] 0w [%]¥ | EF  0[%] 0w [%]
100 0 98,85 0,03 2,13 98,65 0,03 2,54
99 1 98,04 0,05 2,29 97,97 0,04 1,89
95 5 94,13 0,08 1,40 94,21 0,07 1,12
90 10 89,22 0,02 0,22 89,37 0,04 0,39
80 20 79,61 0,02 0,09 79,84 0,08 0,41
70 30 69,56 0,28 0,92 69,80 0,13 0,43
60 40 59,57 0,10 0,25 59,71 0,08 0,20
50 50 49,63 0,06 0,12 49,79 0,05 0,10
40 60 39,68 0,05 0,13 39,77 0,08 0,21
30 70 29,61 0,06 0,22 29,60 0,18 0,60
20 80 19,66 0,09 0,47 19,62 0,07 0,37
10 90 10,21 0,10 0,96 10,15 0,12 1,22
5 95 5,52 0,04 0,67 5,47 0,07 1,32
0 100 0,00 - - 0,23 0,03 13,44

*) 0Oy Wurde bei den Mischungen 100 % D-Tyrosin — 60 % D-Tyrosin auf den prozentualen L-Tyrosin-
Anteil und bei den Mischungen 50 % L-Tyrosin — 100 % L-Tyrosin auf den prozentualen D-Tyrosin-
Anteil bezogen.

100 -
80
60 -
L
w
40 -
= Chirasil-D-Val
20 A o Chirasil-L-Val

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Mischungsverhaltnis D [%]

Abbildung 4-12: Linearitatsprofil der stationdren P hasen Chirasil- D-Val (r? = 1,0000)
und Chirasil- L-Val (r* = 0,9999) aus den Ergebnissen der Tabelle 4-11.
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Bestimmung der Enantiomerenverhéltnisse von Alanin

Der D-Enantiomerenanteil von zwei kommerziell erhalinlracemischebL-Alanin Proben
wurde mittels GC und GC/MS Uberpruft. Die Ergebaismd inTabelle 4-12dargestellt

Tabelle 4-12: Vergleich der D-Enantiomerenanteile EF [%] und absoluten Standard-
abweichungen [%] aus n Messungen von DL-Ala(Me0Q) und DL-Ala(Se0). Die
Bestimmungen wurden mittels GC und GC/MS als  N-TFA/O-Et-Derivat durchgefihrt.

DL-Ala(MeO0) DL-Ala(Se0)
Saule EF o n EF o n
GC Chirasil- D-Val A 4993 0,04 2x4 49,91 0,03 2x4
Chirasil- L-Val D 50,00 0,03 2x4 49,99 0,04 2x4
Lipodex E E 4988 0,02 2x4 49,89 0,01 1x10
GC/MS | Chirasil- L-Val D 50,03 0,05 2x5 50,04 0,08 2x5

Der EF-Wert wurde bei beiden Racemat-Proben auf Chitasikl als eindeutig racemisch
bestimmt. Auf der stationdren Phase ChirBsNal war das Ergebnis wieder etwa um 0,1 %
geringer als auf Chirasll-Val.

Der prozentual®- bzw. L-Anteil von kommerziell erhaltlichen Alanin-Enanti@ren wurde

mittels GC bestimmt. Die Ergebnisse sind’abelle 4-13wiedergegeben.

Tabelle 4-13: Bestimmung des D- und L-Alanin-Anteils von kommerziell erhaltlichen
Enantiomeren mittels GC als N-TFA/O-Et-Derivat (n = 2 x 3, absolute Standardab-
weichung o und relative Standardabweichung o).

D-Ala(Si0) L-Ala(Si0)

Saule | L[%] o[%] 0w [%] | D[%] 0[%]  Cw[%]
Chirasil- D-Val A 1,966 0,173 8,80 0,000 0,000 0,00
Chirasil- L-Val D 1,958 0,187 9,57 0,000 0,000 0,00

D-Ala(FI0) L-Ala(De0)

L [%] o [%] Orel. [%] D [%] o [%] Orel. [%]
Chirasil- D-Val A 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,00
Chirasil- L-Val D 0,000 0,000 0,00 0,000 0,000 0,00
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In der ProbeD-Ala(Si0) konnte eine Verunreinigung durch das Gegeantiomer festgestellt
werden. BeilL-Ala(Si0), D-Ala(FI0) sowie L-Ala(De0) war dies nicht der Fall, da in den
Chromatogrammen dieser Proben kein eindeutiger ,Pelgk die Anwesenheit des
entgegengesetzten Enantiomers anzeigt, identifizimrden konnte. Das Signal/Rausch-

Verhaltnis war zu klein.
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5.1 KRISTALLISATION VON TYROSIN

Die meisten der biogenarAminosauren zeichnen sich durch Homochiraliés. Dennoch
unterliegen auch natdrlichie-a-Aminoséauren einer Racemisierung, die beispielssveisr
Altersbestimmung in der Geologie genutzt wirt> Bei racemischen Proben wird
grundsatzlich davon ausgegangen, dass beide Emangadie gleiche Ldslichkeit aufweisen
und fast immer als Racemat auskristallisieren, ltaBt, die Kristalle enthalten die gleiche
Anzahl an D- und L-Spezies und damit heterochirale Molekile in eim&umlichen
Verteilung. Nur in Ausnahmeféllen und in einem bestten Temperaturbereich erhalt man
Konglomerate. Konglomerate sind ein Gemenge vost#lien der reine®- und der reinen
L-Form, die als homochirale Aggregate nebeneinamddiegen und sich unter Umstanden
mechanisch trennen lassen. Pasteur beobachtets, diss Natriumammoniumsalz der
racemischen Weinsaure (Traubensaure) unterhalbC28Is Konglomerate auskristallisiert.

Diese enantiomerenreine Kristalle besitzen ofteg¢ggesetzt hemiedrische Flachéh.

Wie in Kapitel 3 bereits beschrieben, werden Emaméren wegen der Paritatsverletzung
geringfugig unterschiedliche Energien zugeordne@ih#®nd es bei einzelnen Molekiile
schwierig ist, diesen marginalen Energieunterschipdischen den Enantiomeren
nachzuweisen, sollte flr groRere Aggregate wie poElsveise Kristalle durch
Verstarkungseffekte der Nachweis einfacher seinni@ky et al. untersuchten in diesem
Zusammenhang das Kristallisationsverhalten von Sigrin wassriger Losun§® Zu diesem
Zweck stellten sie zunachst getrennte LosungenDrapzw. L-Tyrosin der Konzentration 10
mmol/L her und lieBen diese bei 4 °C und 20 °C astgllisieren. Die Konzentrationen der
Uberstehenden Kristallisationslosungen wurden Zinideten Zeiten mittels UV-Absorption
in 1 mm-Kivetten bei 274,5 nm bestimmt. In einemiteven Experiment stellten sie 10
mmol/L wassrige Racemat-Losungen von kommerzidlfiklichemDL-Tyrosin und aus den
Einzelenantiomeren zusammengesetzierh -Tyrosin (50 %D-Tyrosin + 50 %L-Tyrosin)
her, welche bei 20 °C auskristallisierten. Die diuative Bestimmung der Enantiomeren-
verhaltnisse der Uberstehenden Kristallisationsi§en vonDL- und D+L-Tyrosin erfolgte

ebenfalls durch UV-Absorption bei 274,5 nm. JedeobBr wurde zuséatzlich vor
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Kristallisationsbeginn mit 1 pmol/L 3f]-L-Tyrosin angereichert. So konnten der
entsprechendé-Tyrosin-Anteil Uber die Radioaktivitat bestimmtdianschlielRend debd-

Tyrosin-Anteil von der Gesamtmenge abgezogen werden

Shinitzky et al. fanden dabei Differenzen in den Kristallisatiorsgevindigkeiten und den
Loslichkeiten zwischerD- und L-Tyrosin. D-Tyrosin kristallisierte schneller aus als
Tyrosin. Die Uberstehende Kristallisationslosungh WeTyrosin hatte nach ungefahr 300
Stunden bei 20 °C eine Konzentration von 4,5 mmalie desD-Tyrosins betrug dagegen
nur 2,8 mmol/L. Die Untersuchung der Racematlosnngegab eine Anreicherung vdn
Tyrosin in den Uberstehenden Ldsungen. Bei DerTyrosin-Probe stellte sich in der
Uberstehenden Kristallisationslosung nach 120 hEgiantiomerenverhaltnis von 60 %
Tyrosin zu 40 %D-Tyrosin ein. Bei der aus den Enantiomeren herfjesteD+L-Tyrosin-
Probe lag das Verhaltnis nach 180 Stunden bei%2,5Tyrosin zu 37,5 Y©-Tyrosin in der
Uberstehenden Losung. Beide racemischen TyrosibpeRrohatten sich wahrend der
Kristallisation spontan in vorwiegend kristalligiesD- und geléstes-Tyrosin aufgetrennt. In
einer weiteren Verdffentlichung zeigten Shinitzky al, ® dass die Kristallisations- und
Loslichkeitsunterschiede nahezu aufgehoben werdemmn die Tyrosin-Kristallisationen
nicht in Wasser sondern in Deuteriumoxid durchgefiiterden. Aus diesen Ergebnissen
entwickelten Shinitzkyet al. eine Theorie iber den Einfluss von ortho/para-Wa&¥ebei

Kristallisationen und fuhrten die Ergebnisse aef @VED zurlick.

In der Literatur findet man fUDL-Tyrosin und fiur daD- bzw. L-Enantiomer folgende
temperaturabhéngigen Loslichkeiten (je 100 mL Was¥

DL-Tyrosin D-Tyrosin L-Tyrosin

20°C: 1,474 1,96 g 1,96 g
25°C: 3,51g 4,53 g 4,53 g
50°C: 8,36¢ 10,52 g 10,52 g

Der Wert fur die Loslichkeit des Racemats liegtetieals fur die Enantiomere. Daher sollten
racemische Tyrosin-Proben racemisch und nicht adanteoomerenreine Konglomerate

auskristallisieren.

Um den Widerspruch der Tyrosin-Kristallisation zlarkn, wurde in dieser Arbeit das
Kristallisations- und Ld&slichkeitsverhalten von ®@gm-Enantiomeren mittels enantio-

selektiver Gaschromatographie Uberpribie Kristallisationsexperimente zur Bestimmung
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der Kristallisationsgeschwindigkeit wurden sowahH,O als auch in BO durchgefiihrt. Die
Quantifizierung des Tyrosingehalts wahrend der tilisation erfolgte mit der validierten
Methode des enantiomer labelling (Kapitel 4.3: Misggen vonD- und L-Tyrosin-
Enantiomeren). Das Loslichkeitsverhalten der Tyrdsnantiomere wurde nur in B
untersucht. Dazu wurde d@&-EnantiomerenanteilEF der Uberstehenden Kristallisations-
I6sung wahrend und nach der Kristallisation sowee D-Enantiomerenanteil der Kristalle

bestimmt. Auch diese Methode wurde zuvor in Kapit8lvalidiert.>®

Durchfiihrung der Kristallisationen

Die Kristallisationsexperimente wurden mit verscaeen Tyrosin-Proben durchgefuhrt. Es

werden die Bezeichnungen wieTabelle 4-1angegeben verwendet.

Die Kristallisationsexperimente wurden wieAbbildung 5-1 skizziert durchgefiihrt. Zuerst
wurden 10 mmol/L Ubersattigte wassrige LosungerclduErhitzen (100 °C) hergestellt.
Anschlie3end kristallisierten die Losungen bei 6cter 20 £ 1 °C aus. In den Uberstehenden
Kristallisationslosungen wurde dann zu definiert@eiten die Konzentration (durch

enantiomer labelling) oder dBrEnantiomerenantetF bestimmt.

Bei der Methode des enantiomer labellitf§ wird zuerst das Enantiomerenverhaltnis der
entsprechenden Tyrosin-Probe bestimmt. Dann wirdPzrobe eine bestimmte Menge des
jeweiligen Enantiomer-Standards zugegeben und nalshgaschromatographisch bestimmit.
Anhand der in Kapitel 4.2 angegebenen Formel wiedkbnzentration des entsprechenden
Aminosaureenantiomers berechnet. Die Standardsufesta mussen dabei nicht
enantiomerenrein sein, das Enantiomerenverhaltmgs lvei der Rechnung bertcksichtigt. Da
der Standard vor der Derivatisierung zugegeben wirtd Enantiomere identische
physikalische (auf3er chirooptischen) und chemigigenschaften besitzen sollten, liegt der
Vorteil dieser Methode darin, dass fehlerhafte isierung (nicht vollstandiger Umsatz)

und ungleiche Detektorresponsefaktoren kompensenden.

Fur die quantitative Bestimmung der Kristallisagtiisungen (Konzentration in mmol/L
durch enantiomer labelling od&F-Wert) bzw. der KristalleEF-Wert) von Tyrosin wurde

vorwiegend die stationdre Phase Chirasifal (Saulen C und D) verwendet. Fur
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Bestimmungen von geringen MengeénTyrosin in D-Tyrosin wurde zur Absicherung
Chirasil-D-Val (Saule A) herangezogen. Die Detektion erfolgieeinem FID.

1. Kristallisationsverlauf mittels enantiomer label
Uberstehenden Kristallisationsldsung in mmol/L)

ling (Konzentration der

6 € oder
201 <C

v

\&/

Zu definierten Zeiten

10 mmol/L wird eine Probe
Kristallisations- entnommen. Dazu
[6sung von wird die Suspension
D-Tyrosin, geruhrt und 1 mL der
L-Tyrosin oder Kristalle enthaltenden
DL-Tyrosin Flussigkeit mit einer
in Wasser Pipette in ein anderes

Gefal tberfihrt.

2. D-Enantiomerenanteil in der tUberstehenden

Kristallisationslosung (  EF in %)

201 <C

Zu definierten Zeiten

10 mmol/L

Kristallisations- wird eine Probe
[6sung von entnommen. Dazu
DL-Tyrosin oder  wird die Suspension
D+L-Tyrosin gerdhrt und 1 mL der
in Wasser Kristalle enthaltenden

Flissigkeit mit einer
Pipette in ein anderes
Gefald uberfihrt.

Abbildung 5-1: Schematischer

Ablauf zur
Bestimmung der Konzentration (in mmol/L) der Uberst
mittels enantiomer labelling (oben), 2. Bestimmung
%) der Uberstehenden Kristallisationslésung im jewe

>
Zentrifugieren
(Kristalle im Zu 50 pL der Uberstehenden
Bodensatz) Losung (ohne Kristalle)
werden 50 L des internen
Standards (Gegen-
enantiomer, 10 mmol/L)
zugegeben; bei DL-Tyrosin
wird 10 mmol/L L-Tyrosin-
Standard zugegeben.
Derivatisierung und
GC-Analyse
_—
Zentrifugieren
(Kristalle im 100 .
uL der Lésung
Bodensatz) (ohne Kristalle).
Kontrolle d er Kiristallisationen. 1.

ehenden Kristallisationslésung
des D-Enantiomerenanteils ( EF in
iligen Racemat (unten).
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Reinheit der verwendeten Tyrosin-Proben

Verschiedene Verunreinigungen und Fremdaminosédareen verwendeten Tyrosin-Proben
kénnen die Kristallisation bzw. die Loslichkeit lidf&ussen. Laut Herstellerangaben enthalten
die Tyrosin-Proben verschiedene Salze als Veruiguang, weiterhin konnten eventuell Reste

von Enzymen enthalten sein.

Bei den Kiristallisationsversuchen wurdeD-, L- und racemischesDL-Tyrosin von

verschiedenen Firmen verwendet, da angenommen wudses Art und Menge der
Verunreinigungen davon abhéngen, ob es sich unele@zZnantiomere oder ein Racemat
handelt und wo bzw. wie diese hergestellt wurdefT.yrosin kann durch Extraktion aus

149,150 hder durch

Proteinhydrolysaten (z. B. Kreatin, Collagen oddlarzenproteine)
Synthesen mit EnzymenCorynebacterium glutamicymoder immobilisierten Zellert*®
hergestellt werden. Racemische-Aminosaduren werden durch chemische Synthese
hergestellt. ***'*°2 Durch enzymatische Racematspaltung oder Stereeisminennung
(Kristallisationsmethode bzw. Trennung Uber diasiarere Salze) lassen sich anschliel3end
die Enantiomere isoliereh?® DL-a-Aminosauren kénnen auch durch Racemisierund.der

Aminosé&uren aus natiirlichen Vorkommen hergestelttien ***

Die verwendeten Tyrosin-Proben wurden mittels GC/M&f den Gehalt an
Fremdaminosauren untersucht. Die Ergebnisse sirfichlielle 5-1 wiedergegeben. In allen
Tyrosin-Proben wurde dabei ein irrelevanter Ard@ilFremdaminosauren detektiert.
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Tabelle 5-1: Gehalt [mmol/g] und

Racemate ist der D-Enantiomerenanteil
den verschiedenen Tyrosin-Proben. Die Bestimmung wu
TFA/O-Et-Derivat auf Lipodex E (Saule H) durchgefuhrt un

D- oder L-Enantiomerenanteil ( D [%] oder L [%)], fur

nach der Methode des enantiomer labelling.

EF [%] angegeben) der Fremdaminosauren in
rde mittels GC/MS als
d erfolgte fir den Gehalt

N-

L-Tyr(Si0) L-Tyr(Si1) L-Tyr(FIO) L-Tyr(Se0) L-Tyr(Sa0)
mmol/g D [%] | mmol/g D [%] |mmol/g D [%] | mmol/g D [%] | mmol/lg D [%]
Ala 43E-4 36,6 |2,4E-4 49,3 |2,1E-4 49,7 | 1,3E-4 359 |12E-4 359
Val 4,9E-5 -
Thr 3,1E-5 - 5,3E-6 -
Leu 1,1E-4 - 1,1E-4 11,7 | 5,5E-5 -
Ser 8,6E-5 - |4,3E-5 - 26E-5 6,2 | 2,5E-5 -
Pro 1,1E-6 -
Asp 3,3E-5 59,9 15E-5 51,5
Cys 9,3E-3 - (11E-2 7,1 |7,4E-3 -
Phe 7,2E-2 0 |[2,5E-2 0 6,3E-3 O 3,1E-3 0 |5,6E-5 0
Glu 10E-4 99 |11E-4 636 |14E-4 20,5 | 3,6E-5 16,2
Lys 9,4E-5 - |74E-5 12,1 |8,8E-5 32,7 | 9,7E-5 51,9
Gly 2,9E-4 - |1,4E-4 - 1,1E-4 - 1,5E-4 - 1,5E-4 -
Reinheit | 98,68 99,45 99,80 99,94 99,997
[%]
D-Tyr(Se0) D-Tyr(FIO) D-Tyr(FI1) DL-Tyr(Se0) DL-Tyr(Sel) DL-Tyr(FIO)
mmol/g L [%] | mmol/g L[%]| mmol/g L[%]| mmol/lg EF | mmollg EF | mmol/g EF
Ala 4,1E-5 59,4 23E-4 585(18E-4 37,7 |16E-4 581
Val 2,5E-5 53,0
Thr 6,0E-6 -
Leu 4,2E-5 - |3,0E-5 -
Ser 1,0E-3 90,6 6,1E-4 849 |7,4E-5 453 |46E-5 45 |3,7E-5 -
Pro 2,0E-4 77,1
Asp 4,8E-7 58,3 8,1E-5 54,3 |1,2E-5 -
Cys
Phe 57E-5 69 |30E-4 10 |52E5 29 |2,1E-3 50,5|5,1E-4 505 |3,8E-4 61,6
Glu 3,2E-3 78,6 |6,3E-4 754 |7,0E-4 789 |1,1E-3 454 4,4E-5 20,9
Lys 2,6E-5 70,5|1,5E-5 - |1,7E-5 51,8
Gly 1,6E-4 - |1,7E-4 - |8,2E-5 -
Reinheit |99,94 99,99 99,98
(%]
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Kristallisationsverlauf von TyrosininH ;0

Die Bestimmung der zeitabhangigen Kristallisatie@rswufe von Tyrosin-Enantiomeren und
-Racematen erfolgte nadhbbildung 5-1, Schema 1. Die Kristallisation von Tyrosin aus
einer Uberséattigten wassrigen Lésung wird untereesmd durch Staubpartikel, Keime und
kleine Verschmutzungen aus der Umgebung initiebas bedeutet, je mehr
Kristallisationskeime in der Gbersattigten Losurmghanden sind, desto schneller beginnt die
Kristallisation. AusTabelle 5-2und Abbildung 5-2 wird dies ersichtlich, jedoch weichen die
Ausgangskonzentrationen der verschiedenen Probemgfjeyig voneinander ab (10 £ 0,5
mmol/L). Dies hatte jedoch keinen signifikanten fikiss auf die Kristallisations-
geschwindigkeiten und die KristallisationsendpunKtéslichkeit nach Einstellung des
Gleichgewichts). Der Kristallisationsverlauf dewgdligen Tyrosin-Enantiomere wird in den
nachfolgenden Diagrammen durch die zeitliche Abrahder Konzentration in der

Uberstehenden Kristallisationsldsung dargestellt.

Die Kristallisationsgeschwindigkeiten der ProbedAryr(FIO), L-Tyr(Sil) undDL-Tyr(Sel)
wurden bei einer Kristallisationstemperatur von @ Bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 5-2sowieAbbildung 5-2 aufgefihrt.

Tabelle 5-2: Kristallisation von  D-, L- und DL-Tyrosin bei 6 T. Bestimmung der
zeitabhangigen Tyrosin-Konzentration c in der Losun g durch enantiomer labelling und
gaschromatographisch als  N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule C).

D-Tyr(FIO) L-Tyr(Si1) DL-Tyr(Sel)
Zeit[h] | c[mmol/Ll] o [mmol/L]| c[mmol/L] o [mmol/L]| ¢ [mmol/L] & [mmol/L]
0 10,42 0,02 9,94 0,02 10,48 0,32
3 4,10 0,03 10,05 0,02 9,28 0,03
6 2,72 0,02 3,66 0,05 2,65 0,08
19 2,55 0,03 2,97 0,03 2,54 0,11
43 2,52 0,00 2,70 0,06 1,97 0,11
67 2,53 0,02 2,84 0,09 1,94 0,02
139 2,68 0,02 2,69 0,02 1,81 0,03
211 2,66 0,02 2,80 0,04 1,89 0,05
380 2,41 0,03 2,74 0,04 1,82 0,04
548 2,78 0,11 2,94 0,06 2,04 0,20

Kristallisationsendpunkt nach tber 139 Stunden von D-Tyrosin: 2,63 + 0,16 mmol/L und

von L-Tyrosin: 2,79 + 0,11 mmol/L.
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——D-Tyr(FIO)
L-Tyr(Sil1)
+—a—DL-Tyr(Sel)

[mmol/L]

Verbleibender Anteil in der Losung

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100
Zeit [h]

Abbildung 5-2: Kristallisation von D-, L- und DL-Tyrosin bei 6 € aus Uberséttigten 10
mmol/L wassrigen Ldsungen. Die Bestimmungen erfolgt en mit enantiomer labelling
und gaschromatographisch als  N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule C).

Die Kristallisationsgeschwindigkeiten vdd, L- und DL-Tyrosin bei 6 °C sind imabelle

5-2 und Abbildung 5-2 zu sehen. Das Kiristallisationsgleichgewicht (Ktigations-
endpunkt) war jeweils nach tGber 100 Stunden erreigbs diesem Grund erfolgte jeweils
eine Mittelwertbildung Uber die Konzentrationen fiie Zeit 139 - 548 Stundegbelle
5-2). In dieser Zeitspanne schwankten die Ergebnisseine Konzentration von 2,63 + 0,16
mmol/L fiur D-Tyr(FI0), welche im Vergleich zu 2,79 £ 0,11 mniollir L-Tyr(Sil) etwas
geringer war. Bei der racemischen Prddle-Tyr(Sil) konnte beobachtet werden, dass die
Konzentration der Uberstehenden Kristallisationgiggsnach 139 - 548 Stunden mit 1,89 +
0,11 mmol/L wesentlich geringer war als unter veidibaren Bedingungen bei den einzelnen

Enantiomeren.

Bei 6 °C kristallisiert Tyrosin sehr schnell agfbbildung 5-2). Da die Kristallisation von
Tyrosin bei 20 £ 1 °C etwas langsamer ablauft uowchis der Verlauf der Kristallisation
besser zu beobachten ist, wurde in den weiteresu¢ben eine Kristallisationstemperatur

von 20 = 1 °C verwendet.
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In Tabelle 5-3ist die zeitabhéngige Abnahme der Konzentratiomeden uberstehenden
Losungen (Kristallisationsgeschwindigkeit) vénTyrosin bei 20 £ 1 °C zu sehen. Fir die
verschiedenen D-Tyrosin-Proben konnte kein signifikanter Untergchi in  der
Kristallisationsgeschwindigkeit festgestellt werdeBine Umkristallisierung und damit
Aufreinigung der Probe-Tyr(FIO) zu D-Tyr(FI1) brachte keine anderen Ergebnisse, die
Kristallisationsgeschwindigkeit blieb ungeféahr glei Die Kristallisationsendpunkte waren
jeweils nach Uber 170 Stunden erreicht und lageralten dreiD-Tyrosin-Proben mit einer

geringen Abweichung bei 2,70 £ 0,10 mmol/L.

Tabelle 5-3: Kristallisation von  D-Tyrosin bei 20 £+ 1 <. Bestimmung der zeitab-
hangigen Tyrosin-Konzentration ¢ in der Lésung durc h enantiomer labelling und
gaschromatographisch als  N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule C).

D-Tyr(Se0) D-Tyr(FIO) D-Tyr(FI1)

Zeit [h] ¢ [mmol/L] o [mmol/L]| Zeit[h] c[mmol/L]c [mmol/L]| Zeit[h] ¢ [mmol/L] ¢ [mmol/L]
0 10,22 0,03 0 10,03 0,03 0 10,07 0,03
3 9,78 0,04 3 3,65 0,01 3 4,46 0,02
6 4,45 0,01 6 2,88 0,01 6 2,96 0,01
22 3,00 0,02 19 2,59 0,01 22 2,97 0,03
47 2,82 0,01 43 2,54 0,01 47 2,54 0,04
75 2,81 0,00 67 2,56 0,00 75 2,61 0,02
95 2,77 0,02 139 2,46 0,01 95 2,65 0,00
170 2,80 0,01 211 2,62 0,02 170 2,60 0,01

380 2,70 0,05
548 2,83 0,02
692 2,69 0,02

Kristallisationsendpunkt der drei D-Tyrosin-Proben nach tber 170 Stunden: 2,70 + 0,10 mmol/L

Dagegen konnten fir die Tyrosin-ProbenTabelle 5-4 Unterschiede in der Kristallisations-
geschwindigkeit festgestellt werddn-Tyr(Si0) und das daraus erhaltdndyr(Sil) kristalli-
sierten in den ersten 60 Stunden wesentlich langsaats L-Tyr(FIO), L-Tyr(Se0) undL-
Tyr(Sa0). Die Kristallisationsgeschwindigkeit sesith allgemein aus zwei zeitabhangigen
Schritten zusammen, namlich der Bildung von Krigationskeimen und dem Wachstum
durch Abscheiden von Substanz an diesen Keimemstédlivachstum). Ein Erklarungsansatz
fur die beobachteten Geschwindigkeitsunterschiedibtesich aus der Annahme, dass in den
Kristallisationsldsungen voh-Tyr(Si0) undL-Tyr(Sil) weniger Keime enthalten sind. Eine
weitere Moglichkeit besteht darin, dass die Lédah z. B. durch fremdionische Zuséatze
erhoht und dadurch die Kristallisation gehindett Burch GC/MS wurden die Tyrosin-
Proben auf Fremdaminosauren untersudlaibélle 5-1). Dabei wurde festgestellt, dass die
Reinheit der Probé-Tyr(Si0) am geringsten ist.-Tyr(Sil) ist durch die Umkristallisation

etwas sauberer. Mit NMR-Spektroskopie und Elemantyse wurden die Proben auf
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weitere Verunreinigungen untersucht, die Suche enaider mangels Evidenz abgebrochen.
Die Kristallisationsendpunkte lagen bei allesTyrosin-Proben nach tber 170 Stunden bei
3,09 = 0,05 mmol/L.

Tabelle 5-4: Kristallisation von  L-Tyrosin bei 20 + 1 €. Bestimmung der zeitab-
hangigen Tyrosin-Konzentration ¢ in der Lésung durc h enantiomer labelling und
gaschromatographisch als N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule A).

L-Tyr(Si0) L-Tyr(Si1)

Zeit[h]  c[mmol/L] o[mmol/L] | Zeit[h] c[mmol/L] o [mmol/L]

0 9,12 0,02 0 9,96 0,01

3 9,52 0,01 3 9,85 0,05

6 9,41 0,03 6 9,80 0,08

22 6,60 0,03 19 9,91 0,07

47 4,03 0,02 43 8,72 0,07

75 3,62 0,01 67 5,84 0,05

95 3,45 0,04 139 3,62 0,08

170 3,14 0,02 211 3,34 0,03

380 3,15 0,03

548 3,09 0,04

692 2,97 0,05

L-Tyr(FIO) L-Tyr(Se0) L-Tyr(Sa0)

Zeit [h] | c [mmol/L] o [mmol/L]|c [mmol/L] o [mmol/L]|c [mmol/L] o [mmol/L]

0 9,70 0,02 9,85 0,01 9,78 0,03
3 6,23 0,04 6,32 0,01 3,39 0,01
6 4,63 0,05 3,92 0,01 3,07 0,03
22 3,33 0,04 2,93 0,01 2,78 0,01
46 2,97 0,02 2,79 0,02 2,79 0,01
72 2,93 0,01 2,86 0,02 3,08 0,15
94 3,09 0,01 2,92 0,03 3,01 0,02
167 3,05 0,02 3,04 0,04 3,06 0,02

Kristallisationsendpunkt der fiinf L-Tyrosin-Proben nach tber 167 Stunden:
3,09 + 0,05 mmol/L.

Abbildung 5-3 zeigt die Zeitabhangigkeit der Konzentrationen dan Uberstehenden
Kristallisationslosungen voB- und L-Tyrosin. Es konnten fir die Kristallisationsendgtn
von D-Tyrosin nach 170 - 692 Stunden Konzentrationen 20f0 + 0,10 mmol/L in der
Uberstehenden Kristallisationsldsung bestimmt wertla Vergleich dazu betrugen nach 167
- 692 Stunden die Konzentrationen deEnantiomere 3,09 = 0,05 mmol/L. BBrTyrosin
konnte eine etwas geringere Konzentration alsLb&yrosin festgestellt werdenT#belle
5-3, Tabelle 5-4 Abbildung 5-3).
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Abbildung 5-3: Kristallisation von D- und L-Tyrosin bei 20 £ 1 € aus Ubersattigten
10 mmol/L wassrigen Losungen. Die Bestimmungen erfo Igten mit enantiomer labelling
und gaschromatographisch als  N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule A).

Die racemischen Tyrosin-ProbddL-Tyr(Sel) undDL-Tyr(FI0) (Tabelle 5-5, Abbildung
5-4) zeigen in der Kristallisationsgeschwindigkeitriem Unterschied. Sie haben jedoch nach
ungefahr 200 Stunden eine geringere Konzentratioder Uberstehenden Kristallisations-

I6sung als die EnantiomeBe oderL-Tyrosin.

Im Weiteren wurde ein ,kinstliches® Racemat aus &santiomereriL-Tyr(Si0), welches
einen langsamen Kristallisationsverlauf aufweistd -Tyr(FI0), welches einen normalen
Kristallisationsverlauf zeigt, durch genaues Eiryeie hergestellt. Dieses kiinstliche Racemat
D-Tyr(FIO)+L-Tyr(Si0) zeigte einen langsameren Kristallisatimrtauf als die echten
racemischen ProbddL-Tyr(Sel) undDL-Tyr(FIO). Der Kristallisationsendpunkt scheint bei
der ProbeD-Tyr(FIO)+L-Tyr(Si0) selbst nach 710 Stunden noch nicht enteimu sein.
(Tabelle 5-5, Abbildung 5-4). Daraus folgt, dass die ProheTyr(Si0) tatsachlich mit einer
Substanz verunreinigt sein kénnte, welche die tbkkit in Wasser erhéht und dadurch die
Kristallisation des kunstlichen Racemats verlandsaitie auch au3abelle 5-1folgt, ist die
Probe L-Tyr(Si0) mit einer groReren Menge an Fremdamines@werunreinigt als alle

andererD- undL-Tyrosin-Proben.
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Tabelle 5-5: Kristallisation von  DL-Tyrosin und D+L-Tyrosin bei 20 + 1 C, Bestimmung
der zeitabhangigen Tyrosin-Konzentration c in der L 6sung durch enantiomer labelling
und gaschromatographisch als  N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule C).

DL-Tyr(Sel) DL-Tyr(FIO) D-Tyr(FIO) + L-Tyr(Si0)
Zeit[h] c[mmol/Ll] o[mmol/L]| Zeit[h] c[mmol/L] o [mmol/L]| Zeit[h] c[mmol/L] ¢ [mmol/L]
0 10,38 0,05 0 9,60 0,06 0 9,60 0,01
3 9,74 0,03 3 9,32 0,06 3 9,79 0,06
6 5,89 0,03 6 6,71 0,03 6 9,73 0,09
19 2,52 0,02 22 3,49 0,02 22 8,44 0,08
43 2,22 0,04 46 2,88 0,04 46 6,26 0,01
67 2,06 0,05 72 2,72 0,03 72 5,17 0,01
139 1,91 0,01 94 2,41 0,01 94 4,70 0,02
211 1,94 0,04 167 2,02 0,20 167 3,78 0,05
380 1,87 0,01 719 2,07 0,02 263 3,25 0,01
548 1,97 0,03 719 2,48 0,02

Kristallisationsendpunkt der zwei DL-Tyrosin-Proben nach Gber 167 Stunden: 1,99 + 0,08 mmol/L.

12 -
(o))
S 10
(%]
o]
- DL-Tyr(Sel)
8 8 -
£ — —=— DL-Tyr(FIO)
=
% E 6 | —— D-Tyr(FIO) + L-Tyr(SiO)
<€
B —_
2 4 -
(4]
2
@
o)
) 2 1
>

O T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700

Zeit [h]

Abbildung 5-4: Kiristallisation von DL-Tyrosin und D+L-Tyrosin bei 20 £ 1 T aus
Ubersattigten 10 mmol/L wassrigen Losungen. Die Bes  timmungen erfolgten mit
enantiomer labelling und gaschromatograpisch als N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil-
L-Val (Saule C).
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Abbildung 5-5 zeigt eine Zusammenfassung aller gemessenen [Ksetiansverlaufe und
Kristallisationsendpunkte vorD-, L- und DL-Tyrosin-Proben fur eine Kristallisations-
temperatur von 20 £ 1 °C. Mit Ausnahme der Prolefyr(Si0), L-Tyr(Sil) und D-
Tyr(FIO)+L-Tyr(Si0) sind die Geschwindigkeiten nahezu gleiBei genauer Betrachtung
fallt jedoch auf, dass fuD-Tyrosin jeweils eine etwas geringere Konzentrationden
Uberstehenden Kiristallisationslésungen (Kristdilisesendpunkt) als fur L-Tyrosin
festgestellt wurde. Bei einer Kiristallisationstemgter von 20 °C betrugen die
Konzentrationen von Shinitzkst al. 2,8 mmol/LD-Tyrosin und 4,5 mmol/IL-Tyrosin (nach
350 Stunden). Im Vergleich dazu lagen die hieribeaten Konzentrationen (bei 20 + 1 °C)
fur drei D-Tyrosin-Proben nach 170 - 692 Stunden bei 2,7018 éhmol/L bzw. fir funfL-
Tyrosin-Proben nach 167 - 692 Stunden bei 3,090% ymol/L. Damit lasst sich festhalten,
dass zwar auch hier Unterschiede beobachtet wudiese jedoch geringer ausfielen als die
von Shinitzkyet al. beobachteten Differenzen. Ein &hnliches Ergebrhgéleman fur die
Kristallisationen bei kleinerer Temperatur. Wahr&tdnitzkyet al. bei einer Kristallisations-
temperatur von 4 °C Konzentrationen von 1,9 mmafLyrosin und 2,5 mmol/LL-Tyrosin
(nach 100 Stunden) bestimmt hatten, lagen sie(Gié€) bei 2,63 +0,16 mmol/D-Tyrosin
und 2,79 = 0,11 mmol/L-Tyrosin (139 - 548 Stunden).
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Kristallisationsverlauf von TyrosininD  ,0

Die Kristallisationsgeschwindigkeiten von verscl@edn Tyrosin-Proben wurden auch in
Deuteriumoxid (DO) bestimmt und mit den Ergebnissen aus WassgD)Merglichen. Die
Kristallisationen wurden mit den Tyrosin-Enantioe@D-Tyr(FIO) und L-Tyr(FI0) (beide
Fluka) und der langsamer auskristallisierenden Jigr®@robelL-Tyr(Si0) in DO durch-
gefuhrt. Analog zu den Kristallisationen in,® wurden wiederum 10 mmol/L Lésungen
eingesetzt und eine Kristallisationstemperatur 20t 1 °C gewahlt (siehe aué&bbildung

5-1, Schema 1). Shinitzkyet al. berichten von einem Unterschied zwischen der
Kristallisationsgeschwindigkeit bzw. der Loslichikebn Tyrosin in HO und der inD,O.
Falls dies zutrifft, sollte diese Phanomen vorralleei der Probé-Tyr(Si0) zu beobachten
sein, da sich hier die Zeitabhangigkeit des Kilisionsverlaufs von der der anderen Proben
am deutlichsten unterscheidet. Die Ergebnisse isifthbelle 5-6 sowie Abbildung 5-6 bis
Abbildung 5-8 aufgefihrt.

Tabelle 5-6: Kristallisation von  D- und L-Tyrosin in D ,0 bei 20 £ 1 C. Bestimmung der
zeitabhangigen Tyrosin-Konzentration c in der Losun g durch enantiomer labelling und
gaschromatographisch als  N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule C).

D-Tyr(FIO) L-Tyr(FIO) L-Tyr(Si0)
Zeit[h] | c[mmol/L] o [mmol/L]|c[mmol/L] ¢ [mmol/L]|c[mmol/L] o [mmol/L]
0 9,70 0,05 9,73 0,06 9,72 0,08
3 3,12 0,09 4,57 0,04 9,66 0,04
6 2,67 0,04 3,32 0,05 5,66 0,02
24 2,08 0,07 2,86 0,02 3,21 0,02
48 2,19 0,03 2,55 0,09 2,81 0,01
72 2,13 0,01 2,39 0,01 2,68 0,03
96 2,26 0,03 2,20 0,05 2,56 0,00
176 1,97 0,03 2,36 0,01 2,40 0,01
672 2,01 0,03 2,05 0,02 2,25 0,04

Wie in Abbildung 5-6 bis Abbildung 5-8 zu sehen ist, liegen die Loslichkeitsendpunkte der
drei Tyrosin-Proben in B tiefer als in HO. Das heif3t, Tyrosin ist in O weniger l6slich
als in HO. Auch konnte beobachtet werden, dass die Kiisaibnen in DO schneller als in
H,O ablaufen. Dieser Unterschied lasst sich daduidéren, dass ED im Vergleich zu HO
eine geringere Reaktivitat, verminderte Diffusiomdueine kleinere Autoprotolysekonstante
von 3- 10" moF / L? besitzt (pk = 14,8).
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Abbildung 5-6: Gegeniberstellung des Kristallisatio nsverlaufs von D-Tyr(FIO) bei 20 +
1 € aus Ubersattigten 10 mmol/L LésungeninH  ,0 und D ,0.

12
(@]
% 1Oi|
[72]
o]
|
& g
EH —— H,0
=
2% 4.
ég —— D,0
B|_.
2
o 4 -
o]
E L g S—Y
2
[ 27 —l—
>
O T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Zeit [h]

Abbildung 5-7: Gegenlberstellung des Kristallisatio nsverlaufs von L-Tyr(FI0) bei 20 £
1 C aus Ubersattigten 10 mmol/L Lésungen in H ,O und D,0.
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Abbildung 5-8: Gegeniberstellung des Kristallisatio nsverlaufs von L-Tyr(SiO) bei 20 +
1 € aus Ubersattigten 10 mmol/L LésungeninH  ,0 und D ,0.
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Abbildung 5-9: Zusammenfassung der Abbildungen 5-6, 5-7 und 5-8 fur D ,0.
Kristallisation von  D- und L-Tyrosin bei 20 £+ 1 < aus Ubersattigten 10 mmol/L
Losungen in D ,O. Die Bestimmungen erfolgten mit enantiomer labell ing und

gaschromatographisch als N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule D).
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In Tabelle 5-7sind die Kristallisationsendpunkte der Experimentél,O (ausTabelle 5-3
und Tabelle 5-49 und DO (aus Tabelle 5-§ gegenubergestellt. Die Differenzen der
Kristallisationsraten vorL-Tyr(FIO) und L-Tyr(Si0) sind &ahnlich und liegen mi 0,85
mmol/L undA 0,81 mmol/L im Fehlerbereich der Messungen. Dagesfedie Differenz der
Messungen in kO und DO vonD-Tyr(FIO) etwas geringer.

Tabelle 5-7: Konzentrationen ¢ von D- und L-Tyrosin in H ;O und D,O nach einer
Kristallisationszeit von jeweils Uber 167 Stunden b ei20+1 <C.

D-Tyr(FIO) L-Tyr(FIO) L-Tyr(Si0)

Zeit [h] ¢ [mmol/L] o [mmol/L]| Zeit[h] c[mmol/L] o [mmol/L] | Zeit[h] ¢ [mmol/L] ¢ [mmol/L]
HO|211-692 2,71 0,085 167 3,05 0,017 170 3,14 0,016
DO176-672 1,99 0036 |176-672 221 0169 |176-672 233 0,089

A 0,72 0,85 0,81

Auch in DO konnte wahrend der gesamten Kristallisationsd&ireD-Tyrosin eine etwas
geringere Konzentration in der Uberstehenden Hiisationslésung als furL-Tyrosin
festgestellt werden. Unter Berticksichtung der Stestmbweichungen wurde kein deutlicher
Unterschied in den Konzentrationsdifferenzen emyr(FIO) bzw.L-Tyr(FIO) im jeweiligen
Losungsmittel gefunden g&@: A 0,34 mmol/L, BO: A 0,22 mmol/L,AA 0,12 mmol/L). Das
Ergebnis von Shinitzket al, wonach die asymptotischen Konzentrationen Berund L-
Tyrosin im Losungsmittel BD nahezu gleich seien, wahrend sie sich gO Hleutlich

unterschieden, liel3 sich damit nicht reproduzieren.

In Abbildung 5-10 sind lichtmikroskopische Aufnahmen der KristallenvD-Tyr(FI0), L-
Tyr(FI0) undL-Tyr(SiO) nach einer Kristallisationsdauer von ¢80 Stunden abgebildet. Die
Kristalle derL-Tyrosin-ProbenL-Tyr(FIO) und L-Tyr(Si0) in D,O sind offensichtlich nicht
identisch. Die L-Tyr(FIO)-Kristalle sind wesentlich langer als dieTyr(Si0)-Kristalle.
Dagegen sind die Kristalle vaxTyr(FIO) undL-Tyr(FIO) ungeféhr gleich lang.
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5 Experimente zur Homochiralitat

Abbildung 5-10: Kristalle von  D-Tyr(FIO) (oben), L-Tyr(FIO) (Mitte) und L-Tyr(SiO)
(unten). Die Bilder wurden unter einem Lichtmikrosk  op (Mikroskop: Olympus BH-2,
Kamera: FUJIX Digital Camera HC-300 Z) in 4-facher (links) und 10-facher (rechts)

VergroRerung aufgenommen. Die Kristallisation erfol gte jeweils in einer 10 mmol/L
Deuteriumoxid-L6sung.
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Veranderung der Enantiomerenverhéltnisse in Tyrosin -Racematen wéahrend der

Kristallisation

In den vorangehenden Abschnitten wurden die Zedtabigkeiten der Kristallisations-
verlaufe und die Ld&slichkeiten (Kristallisations@adkte) von D- und L-Tyrosin nach
Abbildung 5-1, Schema 1 untersucht. Dabei konnten Unterschiedgclzen den Enantio-
meren festgestellt werden. Um diese Unterschiedeerifizieren, wurden Kristallisationen
von kommerziell erhaltichem racemischem Tyrosin durdurch Einwiegen der
Einzelenantiomere hergestelltédrL-Tyrosin (nahezu 50 %-Tyrosin und 50 %.-Tyrosin)
in Ubersattigten, wassrigen Loésungen der Konzeotrat0 mmol/L nachAbbildung 5-1,
Schema 2 durchgefuhrt. DiB-Enantiomerenanteile wurden vor, wahrend (nicht ddkin
Proben) und nach beendeter Kristallisation in désuibhgen Tabelle 5-§ bzw. den Kristallen
(Tabelle 5-9) bestimmt. Die Kristallisationen fanden bei 20 +@ Statt. Dabei lagen die
kommerziell erhaltlichen racemischen Tyrosin-Prolender Kristallisation, wie in Kapitel

4.3 festgestellt, nicht rein racemis&iH50 %) vor.

Chargenabhangige Verunreinigungen einzelner Enaetie konnen die Ldslichkeit
beeinflussen, wie bei den ProbeATyr(Si0) undL-Tyr(FIO) in einem der vorhergehenden
Abschnitte gezeigt wurde. Bei racemischen Probetiteso sich solche Fremdstoffe
gleichermassen auf beide Enantiomere auswirkegrdaligs nur, wenn es sich dabei nicht um

chirale Verunreinigungen in nicht-racemischem V#rig handelt.

Zwei kommerziell erhaltliche racemiscBd.-Tyrosin-ProbenDL-Tyr(Sel) undDL-Tyr(FIO0),
wurden nach Einwiegen, Zugabe von 50 ndOHind Verschlie3en des Reak-tionsgefal3es im
siedenden Wasserbad vollstandig gelost. Die Losunger Konzentration 10 mmol/L
kristallisierten aldDL-Tyr(Sel)(l) undDL-Tyr(FI0)(l) im jeweiligen Reaktionsgefald bei 20 +
1 °C aus. Dabei wurden dieD-Enantiomerenanteile in der Uberstehenden
Kristallisationslosung vor Beginn der Kristallisati, zu definierten Zeiten wahrend des
Kristallisationsverlaufs und nach beendeter Kristafion bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 5-8 Abbildung 5-11 (oben) undAbbildung 5-12 (oben) aufgefihrt.
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In einer weiteren Versuchsreihe wurdddL-Tyr(Sel)(ll) und DL-Tyr(FIO)(Il) nach
Einwiegen, Zugabe von 50 mL,8 und VerschlieBen des Reaktionsgefal3es im siedende
Wasserbad vollstandig gel6st. Die Losungen der Kptration 10 mmol/L wurden jeweils in

9 Einzelproben voL-Tyr(Sel)(ll) und 20 Einzelproben vddL-Tyr(FIO)(ll) zu je 800 uL

in 1 mL-Glasvials Uberfihrt, getrennt und bei 20 1+ °C auskristallisiert. DieD-
Enantiomerenanteile wurden in der Uberstehendestdflisationslésung vor Beginn und nach
beendeter Kristallisation bestimmt. Die Ergebnisged in Tabelle 5-8 Abbildung 5-11
(unten) undAbbildung 5-12 (unten) aufgefuhrt.

DL-Tyr(Sel) ()

c 51,0+
X
= 50,5 - °0.04% L 50,35 %
o = — —a
S 3
§ G 500 A 0,08 % A 0,70 %
£3 — -
S T 495
= 49,96 % D 49,65 %
g
W 49,0 ! , , ; : ;
0 100 200 300 400 500 600
Zeit [h]
DL-Tyr(Sel) (Il)
£ 505
iy
E £.008% L 50,17 %
2o 50,04 % e
S 3
5 S 50,0 A0,34%
£ 49,96 % —o
c° D
S 49,83 %
C
g
UJ 49,5 T T T T
0 100 200 300 400
Zeit [h]
Abbildung 5-11: Bestimmung der Enantiomerenanteile in den uberstehenden
Kristallisationslésungen von racemischem Tyrosin. O ben: DL-Tyr(Sel)(l), Messwerte
aus einer Kristallisation; unten: DL-Tyr(Sel)(ll), Mittelwert aus 20 unabhangigen

Kristallisationen. Die Bestimmungen erfolgten mit G C als N,O-TFA/O-Et-Derivat auf
Chirasil- L-Val (Saule C).
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Abbildung 5-12: Bestimmung der Enantiomerenanteile in den uUberstehenden
Kristallisationsldsungen von racemischem Tyrosin. O ben: DL-Tyr(FIO)(I) aus einer
Kristallisation; unten: DL-Tyr(FIO)(I) aus 20 unabhangigen Kristallisationen . Die

Bestimmungen erfolgten mit GC als  N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule C).

DL-Tyr(Sel)(l) undDL-Tyr(FIO)(l) zeigen im Verlauf der Kristallisatiorinen deutlichen
Anstieg von L-Tyrosin in den Uberstehenden Lésungen. Blr-Tyr(FIO)(l) betrug die
Zunahme 1,18 %, fiDL-Tyr(Sel)(l) 0,31 %. Dagegen zeigt sich im Verdbetter Werte fur
die Zeit 0 Stunden mit den Werten der Kristalleeemelative Abnahme dek-Tyrosin-
Gehaltes in den Kristallen und folglich eine Anhgoung vonD-Tyrosin (Tabelle 5-8
Tabelle 5-9. Die D-Enantiomerenanteile fir die Zunahme in den Kiristafallen geringer
aus als erwartet, was unter Umstadnden damit zusahiingt, dass es nicht moglich war, die
Kristalle vollstéandig von der Kristallisationslosyau befreien. Auch fubL-Tyr(Sel)(ll) und
DL-Tyr(FIO)(Il) ergab sich eine Anreicherung vanTyrosin; diese war jedoch jeweils etwas
weniger ausgepragt (ilDL-Tyr(Sel)(ll) 0,13 %, inDL-Tyr(FIO)(ll) 0,70 %). Bei jeder
Kristallisation wurde dabei beobachtet, dass jeehdterL-Anteil in der DL-Tyrosin Probe
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zur Zeit 0 Stunden bestimmt wurde, desto groReranah die Zunahme vdaTyrosin in der
Uberstehenden Kristallisationslosung wahrend dest#lisation. Das bedeutet, dass die
ausgefallenen Kristalle ,reiner” und damit naher aigentlichen Racemat sind. Deshalb
zeigten auch die umkristallisierten und damit ,szreben” ProbeL-Tyr(Sel) jeweils einen

geringererL-Tyrosin-Anstieg in der Uberstehenden Kristalliisaslésung.

DL-Tyr(FI0)+D-Tyr(FI0)
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Abbildung 5-13: Bestimmung der Enantiomerenanteile in den Uberstehenden
Kristallisationslésungen von angereichertem DL-Tyr(FIO) mit D- bzw. L-Tyrosin. Oben:

DL-Tyr(FIO) +D-Tyr(FIO), Mittelwert aus 6 unabh&ngigen Kristallisationen; unten: DL-
Tyr(FIO) +L-Tyr(FIO), Mittelwert aus 8 wunabhangigen Kiristallis ationen. Die
Bestimmungen erfolgten mit GC als  N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule C).
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Um den Zusammenhang zwischen deiAnteil in derDL-Tyrosin-Probe zur Zeit 0 Stunden
und der Zunahme vola-Tyrosin in der Uberstehenden Losung wahrend destadlisation zu
verifizieren, wurdeDL-Tyr(FIO) mit D-Tyrosin zuDL-Tyr(FI0)+D-Tyr(FIO) undL-Tyrosin zu
DL-Tyr(FIO)+L-Tyr(FIO) angereichert. Es wurden wiederum die &hterte aus sechs
Einzelkristallisationen miDL-Tyr(FI0)+D-Tyr(FIO) und acht Einzelkristallisationen nii_-
Tyr(FIO)+L-Tyr(FIO) gebildet Tabelle 5-8 und Abbildung 5-13), um die Signifikanz der
Ergebnisse zu erhdhen. Die Experimente mit den rarmapertenDL-Tyr(FI0)+D-Tyr(FIO)-
und DL-Tyr(FIO)+L-Tyr(FIO)-Proben bestéatigen die oben formulierte riétation: DL-
Tyr(FIO)+D-Tyr(FIO) hat in der Losung zur Zeit O Stunden eiri@fEnantiomerenanteiEF
von 50,80 % Tabelle 5-8 und in den Kristallen nach 648 Stunden eig&nWert von 50,11
% (Tabelle 5-9.

In einem weiteren Experiment wurde nach dem Eineneig das Reaktionsgefald und Zugabe
von Wasser das suspendierte TyroBin-Tyr(FIO) nicht durch Erhitzen gel6st. Es entstand
eine 10 mmol/L Suspension von Kristalliten. M&Enantiomerenanteil wurde zu Beginn (0
Stunden) anhand der Kristalle bestimmt. Nach 648nd&n wurden die Kristalle
abzentrifugiert und deb-Enantiomerenanteil aus der Uberstehenden Flussigkmittelt
(Tabelle 5-8und Abbildung 5-14). Auch hier konnte eine relative Tyrosin-Anreicherung in

der Losung gefunden werden, deren Differenz zuneihimt den Kristalliten 0,46 % betrug.

Ein unerwarteter und ungewdhlicher Anstieg des Eoarerenanteils vorL-Tyrosin (um
1,25 %,Tabelle 5-8 liel3 sich bei dem durch Einwiegen hergestelenyr(FIO)+L-Tyr(Si0)
beobachtenAbbildung 5-14). Fur das ,kinstliche* Racemat wurde wiederum aliech ihr
ungewodhnliches Kristallisationsverhalten auffalligerobe L-Tyr(Si0) verwendet. Der

Kristallisationsverlauf des Racemats ist jedocinnerklarbar.

Die Ergebnisse iTabelle 5-8und Abbildung 5-11 bis Abbildung 5-14 zeigen, dass bei den
untersuchterdL-Tyrosin-Proben eine Erhéhung desyrosin-Anteils in der Uberstehenden
Kristallisationslosung stattfand. Die Differenz lag Bereich von ca. 0,1 bis 2,3 %, je nach
Reinheit der verwendeten Tyrosin-Proben, wahrendSbhaitzky et al. eine Anreicherung
von 10 % DL-Tyrosin) und 12,5 %L#D-Tyrosin) dokumentiert ist.
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DL-Tyr(FIO) — Kristallitsuspension, ohne Erhitzen
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Abbildung 5-14: Bestimmung der Enantiomerenanteile von racemischem Tyrosin  DL-
Tyr(FIO) (liegt als Kristallitsuspension vor und wu rde nicht durch Erhitzen gel6st) und
im Verhaltnis 1:1 selbst hergestelltem D-Tyr(FIO) +L-Tyr(Si0) in der L6sung. Die
Bestimmungen erfolgten mit GC als  N,O-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule C).
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5.2 RACEMISIERUNG VON ALANIN

Nemoto und Matsunet al % " 3haben festgestellt, dass enantiomerenr&naind L-
Alanin-Lésungen unter Nachbildung von hydrothermalédmgebungsbedingungen (Druck
240 bar und hohe Temperatur von 230 °C) konzeatrsséibhdngig unterschiedlich
racemisieren. Bei einer Konzentration von 100 mmmarhielten sie furD-Alanin einen
Enantiomerentberschuss von ee £B yon ~ 50 %), fulL-Alanin dagegen ein ee ~ 0.BR
von ~ 40 %)2° Diese Verhaltnisse kehrten sich bei einer Konzgiotn von 50 mmol/L um
(L-Alanin ee ~ 0D-Alanin ee ~ 0,2)%" Racemische®L-Alanin veranderte sich nicht. Die
Zugabe von verschiedenen Metallionen’(INa', K*, Mg*, C&*, Zr?*, Fé") hatte Einfluss
auf den Enantiomereniberschuss, jedoch ohne erbendorrelation mit der Ladung oder
der lonengréfRe. Dagegen zeigte die VeranderungpHe®d/erts keine Auswirkung auf die
Racemisierung. Die Enantiomereniberschisse wuraden Nemoto und Matsunet al
bestimmt, indem die zu definierten Zeiten genommeRwben mit einem chiralen Reagenz
(OPA-NAC) zu Diastereomeren derivatisiert und d@aneeachiralen HPLC-Saule aufgetrennt

wurden.>*

Bei der Racemisierung von Alanin handelt es sich eime reversible Reaktion erster
Ordnung:**®

ke

L <2 D
Ko

Dabei steht L furL-Alanin, D fir D-Alanin und k bzw. k fur die entsprechenden

Geschwindigkeitskonstanten. Unter Verwendung denémius-Gleichung

k... Geschwindigkeitskonstante
k = A exp(-E/RT), A... praexponentieller Faktor
E... Aktivierungsenergie
R... Allgemeine Gaskonstante (8,314 J/rK9l
T... Temperatur
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l&sst sich aus experimentell zugénglichen Datenedveilige Geschwindigkeitskonstante fur
eine bestimmte Temperatur extrapolieren. FisiBd Werte um 124 kJ/mol in der Literatur
angegeben, k liegt fur Temperaturen um 225 °C bejefahr 1,37 10° s*. *® Aus den

Ergebnissen von Nemoto und Matsueb al. folgt, dass sich konzentrationsabhéngig
unterschiedliche Geschwindigkeitskonstanterbkw. k, ergaben. Der Reaktionsverlauf der
Racemisierungen voa-Aminosauren wurde in Abhangigkeit vom pH-wer’ %% *%0n

der Pufferkonzentration®® und der Temperatur® *°untersucht. Unter Verwendung von
Daten aus unterschiedlichen Publikationen, welche&erunichteinheitlichen Bedingungen
bezuglich Temperatur, lonenstarke, Pufferkonzeinmatund pH-Wert gesammelt wurden,
haben Cohen und ChyB® Gleichungen fiir verschiedene Aminosauren entwicket deren

Hilfe die Racemisierungsgeschwindigkeiten und ten@inden Enantiomerenverhaltnisse

auch fur Alanin berechnet werden kénnen. Mitkkp = k und T in Kelvin erhalt man

k = exp(24,91 — 15853/T)'s

FUr das Enantiomerenverhaltnis (D/kyr Zeit t [s] und R=[(1 + D/L) / (1 - D/L)} = oergibt
sich
(D/L); = (exp(2kt) R — 1) / (exp(2kt) R+ 1).

Dabei stehen D und L fir die Konzentrationen degjkgen Alanin-Enantiomers.

Nach Smithet al. **° kénnen nichtgepufferte Lésungen vamAminosauren wéhrend der
Racemisierung eine Veranderung im pH-Wert aufwei&snwird aber fur den pH-Bereich 5
bis 8 in nichtgepufferten Losungen keine Abhangigkler Racemisierungsgeschwindigkeit
vom pH-Wert erwartet. Kawamura und Yukiok¥ untersuchten bereits drei Jahre vor
Nemoto und Matsunet al. das Racemisierungsverhalten M@nund L-Alanin in wassriger
Losung unter hydrothermalen Bedingungen bei 225280, °C und 275 °C (200 mmol/L
Alanin-Lésung bei pH 7). Dabei stellten sie fir 215 fest, dass sich ausgehend von reinem
D- bzw. L-Alanin in wassriger Losung kein Unterschied in d&eichgewichtseinstellung
ergab. Sie nahmen ebenfalls gleiche Geschwindgjtaitstanten fuD- und L-Alanin an,
beriicksichtigten jedoch Nebenreaktionen. Bei dieReaktionstemperatur konnten sie
Alaninanhydrid nachweisen sowie eine Cyclisierund-zAlanyl-L-alanin. Dabei verlief die
Bildung von Alaninanhydrid schneller als die RacgBiung. Bei einer geringeren

Temperatur trat dieser Effekt jedoch nicht auf. #thaind Engel*®* sowie Smithet al.
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untersuchten den katalytischen Effekt vori'Nizw. C§*, Cr**, Cd**, Pd* und Pt* auf die
Racemisierung voriL-Alanin. Je nach pH-Wert werden Aminoséure-Metaliomplexe
gebildet, fur die die Racemisierung deutlich beschigt oder, wie im Fall von Rii auch

verlangsamt ablaufen kann.

Da Nemoto und Matsunet al. keine ndheren Angaben zu méglichen Verunreinigarmygch
Metalle und die verwendeten Materialien macherstlgégh nicht nachvollziehen, weshalb sie
unterschiedliche Racemisierungsgeschwindigkeitendié@ Enantiomere feststellen konnten.
Fur das Racemat wurde dagegen keine Deracemisidéestgestellt. Wenn unterschiedliche
Racemisierungen bei den einzelnen Enantiomeremegarit sollte als logische Konsequenz
eine Verlagerung des Enantiomerengleichgewichtendi@acemat zu beobachten sein. Um
diesen Widerspruch zu klaren, wurde versucht, dgelihisse von Nemoto, Matsuno und
ihren Mitarbeitern mit der sehr genauen und vattdie GC-Methode zu reproduzieren. Die
D-Enantiomerenanteile von Alanin-Proben wurden vod uwnach dem Experiment ald-
TFA/O-Et-Derivat mittels enantioselektiver GC auf Chird3- und L-Val bestimmt. Die
Proben wurden au3erdem fiir die in Kapitel 4.3 (Besung der Enantiomerenverhaltnisse
von Alanin) beschriebene Validierung verwendet, ewentuelle Derivatisierungs- und

gaschromatographische Unterschiede zu Tyrosintédsts zu kbnnen.

Thermische Beeinflussung der Enantiomerenanteile vo n Alanin-Racematen

und —Enantiomeren in Gegenwart von Edelstahl

Das Racemisierungsverhalten vdnbzw. L-Alanin und das Deracemisierungsverhalten von
DL-Alanin wurden durch thermische Behandlung der jegen wassrigen Losung (100
mmol/L) in einem Temperaturgradienten untersuchta Bur den Versuchsaufbau
Edelstahlkapillaren verwendet wurden, konatgriori nicht ausgeschlossen werden, dass die
Komponenten des Edelstahls unter hydrothermaleninBedgen Auswirkungen auf die
Racemisierung von Alanin haben. Bereits geringgtaré von Metallionen kénnen eine
katalytische Wirkung zeigeri®® Um dies zu priifen, wurden jeweils 500 pL einer stigen

D-, L- bzw. DL-Alanin-Lésung der Konzentration 100 mmol/L unteakdum in einer
Glasampulle versiegelt und anschlieRend fur 10 kimipei 150 °C, 5 Minuten bei 230 °C, 5
Minuten bei 20 °C und 20 Minuten bei 0 °C erhitzivb gekihlt. Dieser Gradient (230 °C, 0
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°C) soll in erster Naherung die thermische Umgebwugy hydrothermalen Quellen
simulieren. Dann wurden nochmals jeweils 500 pL Alanin-Lésungen nach Zugabe eines
kleinen Stlckes Edelstahl in Glasampullen verstegeds Erhitzen und Kihlen verlief

analog.

Der pH-Wert der Proben wurde vor und nach den Raadh mit Indikatorstabchen fur pH O
bis 6 bzw. pH 0 bis 14 bestimmt. Die Enantiomerésidan wurden nach Umsetzung zum
jeweiligen N-TFA/O-Et-Derivat fur D-Alanin mit der stationdren Phase Chird3ival und

fur L- und DL-Alanin mit ChirasilL-Val gaschromatographisch bestimmt. Die Ergebnisse
sind inTabelle 5-10dargestellt.

Tabelle 5-10: Bestimmung der Enantiomereniiberschilss e ee und des D- bzw. L-Anteils
einer 100 mmol/L wassrigen Lésung von  D-, L- bzw. DL-Alanin nach Erhitzen (230 C, 5

min) in einer Glasampulle bzw. nach Zugabe eines St Uckes Edelstahl und

anschlieBendem Erhitzen (230 €, 5 min). Die Bestim mung des D- bzw. L-Anteils
wurde mittels GC als N-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- D-Val (Saule A, D-Alanin) und
Chirasil- L-Val (Saule D, L- und DL-Alanin) durchgefihrt.

D-Ala(Sio0) L-Ala(Si0) DL-Ala(Me0)
ee L o pH ee D o pH ee EF o pH
[%0]  [%] [%]  [%] %]  [%]
vor dem
. 0,97 1,44 0,08 55 |1,00 0,00 0,00 55 |000 4998 0,06 5,5
JErhitzen | T T T
Erhitzen
230C/5min | 0% ©89 008 6 084 809 007 6 |000 4997 005 6
Erhitzen mit

Edelstahl 230 0,82 8,85 0,03 6 0,83 865 002 6 |000 4998 001 6
C/5 min

Die Enantiomere weisen beim Erhitzen ohne Zugaba falelstahl ein geringflgig
unterschiedliches Racemisierungsverhalten auf. Bgs eventuell an der unterschiedlichen
Herstellungsweise der EnantiomebeAlanin enthalt bereits vor dem Erhitzen einen hiéhe
Anteil des Gegenenantiomer$apelle 5-10. Nach Zugabe von Edelstahl erhéhte sich der
Anteil an Gegenenantiomer sowohl fiir als auch fut-Alanin.

Wahrend Nemoto und Matsured al. bei racemisierenden Lésungen der Konzentration 100
mmol/L keinen Enantiomereniiberschuss BxAlanin (ee ~ 0) und nur einen geringen
Uberschuss von ee ~ 0,2 flirAlanin feststellten, ergaben sich hier als Weréemdem
Erhitzen ee = 0,86 filD-Ala(Si0) und ee = 0,84 flr-Ala(Si0), jeweils ohne Edelstahl, bzw.
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ee = 0,82 furD-Ala(Si0) und ee = 0,83 fuL-Ala(Si0), jeweils mit Edelstahl. Eine
Racemisierung der Enantiomere fand statt, das empetell bestimmte Racemisierungs-
verhalten war aber weniger ausgepragt und der &bfiexd zwischen den Enantiomeren-
Uberschissen in den Losungen Jdn und L-Alanin weit geringer als bei Nemoto und
Matsunoet al. dokumentiert wurde. BeinRacemat wurden auch hier keine Unterschiede

zwischen den Enantiomeren vor und nach dem Erh{2zeracemisierung) festgestellt.

Simulation der hydrothermalen Bedingungen fir racem isches Alanin

im Fluss

Nachdem beim Erhitzen von racemischem Alanin kdd@gacemisierung mit oder ohne
Edelstahl beobachtet werden konnte, wurde die Sitioml der hydrothermalen Bedingungen
mit racemischem Alanin durchgefuhrt. Der Versuclisaw ist inAbbildung 5-15 zu sehen.
Dieser Versuch wurde nicht mit den Enantiomeren DemindL-Alanin durchgefihrt, da die
Sauberkeit der Apparatur von groBer Bedeutung ishd ueine mdgliche
enantiomerenspezifische Verunreinigung zu einefal@hung der Ergebnisse fuhren kdnnte.
Die Temperatur entsprach hier der des bereits shkezierten Versuchsaufbaus (230 °C).
Daher wurde davon ausgegangen, dass auch bei dikgtbhau eine Racemisierung (wie

oben bestimmt) bei den reinen Enantiomeren auftritt

Der Racemisierungsgrad im oben skizzierten Vonardietrug nach einer Kontaktzeit von 5
min bei 230 °C ungefahr 17 %, entsprechend einenoer®,83. Es wird davon ausgegangen,
dass bei einer Kontaktzeit von 10 min bei 230 °@ sie zur Simulation der hydrothermalen
Bedingungen verwendet wird, eine gréRRere Racemisierder Enantiomere als im
Vorversuch stattfinden sollte, jedoch mindestemsimi Vorversuch bestimmte. Im Vergleich
dazu wurde aus den Versuchsbedingungen von Nenmotdviatsuncet al. eine Kontaktzeit
von 3,6 min bei 230 °C berechnet und es fand emeeRisierung von 100 % bBrAlanin
und von 80 % bdi-Alanin statt.
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In Anlehnung an das von Nemoto und Matswical. bestimmte Racemisierungsverhalten
ware eine Deracemisierung auf deutlich mehr al8652-Anteil zu erwarten. Wie bereits in
Kapitel 4.3 gezeigt wurde, ist die Messgenauigkiiser Methode sehr grol3, so dass eine

solche Abweichung vom Racemat, falls sie auftogistimmt werden kann.

Edelstahlkapillare mit
Spruhdise

Lange 150 cm, ID 0,25 mm Pumpe

3,5 mL/min, ~ 125 bar

/

Eisbad O C

GC-Ofen 230 €

25 mL Flasche mit 20 mL einer
100 mmol/L  wassrigen DL-
Alanin-Lésung in einem 0 T
Wasserbad

Abbildung 5-15: Reaktionsaufbau.

In einer 25 mL Flasche befinden sich 20 mL eind¥ dfnol/L wassrigeL-Alanin-Losung.
Diese steht in einem 0 °C Wasserbad. Uber eine HPu@pe wird di€DL-Alanin-Losung in
einer Edelstahlkapillare durch den 230 °C heiReenQfepumpt und durch eine Sprihdise
wieder in die 25 mL Flasche zuriick (0 °©O)L-Alanin wird Uber eine Stunde im Kreislauf
(3,5 mL/min, ~ 125 bar) gepumpt, dabei folgt eindri&ung auf 230 °C anschlie3end immer
eine Abkuhlung auf O °C. Die gesamte 100 mmaML-Alanin-Lésung wurde wahrend des
Kreislaufs ca. 10 Minuten auf 230 °C erhitzt. DengesseneD-Enantiomerenanteile vor und

nach dem Erhitzen sind irabelle 5-11angegeben.
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Tabelle 5-11: Bestimmung des Enantiomerenliberschuss es ee und D-Enantiomeren-
anteils EF von DL-Ala(Me0) vor und nach der Reaktion nach Nemoto et al. mit GC als
N-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule D).

DL-Ala(MeO0)
ee EF[%] o[%] pH
vor der Reaktion 0,00 49,94 0,01 5,0
nach der Reaktion 0,00 49,95 0,02 5,5

Fur DL-Alanin wurde unter Bertcksichtigung der Messgegkeit keine Veranderung dés
Enantiomerenanteils beobachtet. Es fand keine Ber@eerung statt.
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5.3 DEUTEROLYSE VON POLYPEPTIDEN

Um einen moglicherweise durch PVED hervorgeruferigfifekt bei Enantiomeren zu
verstarken und ohne Einfluss von eventuellen Veiangungen bestimmen zu kodnnen,

. %° Versuche mit Polypeptiden in Wasser und in Deutedxid

wurden von Shinitzkyet a
durchgefuhrt. Dazu wurden vier Polypeptide, PBlund L-Glutaminsaurg, sowie Polyb-

und L-Lysiny4, von Shinitzkyet al. synthetisch auf Harz hergestellt. Die Herstelludey
Polypeptide erfolgte ausgehend von geschitztentienarenreinen Aminosauren, deren
chemische Reinheit laut Literatur bei > 98 % liegetite, wobei die Menge an jeweiligem
Gegenenantiomer als nicht nachweisbar angegeberdewuNach Reinigung mittels
semipraparativer RP-HPLC und Kontrolle der Molekgévichte durch Massenspektro-
metrie wurde der Reinheitsgrad der Enantiomereriraile der jeweiligen Polypeptidkette von
Shinitzky et al. auf Grund der durchgefuhrten Analysen (HPLC, M&) 99 % geschétzt.
Poly-D- und L-Glutaminsaurg, sowie Polyb- und L-Lysin,, wurden anschlieRend mittels
Circulardichroismus (CD) und Isothermer Titratioakkimetrie (ITC) bei verschiedenen pH-
Werten untersucht. In den mit Wasser durchgefihvEnsuchen wiesen die CD-Spektren der
jeweils enantiomeren Polypeptide Unterschiede inrdadom coil-Konformation auf. Die
ITC-Spektren zeigten ebenfalls Enthalpieuntersahi@@olyl-Glutaminsaurg: AH = 1,31
kcal/mol und PolyP-Glutaminséurg: AH = 1,48 kcal/mol). Wurden die Spektren der Proben
dagegen jeweils in f statt in HO gemessen, waren die Unterschiede weitestgehend

aufgehoben.

Shinitzky et al. interpretierten die Beobachtungen unter Verwei$ Brgebnisse von
Tikhonov et al. zur Trennung von ortho- und para-Wasser durch Adem an porbsen

147 Wasser existiert analog zu diatomarem Wasserstitffunterschiedlichen

Festkorpern.
Kernspins der Wasserstoffatome und lasst sich mguett- und Triplett-Zustadnde im
Verhéltnis 1:3 einteilen. Unter der Annahme, daas tMagnetfeld von ortho-Wasser mit
einem durch PVED beeinfluBten magnetischen Momesit ldEnantiomere bevorzugt
wechselwirkt, kommen Shinitzkgt al. zu dem Schluss, dass die Messergebnisse durah eine
enantiomerenspezifischen magnetochemischen Mechasisu erklaren seien. Im Gegensatz
dazu beschreibt FlieRbach® dass die magnetische Dipol-Dipol-Wechselwirkung im

Wasserstoffmolekil, welches auch von Tikhombwal. zum Vergleich herangezogen wurde,
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in der GroRenordnung von $DJ liegt und damit keinen nennenswerten Beitragden
Gesamtenergie des Molekulls liefert (zum Vergleigiektronische Anregungen des
Wasserstoffmolekiils liegen im Bereich um*10, Vibrationen um 1€ J und Rotationen um
102! J). Das &ufert sich auch darin, dass die Gleicisheseinstellung von ortho- und para-
Wasserstoff (3:1) sehr langsam vonstatten gehtlass die Symmetrie- bzw. Auswahlregeln
fir Spin- und Drehimpuls des Molekiils der limitiede Faktor sind>® Vor diesem
Hintergrund scheint eine bevorzugte Wechselwirkungischen ortho-Wasser und-

Enantiomer aus energetischen Griinden nicht wahrdictezu sein.

Da laut Literatur die Mengen an Gegenenantiomererden jeweiligen geschitztem
Aminosauren vom Handler als nicht nachweisbar agigeiy wurden, haben Shinitzky al.
die Enantiomerenreinheit der Ausgangsmonomere wiyt[?- und L-Glutaminsaurg, sowie
Poly-D- und L-Lysinys nicht experimentell Gberprift. Es kdnnen daher esthiede im
enantiomeren Reinheitsgrad der Ausgangsverbindumgeht ausgeschlossen werden. Bei
den synthetisierten Polypeptiden wirde dann auchedantiomere Reinheitsgrad zwischen
Poly-D- und L-Glutaminsaurg, sowie zwischen Pol{p- und L-Lysin,4 abweichen, was zu

nicht identischen CD-Spektren flhrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb versuchtedantiomere Reinheit von monomeren
a-Aminosauren sowie von daraus synthetisierten Rgifden zu bestimmen. Dazu wurden
die D- und L-Enantiomerenanteile in den fir die Peptidsynthesmgesetzten
Ausgangsverbindungen FmacGlu-(OtBu)-OH, Fmod--Glu-(OtBu)-OH und Fmo®-Lys-
(BOC)-OH und Fmod--Lys-(BOC)-OH sowie eines von der Firma EMC micrtections
GmbH (Prof. Karl-Heinz Wiesmililler) synthetisiertenantiomerenreinen Polypeptigisnit
GC/MS uberprift. Die Monomere wurden vom selbenskédlier wie die bei Shinitzkegt al.
verwendeten Aminosaurederivate bezogen. Weiterhirden dieD-Enantiomerenanteile der
a-Aminosauren in kommerziell erhaltichem Pdy-Alanin (Molmasse 1000 - 5000 g/mol)
und PolybL-Lysin Hydrobromid (Molmasse 1000 - 4000 g/mol) tramt.
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Optische Reinheit der Ausgangsverbindungen

Fur die Bestimmung der Enantiomerenreinheit deweadeten Aminosauren wurden zuerst
die Schutzgruppen entfernt und anschlieBend diebdPromit deuterierten Reagenzien

derivatisiert.

Tabelle 5-12: Bestimmung des D- und L-Anteils der zur Synthese eingesetzten
Ausgangsverbindungen nach Abspaltung der Schutzgrup pen von Fmoc- D-Glu(O-tBu)-
OH, Fmoc-L-Glu(O-tBu)-OH, Fmoc- D-Lys-(BOC)-OH und Fmoc- L-Lys-(BOC)-OH Die
Bestimmung erfolgte mittels GC/MS als  N-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule
D).

Chirasil- L-Val (GC/MS)

m/z D [%] L [%] o [%] n
Fmoc-D-Glu-(O-tBu)-OH 226 99,98 0,02 0,00 2
Fmoc-L-Glu-(O-tBu)-OH 226 0,03 99,97 0,01 2
Fmoc-D-Lys-(BOC)-OH 180 99,96 0,04 0,02 3
Fmoc-L-Lys-(BOC)-OH 180 0,08 99,92 0,06 3

Die Ausgangsverbindungen wiesen alle einen geridgenril an Gegenenantiomer zwischen
0,02 und 0,08 % auf.
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Deuterium labelling-Methode

Fur die Bestimmung der Enantiomerenreinheit vorypeptiden ist eine sauer katalysierte
Spaltung in die entsprechenden-Aminosauren notwendig, um anschlieRend die
Aminosauren enantioselektiv gaschromatographisctrennen. Allgemein kénnen wahrend
einer Hydrolyse von Peptiden Racemisierungsreagtiater Aminosauren stattfinden, deren
Ausmald von den Hydrolysebedingungen, der jeweil@yemosaure sowie deren Umgebung
in der Peptidkette abhangdt® Diese Racemisierung tauscht eine Enantiomerensanigung

in der Probe vor. Die Methode des deuterium labglf®* °°> ermdglicht eine genaue
Bestimmung der Enantiomerenverhaltnisse weAminosauren in Peptiden und Proteinen
trotz Racemisierung wahrend der Hydrolyse mittelS/NS. Eine im Fall des deuterium
labelling notwendige Deuterolyse von Peptiden odéesteinen zu den entsprechenden
Aminosauren wird mit deuterierter Salzsaure (DCI, n®Il/L) durchgefuhrt. Fir die
Derivatisierung wird im Fall der Veresterung einmodeuterierter Alkohol, hier Ethanol;d
verwendet. Nach anschlieBender Umsetzung mit Dréissigsaureanhydrid erhalt man
wiederum einN-TFA/O-Et-Derivat. Im Verlauf der durch die Deuterolyseduzierten
Racemisierung kommt es zu einem Austausch des Vgasite am a-C-Atom durch
Deuterium Abbildung 5-16). Dabei liegen die mit Deuterium markierten Aminash als
D- und als L-Enantiomere vor. Da Deuterium um eine Masseneinsehwerer als
Wasserstoff ist, wird eine Massenverschiebung umnamiu im GC/MS beobachtet. Zur
Bestimmung deD-Enantiomerenanteile werden deshalb nur diejenigénrWerte fur die
Auswertung verwendet, denen kein H/D-Austausch peiatst. Wahrend im Full Scan-
Massenspektrum die Zahl aller lonenfragmente baitbkgt und damit Gber einen grof3en
Bereich der m/z-Werte gescannt wird, ermdglicht\deewendung des SIM-Modus (selected
ion monitoring) eine empfindliche Detektion einesrah einen m/z-Wert festgelegten
lonenfragments. Analog zu der im GC mit FID uncegrator berechneten Peakflache erhalt
man im SIM-GC/MS ein Massenfragmentogramm des estbenden m/z-Wertes als
Integral Uber die Zeit. Fur die Anwendung im Faélrdoei der Deuterolyse markierten
Aminosauren ergibt sich, dass bei der Auswerturdiglieh die Haufigkeiten der nicht
deuterierten Spezies des jeweiligen Enantiomersarahhdieses definierten m/z-Wertes
bestimmt werden. Die Racemisierungsprodukte dertddelyse werden ausgeblendet, da die
nicht markierten Enantiomere ungefahr in dem Vengldetektiert werden, in welchem sie

im ursprunglichen Peptidverband vorliegen.
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Abbildung 5-16: Racemisierung wahrend der Hydrolyse von Peptiden und Proteinen

mit Deuteriumchlorid.

Bei der Verwendung von Elektronenstof3ionisation) (Bl die Auswahl des Fragmentions,
welches zur Auswertung herangezogen wird, von Bedeu Das Fragmention muss zwel
Voraussetzungen erfillen:
1. Das Fragmention [Mjmuss das--C-Atom mit Proton enthalten, und
2. das Fragmention [M-HJsollte eine mdglichst geringe Intensitat relativ®]”

aufweisen.

Dies soll am Beispiel des-TFA/O-Et-Derivats von Alanin, der einfachsten racemisciien
Aminosaure, erlautert werden. Im Full Scan-Massekispm findet man das charakteristische
Fragment [M] m/z 140 als Basispeak. Dieses Fragment entstebh éiine Spaltung der C-
C-Bindung zwischen der terminalen Carboxylatgruppe dema-C-Atom. Das Proton am-
C-Atom bzw. das ausgetauschte Deuteron bleibt dabeiten (inAbbildung 5-17 ist dasa-
Proton markiert). Das [M-H}lon, im Falle von Alanin das lon m/z 139, zeigirk&ignal.
Der Wert m/z 141, welcher dem lon mit einem H/D-fawsch entspricht, wird bei der

Auswertung nicht beriicksichtig€®
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Abbildung 5-17: Ausschnitt aus einem Full Scan-Mass  enspektrum von Alanin ( N-
TFA/O-Et-Derivat) mit der Strukturformel des Fragmention s [M]" m/z 140. Die
Bestimmung erfolgte mittels GC/MS auf Chirasil-  L-Val (Saule D).

Fur dasN,N-TFA/O-Et-Derivat von Lysin beobachtet man im Full Scaadglenspektrum
dagegen das charakteristische Fragment' [M]z 180 als Basispeak. Dieses Fragment
entstent wieder durch eine Spaltung der C-C-Bindungischen der terminalen
Carboxylatgruppe und dem-C-Atom. Zusétzlich findet vermutlich eine McLafferty-
Umlagerung statt'®’ Bei Lysin kann diese Umlagerungsreaktion an zwégliohen Stellen
erfolgen (siehéAbbildung 5-19). Um zu Uberprifen, ob das Proton bzw. das ausgetée
Deuteron amu-C-Atom bei der McLafferty-Umlagerung erhalten blke{in Abbildung 5-18

ist dasa-Proton wiederum markiert), wurde von demd/sTFA/O-Et-Derivat vorliegenden
Lysin der D-Enantiomerenanteil mittels GC/MS bestimmt. AnssRénd wurde eine
Blinddeuterolyse von Lysin durchgefiihrt, das Prdddkrivatisiert und wieder mittels
GC/MS bestimmt. Didd-Enantiomerenanteile vor und nach der Deuteroligderten anhand
des Fragmentions m/z 180 das gleiche Ergebnis. B¥DiAustausch anu-Proton besteht
die Moglichkeit, dass die Intensitat der deutegierVariante des lons [M-HJzur Intensitét
von [M]" addiert wird, weil m/z von ([M-H}H+D)" (m/z 179 -1 + 2) dem lon [M]m/z 180
entspricht. Das Signal des [M-Hlons m/z 179 ist im Massenspektrum jedoch mit reine
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relativen Intensitat von 2,5 % so gering, dass Hesgyment m/z 180 zur Auswertung
herangezogen werden karkbpildung 5-18).

McL,
~
(e} H 10
[
Abundance o T_:'C 0 CH32 CHz
1
180 <|:H2!
2000000 HCH 180
H—(|:—H
1500000 >
NH
1000000 N
|
CFs McL ,
500000 181
176 177 178 17|9 | 182 183 184
0l‘"'\""\"‘"\""\"“l""l""l“"l
s 176 177 178 179 180 181 182 183

Abbildung 5-18: Ausschnitt aus einem Full Scan-Mass  enspektrum von L-Lysin ( N,N-
TFA/O-Et-Derivat) mit der Strukturformel des Fragmention s [M]® m/z 180. Die
Bestimmung erfolgte mittels GC/MS auf Chirasil-  L-Val (Saule D).
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Abbildung 5-19: Zerfallsreaktion und McLafferty-Uml
Derivats zum charakteristischen Fragment m/z 180.
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Das N-TFA/O-Et-Derivat von Glutaminsaure zeigte im Full Scaaddenspektrum das
charakteristische Fragment [Mn/z 226 mit einer relativen Intensitit von 75 % des
Basispeaks (m/z 152). Dieses Fragment entstehewkdch eine Spaltung der C-C-Bindung
zwischen der terminalen Carboxylatgruppe und de@Atom, das Proton am-C-Atom
bzw. das ausgetauschte Deuteron bleibt dabei erhaBei Glutaminsaure findet jedoch
zusatzlich wahrend der Deuterolyse ein H/D-Austhuma C-4-Atom unabhangig von der
Racemisierung statt (iAbbildung 5-20 sind die entsprechenden Protonen,@nund das
Proton am a-C-Atom markiert). Aus diesem Grund wurden bei deuiswertung der
Massenspektren drei Fragmentionen beriicksichtighlich das Fragmention [Mjm/z 226
(ohne Austausch), m/z 227 (ein H/D-Austausch) urizd 228 (zweimaliger H/D-Austausch).
Dabei kann die Masse jedes dieser lonen durch enaeemisierungsbedingten H/D-
Austausch am-C-Atom um eine Einheit erhoht werden.

(@] H 1 O
Abundance [ | ' |
F3C—C—N—(|:; ] Cl—O—C—CH3
H ! H
1200000 026 3?”2: 2
1000000 {4TH2}
800000 5?___0
S mlz 226, 227, 228
600000 |
I
400000 CHs
200000
227
224 225 | 228 229
0 : , : ‘ , ‘ ‘ ‘ : , :
m/z--> 224 225 226 227 228 229

Abbildung 5-20: Ausschnitt aus einem Full Scan-Mass  enspektrum von  L-
Glutaminsaure ( N-TFA/O-Et-Derivat) mit der Strukturformel des Fragmention s [M]* m/z
226 und der weiteren H/D-Austauschmoglichkeiten [M+  D]" m/z 227 und [M+2D] * m/z
228. Die Bestimmung erfolgte mittels GC/MS auf Chir  asil- L-Val (Saule D).
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Bezogen auf die Intensitat des Fragments bei mfz \@2&ist das [M-HJ-lon m/z 225 des
GlutaminsdureN-TFA/O-Et-Derivats im Massenspektrum ohne Deuterolyse. magh einer
Hydrolyse eine geringe relative Intensitat von %5auf, so dass das Fragment m/z 226 zur

Auswertung nach einer kurzen Deuterolysezeit hesaogen werden kanibildung 5-20).

226 227 228
228
226
. 207 | 229
22'5 | 225. I229 95 22.6 | | 2'30
ohne Deuterolyse 8 h Deuterolyse 48 h Deuterolyse

Abbildung 5-21: Mdgliche Intensitaten der Fragmenti onen von Glutaminsaure ( N-
TFA/O-Et-Derivat) je nach Dauer der Deuterolyse.

Je nach Deuterolysezeit verschieben sich die Inétes der entsprechenden Fragmentionen
(Abbildung 5-21). Nach ca. 8 Stunden Deuterolyse geht die Int&@nsiés lons m/z 226
zurtck, dafir nimmt sie bei m/z 227 und m/z 228(\arhéltnis der Intensitdten m/z 226 :
m/z 228 = 45,4 % : 100 %). Da sich die Intensigd th/z 226-lons verringert, jedoch bei m/z
225 gleich bleibt, eignet sich das Signal bei n#8 Bicht mehr zur Auswertung. Nach einer
Deuterolysezeit von 48 Stunden findet ein fast kiettgr H/D-Austausch statt. Die Intensitat
von m/z 226 geht weiter zurlick, dafir nimmt dieehditat von m/z 228 deutlich zu
(Verhéltnis der Intensitaten m/z 226 : m/z 228 § @& : 100 %). Damit eignet sich das
Fragmention m/z 228 zur Auswertung. Das Signal es m/z 227 weist dabei eine
Intensitat von 3 % relativ zu dem des lons m/z @@8 Der bei der Deuterolyse auftretende
Fehler [%)] berechnet sich aus dem Produkt derivelaiSignalintensitat des [M-Ajlons [%]
und dem Racemisierungsgrad [%] nach der Deuterolgs&onkreten Fall erhalt man fir die
relative Intensitat 3 % (Fragmention m/z 227) baes Racemisierungsgrad von 5 % einen
Fehler von 0,15 %; um diesen Faktor wird der bestien Anteil der enantiomeren
Verunreinigung bei Auswertung des Signal m/z 228ach sein*®
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Racemisierungsstudie als Vorbereitung fur die Pepti ddeuterolyse

Mit den zur Peptidsynthese eingesetzten Ausganigsxkmgen Fmo®-Glu-(OtBu)-OH,
FmocL-Glu-(OtBu)-OH, Fmod-Lys-(BOC)-OH und Fmod-Lys-(BOC)-OH wurden nach
dem Entfernen der Schutzgruppen BlinddeuterolySer?4 und 48 Stunden) durchgefihrt.
Die gemesseneD- bzw. L-Anteile (Angabe in prozentualeiln bzw. D-Anteil) sind zum
Vergleich inTabelle 5-13und Tabelle 5-14wiedergegeben.

Tabelle 5-13: Bestimmung des D- bzw. L-Anteils von Fmoc- D-Glu(O-tBu)-OH und
Fmoc-L-Glu(O-tBu)-OH ohne und unter Deuterolysebedingungen. Die D  euterolyse
erfolgte jeweils in 6 mol/L DCI/D ,0O, die Bestimmung mittels GC/MS als  N-TFA/O-Et-
Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule D).

Fmoc- D-Glu-(O-tBu)-OH  Fmoc- L-Glu-(O-tBu)-OH

Deuterolyse  m/z L [%] o [%] D [%] o [%]
Ohne 226 0,02 0,00 0,03 0,01
227 0,40 0,08 0,38 0,03
228 0,67 0,09 0,91 0,27
8h 226 0,21 0,27
227 0,36 0,29
228 0,88 0,62
24 h 226 7,04 0,12 2,66 0,28
227 0,35 0,00 0,21 0,01
228 0,38 0,01 0,32 0,01
48 h 226 2,86 0,99
227 1,84 1,00
228 0,32 0,16

Ein Vergleich der Ergebnisse ifabelle 5-13zeigt, dass sich die Enantiomerenreinheit fur
die Glutaminsaurederivate ohne Deuterolyse aus glexentualen Anteil des Peaks bei der
Masse m/z 226 (ohne H/D-Austausch) ergibt. Die Yeginigung durch das entgegengesetzte
Enantiomer betragt jeweils 0,02 — 0,03 %, diesertVéatspricht dabei der maximalen
Verunreinigung in der jeweiligen Probe. Fir die westung des lons m/z 226 (ohne
Austausch) trat bei einer Deuterolysedauer von ihd&in der geringste Fehler auf. Die
gemessene Verunreinigung an entgegengesetztemidnantbetrug 0,21 %0O-Glu) bzw.
0,27 % (-Glu). Der deuterolysebedingte Fehler stieg um eveitl0 - 30 % fir eine
Deuterolysedauer von 24 Stunden, sank jedoch wiBideeine Deuterolysedauer von 48
Stunden (vgl. 2,86 % b&-Glu bzw. 0,99 % bei-Glu). Dagegen verringerte sich der Fehler
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kontinuierlich fur die Auswertung des lons m/z 2Z8weimaliger Austausch) mit
zunehmender Deuterolysedauer. Nach 48 Stunden Mbe betrug die gemessene

Verunreinigung an entgegengesetztem Enantiomerd®,82-Glu) bzw. 0,16 %l(-Glu).

Zur Bestimmung der enantiomeren Verunreinigung \ghataminsdurehaltigen Peptiden
kbnnen so zwei Strategien verfolgt werden. Entwedett zur Auswertung das Fragmention
m/z 226 herangezogen. Dann sollte eine sehr kuexgebolysedauer mit maximal 8 Stunden
verwendet werden. Um die aus der Racemisierundtiemamde Verfalschung in Bezug auf
den Anteil an Gegenenantiomer weiter zu verringesollte eventuell sogar eine
Deuterolysezeit von 4 Stunden angestrebt werderer @d$ wird zur Auswertung das
Fragmention m/z 228 herangezogen. Dann sollte digddolysedauer mindestens 48 Stunden
betragen. Dennoch ist ein Fehler nicht zu vermeiddie bestimmte enantiomere

Verunreinigung wird um 0,1 - 0,3 % zu hoch sein.

In Tabelle 5-14 sind die gemessenen Ergebnisse der Lysin-Ausgarijstdangen

angegeben. Die eigentlichen Verunreinigungen desin-iP’roben an Gegenenantiomer
betrugen 0,04 bzw. 0,08 %. Nach der Simulationreldeuterolyse konnte auch hier wieder
ein Fehler von ungefahr 0,2 % beobachtet werden.M®sswert nach 24 h Deuterolyse bei
Fmocdl-Lys-(BOC)-OH mit einenD-Enantiomerenanteil von 10,01 % wurde als Ausreisse

beurteilt.

Tabelle 5-14: Bestimmung des D- bzw. L-Anteils von Fmoc- L-Lys-(BOC)-OH und Fmoc-
D-Lys-(BOC)-OH ohne und unter Deuterolysebedingungen . Die Deuterolyse erfolgte in
6 mol/L DCI/D ,0, die Bestimmung mittels GC/MS als  N,N-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil-
L-Val (Saule D).

Fmoc- D-Lys-(BOC)-OH  Fmoc- L-Lys-(BOC)-OH

Deuterolyse m/z L [%] o [%] D [%] o [%]
ohne 180 0,04 0,02 0,08 0,06
24 h 180 0,21 0,01 10,01 0,84
48 h 180 0,28 0,14
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Um den bei der deuterium labelling-Methode verldeiten Messfehler quantifizieren zu
konnen, fuhrten Gerharét al. eine Validierung durch. Dabei wurde festgesteldtss dieser
Fehler je nach Aminosaure bei ungefahr 0,1 % -9,8egt (-Glutaminsaure 0,37 %,-
Lysin 0,09 %, L-Alanin 0,16 %).*® Im Vergleich dazu wurde in dieser Arbeit ein
verbleibender Messfehler von ungefahr 0,2 % beiirLysnd ungefahr 0,35 % bei

Glutaminsaure festgestellt.

Enantiomerenzusammensetzung der D- und L-Polypeptid e

1 mg Polyk-Lys,4-NH, und 10 mg Poly--Lys,4+-NH2>-TFA-Salz wurden bei der Firma EMC
microcollections GmbH synthetisch hergestellt. PFRH.ys;, sowie Polyb-Gluy4 und Poly-
L-Glu,, waren bis zum Abschluss der vorliegenden Arbethniverfiigbar. Es wurde
versucht, derD-Enantiomerenanteil in Poly-Lys,;,-NH, und Polyt-Lys,,-NH,-TFA-Salz
mit der Methode des deuterium labelling zu bestimmigie Deuterolyse war bei diesen
Proben jedoch vermutlich durch Schwermetallsalaegkdteeintrachtigt. Moglicherweise war
DCI mit Eisenionen oder die Proben mit Synthesest@miden oder ahnlichem verunreinigt.
Ublicherweise reicht eine Konzentration von 25 nnfiot ein optimales Peak/Rausch-
Verhéltnis bei Messungen mit GC/MS. Durch Hydrolgse zehnfachen Probenkonzentration
mit 6 mol/L HCI und Derivatisierung unter Verzicatf deuterierte Losungsmittel konnten
die Ergebnisse mit einer ausreichenden Signaliittgnsnittels GC/MS bestimmt werden
(Abbildung 5-22). Die Daten sind ifabelle 5-15dokumentiert.

Tabelle 5-15: Bestimmung des D-Enantiomerenanteils der a-Aminosauren in
synthetisch hergestelltem Poly- L-Lyso,-NH, und (Poly- L-Lys4-NH,)-TFA-Salz. Die
Hydrolyse erfolgte 24 Stunden in 6 mol/L HCI/H ,O, die anschlieRende Bestimmung
mittels GC/MS als N-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule D).

m/z D [%] o [%] n
Poly- L-Lys 24-NH, 180 0,46 1
(Poly- L-Lys »4,-NH,)-TFA-Salz 180 0,61 0,08 2

101



Abundance 3555

4000 L-Lys

3000

2
000 D-Lys

1000 35.03

NI\

""""" 35 355 36 365

Time [min]-->

Abundance Scan 6212 (35.526 min)
300000 180

250000

200000

150000

100000

50000

0 , ; ; ; ,
m/z--> 170 175 180 185 190 195

Abbildung 5-22: Oben: Massenfragmentogramm von deut  erolysiertem Poly- L-LyS o4-
NH, als N,N-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Séaule D) im SIM-Modus m/z 180.
Unten: Massenspektrum des SIM-Modus m/z 180.
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Unter Bericksichtigung des bei dieser Methode gsétdich auftretenden Fehlers von
ungefahr 0,2 % und des zusétzlichen hydrolysebéslingehlers (ohne deuterium labelling)
wurde festgestellt, dass der ermittdltéAnteil in den synthetisch hergestellten Polypegid
in Tabelle 5-15im Vergleich zu den Ausgangsverbindungen Tiabelle 5-14 deutlich
zugenommen hatte. Zudem konnte eine Differenz Q15 %), die groRer als die
Standardabweichung war, zwischen dem neutralisiéttayL-Lys,s-NH, und dem TFA-Salz

von PolyL-Lys,3-NH, festgestellt werden.

Der Grad der Racemisierung wahrend der Peptidsyattkann aus den oben genannten
Grianden hier nicht endgultig beurteilt werden. Dadind weitere Deuterolyseexperimente

zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit in diesgptiBen notwendig.

Enantiomerenzusammensetzung von DL-Polypeptiden

Nachdem Shinitzkyet al. Unterschiede in den CD-Spektren der in der randmi
Konformation vorliegenden enantiomeren Polypepfetgestellt hatten, erwarteten sie fur
racemischdL-Polypeptide ein CD-Signal ungleich null. Dabeiggn sie davon aus, dass in
der Polypeptidsequenz Regionen auftreten, die aich mehreren Monomeren desselben
Enantiomers zusammensetzen. Shinitakyal. haben dazu Experimente mit kommerziell
erhaltlicher PolyPL-Glutaminsaure, PolipL-Lysin und PolybL-Alanin durchgefihrt (alle
von Sigma). Fur alle drei racemischen Polypeptidede ein reproduzierbares CD-Signal von
0,5-0,8 mdeg bei 221 nm beobachtet. Die MessungQilkesilardichroismus ist eine sehr
empfindliche Methode, bei der geringe Veranderungeten elektrischen bzw. magnetischen
Dipolmomenten von Chromophoren detektiert werdemkd. Diese Veranderungen kénnen
sowohl aus raumlichen Verzerrungen durch intramdéeke Wechselwirkungen (zum
Beispiel Unterschiede innerhalb der Peptid-sequétetix, Knéauel) oder durch von aul3en
beeinflusste Konformationsstérungen (zum Beispi@Wireinigungen, asymmetrische lokale

Umgebung) resultieren.

Unterschiede in den CD-Signalen lassen sich evirdueh dadurch erklaren, dass in den
Poly-DL-Peptiden nicht exakt racemische Verhaltnisse @gein. Da Shinitzket al. keine

Bestimmung der Enantiomerenzusammensetzung furPlol@lutaminsaure, PoliBL-Lysin
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und PolybL-Alanin durchgefuhrt haben, l&sst sich dies niahpriori ausschliel3en. Aus
diesem Grund wurden in zwei kommerziell erhaltlichil -Polypeptiden von Sigma Poly-
DL-Lysin Hydrobromid (Molmasse 1000 - 4000 g/mol) tiraly-DL-Alanin (Molmasse 1000

- 5000 g/mol) dieb-Enantiomerenanteile mit der deuterium labellingthbele bestimmt. Die
Proben wurden dazu deuterolysiert, derivatisied anschlieR3end mittels GC/MS untersucht.
Die Ergebnisse sind inTabelle 5-16 dargestellt, das zur Auswertung verwendete
Massenfragmentogramm sowie das dazugehoérige Mamddnsm von deuterolysiertem
Poly-DL-Alanin (N-TFA/O-Et) sind inAbbildung 5-23 wiedergegeben.

Tabelle 5-16: Bestimmung des D-Enantiomerenanteils EF der a-Aminoséuren in
kommerziell erhaltlichem Poly- DL-Alanin und Poly- DL-Lysin. Die Deuterolyse erfolgte
24 Stunden in 6 mol/L DCI/D ,0, die anschlieRende Bestimmung mittels GC/MS als N-
TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule D), n = 3.

EF [%] o [%]
Poly- DL-Alanin 51,22 0,25
Poly- DL-Lysin 45,78 0,25

Sowohl in PolybL-Alanin als auch PolyL-Lysin lagen die entsprechendesAminosauren
nicht racemisch vor, di®-Enantiomerenanteile waren ungleich 50 %. In HalyAlanin
konnte ein signifikant hoherdd- und in PolybL-Lysin ein signifikant hohereL- Anteil

bestimmt werden.

Wie von Shinitzkyet al.in der Literatur angegeben und vom Hersteller bigstaverden die
DL-Polypeptide aus racemischen Aminosauren in staisdr Verteilung hergestellt, so dass
exakt racemisch®L-Polypeptide zu erwarten waren. Die Anwendung DefPolypeptide
zielt jedoch laut Hersteller auf Beschichtungerg thtsachliche Sequenz wird nach der
Synthese nicht analysisert. Damit besteht weitedin Mdglichkeit, dass die eingesetzten

racemischen Monomer-Mischungen bereits nicht esad@émische Verhaltnisse aufweisen.
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Abbildung 5-23: Oben: Massenfragmentogramm von deut  erolysiertem Poly- DL-Alanin
als N-TFA/O-Et-Derivat auf Chirasil- L-Val (Saule D) im SIM-Modus m/z 140. Unten:
Massenspektrum des SIM-Modus m/z 140.
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6.1 POLYPEPTIDE ALS CHIRALE SELEKTOREN IN DER ELEKTROMIGRATION

Peptide und Proteine sowie deren Derivate werdégr amderem als chirale Selektoren in der
Elektromigration eingesetzt. Die Elektromigratiorthoden lassen sich in kapillar-
elektrochromatographische (z. B. Elektrokinetiscdéiromatographie EKC, Mizellare
Elektrokinetische = Chromatographie = MEKC, Elektrochatographie CEC) und
kapillarelektrophoretische (z. B. Kapillarelektrapbse CE, Kapillarzonenelektrophorese
CZE, Gelelektrophorese CGE, Isotachophorese CITHijnittselektrophorese ACE)
Methoden einteilen!®® !"° Als enantioselektive Selektoren werden in der rhiter unter
anderem Glycopeptidantibiotika (Vancomycin, Tei@ph, Avoparcin, Ristocetin A und

2 oder tensidische Aminosaurederivaté®

Balhimycin), *"* Proteine wie Albumin®’
beschrieben. Polypeptide wie Palyysin und Poly-Glutaminséaure wurden bisher in @&r

CEC (Open Tubular Elektrochromatographie) eingesttz

In Kapitel 5.3 wurden dieD-Enantiomerenanteile in den Homo-Polypeptiden von
Glutaminsaure bzw. Lysin genau bestimmt. Hier wurde versucht, kommerziell erhaltliche
Proben von Poly-Glutaminsdure und Poly-Lysin als chirale Pufferadditive in der

Kapillarelektrophorese (CE) einzusetzen.

Poly-L-Lys und Poly-L-Glu als chirale Pufferadditiv. =~ e?

Zum Test, ob Poly-Glutaminsdure (Molmasse 750 — 500 g/mol) als &sr&ufferadditiv
geeignet ist, wurden verschiedene Konzentratiod®rbgw. 20 mg/mL) in jeweils einem 20
mmol/L Phosphatpuffer pH 7 oder pH 2,5 gel6st. Esde versucht, racemisches BNP (1,1'-
Binaphthyl-2,2’-diylhydrogenphosphat) und die Trigghe Base in die Enantiomere zu
trennen. Dabei reprasentiert BNP (pk14) eine bei pH 7 und 2,5 negativ geladene, die
Trogersche Base (pK4,68) eine bei pH 2,5 positiv und bei pH 7 neetr&8ubstanz.
AulRerdem wurde sowohl eine unbehandelte als aunk desaktivierte Kapillarsaule

verwendet. Es konnte jedoch unter diesen Bedingukgme Enantioselektivitat von Poly-
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Glutaminsaure beobachtet werden. Auch Rolyysin (Molmasse 500 — 2000 g/mol) wurde
zu 10 mg/mL in Phosphatpuffer pH 2,5 geldst undhiiiie einer desaktivierten Kapillarsaule
zur Enantiomerentrennung von BNP, der TrogerscheseBind DNHBL-Alanin eingesetzt.
Es wurde festgestellt, dass PahL-ysin unter diesen Bedingungen die Proben ebenfatiht

in die Enantiomere trennt.

6.2 CYCLOHEXAPEPTIDE ALS CHIRALE SELEKTOREN

In einer Veroffentlichung von Jungt al. wurde die Verwendung von Cyclohexapeptid-
bibliotheken fur die Enantiomerentrennung mittelpllarelektrophorese beschrieben. Dabei
kamen drei Teilbibliotheken mit jeweils drei fixien (O) und drei variablen Positionen (X)
der allgemeinen Formel c(OO’XXXQ") als Mobilphasstditive zum Einsatz. Die variablen
Positionen wurden mit 18 natiirlichen Aminosauremmeiert, was eine Gesamtzahl vor? 18
= 5832 einzelnen Cyclohexapeptiden je Teilbibli&tleegab. Nach Zugabe von c(Asp-Phe-
XXX-D-Ala) als chirales Pufferadditiv lieBen sich diedgersche Base und DNBPlL-
Glutaminsaure in die Enantiomere trennen. Darulpgus eignete sich c(Arg-Lys-XXX-
Ala) ebenfalls zur Trennung von DNB:--Glutaminsdure. In der Verdffentlichung wurde
skizziert, dass aus der Bandbreite synthetisch@tidbébliotheken durch Screening und
systematische Variation der Cyclopeptide der Sete&itmittelt werden kann, welcher fir ein

konkretes Problem der Enantiomerentrennung amestignet ist.*’

Chiari et al. haben ausgehend von c(Arg-Lys-X)XDcAla) weitere Untersuchungen
durchgefuhrtD-Ala in der sechsten Position wurde dup:zAla ersetzt, da dies die Trennung
im Fall von DNP-Glutaminsaure verbesserte. Um wieitedie Cyclisierung zu unterstutzen,
wurde Prolin in jeweils eine der drei variablen iBosen eingefihrt. Die beste
Enantiomerentrennung {R,06) von DNPBL-Glutaminsaure wurde erreicht, wenn Prolin in
Position 4 zu c(Arg-Lys-X-Pro-)¢-Ala) fixiert wurde. Damit verblieben noch zwei iatrle
Positionen (18 = 324 Méglichkeiten fiir die Teilbibliothek). Durgbraparative RP-HPLC
wurden die Bibliotheken in drei Fraktionen mit ustshiedlicher Hydrophobie aufgetrennt.

Die Fraktion mit den aliphatischen und aromatischAemnoséauren (Val, Met, lle, Leu, Tyr
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und Phe) zeigte dabei die hdochste Enantioseleitiviburch weitere Eingrenzung konnte
schlie3lich c(Arg-Lys-Tyr-Pro-Typ-Ala) als bester Selektor identifiziert werdéfr.

Das reziproke chirale Erkennungsprinzip (RCEP)

Ein vielversprechender Ansatz, in der Chromatogephe Suche nach dem optimalen
Selektor zu vereinfachen, besteht darin, Seleknor Selektand zu tauschen. Wenn sich die
Enantiomere eines Selektanden, A(+) und AgR) einem chiralen nicht-racemischen Selektor
B(+) trennen lassen, kénnen prinzipiell auch umbek&(+) und B(-) an A(+) oder A(-)
getrennt werden. Dies ist der zentrale Gedankerelgproken chiralen Erkennungsprinzips
(RCEP), demzufolge der zu trennende Selektand (Af€) A(-)) in beiden enantiomeren
Formen selbst als Selektor eingesetzt wird. Das heit, es werden zwei enantiomere
stationdre Phasen mit A(+) und A(-) hergestelltsétrielRend werden Unterschiede in der
Retentionszeit von B(+) als Selektand auf beidaaggbbildlichen Station&rphasen in Bezug
auf eine achirale Standardsubstanz, die nicht emt dhiralen Selektor wechselwirkt, erwartet
(Abbildung 6-1).

Unter Bezugnahme auf die Ergebnisse von Jtngl. bzw. Chiariet al. wurde im Rahmen
dieser Arbeit versucht, das RCEP anzuwenden. ‘AUKisst sich entnehmen, dass fiir die
Enantiomerentrennung von DNP-Alanin mittels CE Ggslohexapeptid c(Arg-Lys-Tyr-Pro-
Tyr-p-Ala) als chiraler Selektor sehr gut geeignet Bdher wurden zunachst zwei chirale
stationdre Phasen (CSP) mit DIBPAlanin (CSPD) und DNPL-Alanin (CSPL) hergestellt.
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Abbildung 6-1: Das reziproke chirale Erkennungsprin zip (RCEP). Oben werden die
Enantiomere A(+) und A(-) auf der chiralen stationd ren Phase B(+) aufgetrennt, in der
Mitte ist das zu erwartende Chromatogramm der chira  len Stationarphase A(+) und
unten von A(-) abgebildet. A t ist die Retentionszeitdifferenz des Selektanden B(+) an
der Stationarphase A(+) und A(-).

Anbindung von DNP-D- und DNP-L-Alanin an Silica

DNP-D- und DNPL-Alanin wurden unter nahezu gleichen Synthesebediggn an
Silicapartikel gebunden, um mdoglichst dieselbe I8etendichte fir beide Saulen zu erhalten.
Wie in Kapitel 4.3 bestimmt, sind die verwendetaraiiomereD-Ala(FI0) undL-Ala(De0)
enantiomerenrein.D- und L-Alanin (2) wurden im ersten Syntheseschritt jewells
monofunktionell an 1,5-Difluor-2,4-dinitrobenzol ADNB) (1) gebundern(Abbildung 6-2).
177 parallel wurde Silica (300 A, 5 um(4) mit 3-Aminopropyltrimethoxysilan(5) zu
Aminopropylsilica (APS)(6) umgesetzt, um durch die freie terminale Aminogrimgine
Anbindungsstelle fir den Selektor zu schafféff. AnschlieRend erfolgte die kovalente
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Verknupfung des 5-Fluor-2,4-dinitrophenyl-1-alan{fFONP-Ala) (3) mit dem modifizierten
Kieselgel zu Aminopropylsilica-DNP-Alanin (APS-DN&lanin) (7) (Abbildung 6-3). 179180

I
H3C—CH—-C—OH

|
. NH
NO,
NO, |C|>
+ H3C—C|ZH—C—OH —
c NH, F
NO,

NO,
1) 2) 3)

Abbildung 6-2: Anbindung von Alanin an 1,5-Difluor- 2,4-dinitrobenzol (DFDNB).

... o..
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- | | .
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—|Si -OH 2
o c|>
F . .
—|SI —O—Si—(CH,)s-NH
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Abbildung 6-3: Anbindung von DNP-Alanin an die Sili ca-Matrix.
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Aus dem stochiometrischen Umsatz ware zu erwadass je Gramm Silica 11,5 mmol
Aminopropylgruppen gebunden sind. Die tatsachltettgefundene Umsetzung wurde mittels
Elementaranalyse tberpift; Festkdrper-NMR-Messunggen aus Griinden der mangelnden
Empfindlichkeit nicht aussagekraftig. Neben derddstichung des aminopropylmodifizierten
Kieselgels wurden auch die im zweiten Schritt mile®tor umgesetzten Kieselgele
elementaranalytisch charakterisiert. Fir die estiéh Werte wurde der elementspezifische
Mittelwert M aus zwei Einzelbestimmungen, die Diffez A der zwei
Einzelbestimmungen sowie eine relative Differangz= (Aaps/M) - 100 % berechnefT@belle
6-1): Dabei zeigte sich insbesondere fur den Kohldfgabalt von APS-DNR--Alanin eine

deutlich groRere Abweichung als fir die anderent@/er

Tabelle 6-1: Elementgehalt laut Elementaranalyse. E s wurde jeweils der Mittelwert M
[%] und die Differenz  Aaps. [%] und A, [%] aus 2 Einzelbestimmungen berechnet.

Stickstoff (N) Kohlenstoff (C) Wasserstoff (H)
M Aabs. Arel. M Aabs. Arel. M Aabs. AreI.
APS 0,43 | 0,015 | 3,49 | 1,27 | 0,017 1,34 0,26 | 0,005 | 1,92

APS-DNP-D-Alanin 0,64 | 0,053 | 828 | 1,84 | 0,201 | 10,92 | 0,39 | 0,159 | 40,77
APS-DNP-L-Alanin 060 | 0,019 | 3,17 | 183 | 0,532 | 29,07 | 0,32 | 0,061 | 19,06

Tabelle 6-2: Berechneter molarer Stickstoff- bzw. K  ohlenstoffgehalt aus den
Ergebnissen der Elementaranalyse.

mmol N / g Silica mmol C / g Silica
APS 0,31 1,06
APS-DNP-D-Alanin 0,46 1,53
APS-DNP-L-Alanin 0,43 1,53

Fur die Abschatzung des Belegungsgrades (Zahl deki®rmolekile dividiert durch die

Zahl an vorhandenen Aminopropylresten) wurde dezgmtuale Masseanteil an Silicium und
Sauerstoff vor und nach der Selektoranbindung alsstant betrachtet (die tatsachliche
Anderung betragt ungefahr 1 % relativ bzw. 0,9 %odhit). Dies erlaubt ein subtraktives
Vorgehen zur Bestimmung der Selektormassendichéedau Elementaranalyse, wobei der
Fehler als vernachlassigbar angesehen wird. Impitison Stickstoff muss bertcksichtigt

werden, dass ein mol Selektor drei mol StickstatEpricht; flr Kohlenstoff gilt entsprechend
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9 mol Kohlenstoff je mol Selektor. Damit erhalt mdir die elementspezifischen
Berechnungen unterschiedliche Belegungsgradbdlle 6-3.

Tabelle 6-3: Belegungsgrad [%] Selektor/Aminopropyl rest und Konzentration
(Molalitat) [umol] an Selektor je 1 g Kieselgel in Abhangigkeit des betrachteten
Elements.

Stickstoff (N) Kohlenstoff (C)
[%] [umol/g Silica] [%0] [umol/g Silica]
APS-DNP-D-Alanin 16,3 50,0 15,0 52,8
APS-DNP-L-Alanin 13,2 40,5 14,7 51,9

Unger et al. ® berechneten die Oberflachenkonzentratigg an gebundenem Selektor in
Abhéngigkeit von der spezifischen Oberflache desdBeeselgels nach folgender Formel:

m exp..  Oberflachenkonzentration [molfin
exp — m... Masse der funktionellen Gruppe
M [SBET [g/g Kieselgel]
M... Molmasse der funktionellen Gruppe
[g/mol]

Sger..-  Massenkorrigierte spezifische Oberflache
des Basiskieselgels fig]

Bei der Massenkorrektur der spezifischen Oberflduduedelt es sich um einen Faktor, der
dem Massenanteil an Kieselgel nach der Modifizigremtspricht. Die spezifische Ober-
flache des hier verwendeten Kieselgels (Nucled¥ll-8 von Macherey-Nagel) wird mit 100
m® je Gramm reinem, unmodifizierten Kieselgel angemebNach Einbindung des
Aminopropylrestes bzw. des Selektors sinkt der Miagsteil an Kieselgel auf 98 % bzw. 97
%. Damit muss die spezifische Oberflache auf 98.b@W nf/g korrigiert werden. Eine
sinnvolle Berechnung erhélt man jedoch nur fur Begadung mit Aminopropylgruppen, da
die kovalente Verknipfung des Selektors die Anwasgnvon freien Aminogruppen
voraussetzt und es dabei zu einer Mischung auenfrend gebundenen Aminopropylresten
kommt. Fur die Division durch die Molmasse ergiloham letzteren Fall die Schwierig-keit,
dass keine einheitliche Molmasse angenommen wekden; die Abschéatzung adabelle
6-3 zeigt, dass weniger als 20 % der AminogruppenSaiektoren belegt sind. Damit ist nur
eine Berechnung fur die erste Reaktionsstufe mitndpropyltrimethoxysilan méglich. Der
Wasserstoffgehalt aus der Elementaranalyse lasst kinterscheidung zwischen Wasserstoff
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aus dem Kieselgel (Hydroxylgruppen, physisorbiei@asser) und dem Wasserstoff der
Aminopropylreste zu. Das bedeutet, dass aussciclefie jeweiligen Masseanteile von
Stickstoff (0,43 %) oder Kohlenstoff (1,27 %) fliedRechnung verwendet werden kénnen
und sich die funktionelle Gruppe auf einen SticKs{Molmasse 14 g/mol) bzw. einesC
(Molmasse 36 g/mol), £ (Molmasse 48 g/mol) oder s&Einheit (Molmasse 60 g/mol)
reduziert. Letzteres folgt aus dem Informationsdefi ob der angebundene
Aminopropyilsilylrest vollstandig (€und 2 OH), teilweise (§; CHsO und OH) oder nicht
hydrolysiert (G und 2 CHO) vorliegt. Daraus und aus einer massekorrigiesfgezifischen
Oberflache von 98 fig ergibt sich eine Oberflachenkonzentratiaf, von 3,1 pmol/rh
(ausgehend von Stickstoff) bzw. 3,6 pmdl@s), 2,7 umol/M (C4) oder 2,2 pmol/f(Cs)
(ausgehend von Kohlenstoff). Unter der Annahmes dkes Wert fur Stickstoff im Rahmen
der Messgenauigkeit verlasslich ist, erhalt mare egewisse Wahrscheinlichkeit fur eine

partielle oder sogar vollstandige Hydrolyse der Aopropylsilylgruppe.

Micro-HPLC

Um die Eignung der APS-DNP-Alanin-Kapillaren fur efinungen zu prifen, wurden
chromatographische Experimente mit Micro-HPLC dgedtihrt. Deren Vorteil besteht darin,
dass fur Kapillarsdulen (ID 150 um) im GegensatZanventionellen HPLC-Saulen (ID 4
mm) der gleichen Lange deutlich geringere Mengemm veerhaltnismafiig teuren
Saulenpackungsmaterial benétigt werden (konvent®mne&Saule ca. 2-3 g Silica,
Kapillarsdulen ca. 10 mg). Aus diesem Grund wurdepillarsédulen fur die Micro-HPLC mit
einer gebrannten Fritte naéibbildung 8-1 gepackt.

Da nur eine gerine Substanzmenge von c(ArgLysTya(@)Ala) zur Verfigung stand,
wurden die ersten Optimierungsversuche alle migrairsehr einfachen cyclischen Dipeptid
c(Ala-His) durchgefuhrt. Ein Vorteil von c(Ala-Hid)esteht darin, dass das UV- Maximum
bei 220 nm liegt, im Gegensatz zum UV-Maximum bei002 nm von
c(ArgLysTyrProTyr@)Ala). Unter 220 nm ist die FlieBmittelauswahl aufgd der UV-
Grenze sehr gering. Die UV-Grenze ist die Welleg&rbei der die Extinktion des reinen
Losungsmittels mit 1 cm Schichtdicke gegen Luft gesen 1,0 ist (10 % Transmission).

Lediglich die UV-Grenzen von Wasser, AcetonitriiHexan und n-Pentan liegen unter 200
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nm. *¥2 Weiterhin war der Mechanismus fiir die Retentiod @inennung von c(Ala-His) und
c(ArgLysTyrProTyr@)Ala) sowie achiraler Standardsubstanzen auf denueme
Stationarphasen APS-DNP- und -L-Ala unbekannt, weshalb verschiedene Flie3mittel-
zusammensetzungen (RP, NP, polar-organisch) geteateden, um die bestmdgliche
Retention und Trennung zu erhalten. Fir c(Ala-Higlar ein FlieBmittel der
Zusammensetzung 50 mmol/L (MW&t/HAc) pH 4,5 und 2 % ACN gut geeignet. Unter
diesen Bedingungen wurden auch mdogliche achiradadardsubstanzen getes(@abelle
6-4). Als mdgliche Standardsubstanzen mit dieser Flig8lzusammensetzung kénnen
Uracil oder Anilin verwendet werden. m-Toluidin ®tt zur gleichen Zeit wie c(Ala-His) und

Thioharnstoff mit dem Einspritzpeak.

In Abbildung 6-4 wurden jeweils eine Mischung aus 1 mg/mL c(AlajyHisd 0,5 mg/mL
Uracil in Wasser auf die Stationarphasen APS-INRind 1.-Ala injiziert. Die Ergebnisse
dieser Chromatogramme wurden mehrmals reprodufsriwurde jedoch beobachtet, dass
Druckschwankungen signifikante Auswirkungen auf Betentionszeiten und somit auf das
Verhéltnis Standard/Dipeptid hatten, womit letziestd das RCEP berechnet wird. Ein
konstanter Druck uber mehrere Injektionen sollteoabei der Anwendung des RCEP
gewahrleistet sein. In den Chromatogrammen ist ijswen negativer Peak vor Uracil zu
sehen, was auf den Einspritzpeak beziehungsweisd dsungsmittel der Probe (Wasser)
deutet. Jedoch hatte Thioharnstoff (in Wasser gefmsiche HPLC-Bedingungen wie Uracil)

eine geringere Retentionszeit als Uracil.

Tabelle 6-4: Test von moglichen achiralen Standards  ubstanzen auf der Kapillarsaule:
APS-DNP-L-Ala (20 cm x 100 pm ID), FlieBmittel: 50 mmol/L (NH 4Ac/HAC) pH 4,5+ 2 %
ACN, Fluss vor Split: 0,75 mL/min, Detektor: 220 nm . c(Ala-His) eluiert unter diesen
Bedingungen bei 11,3 min.

Standardsubstanzen Retentionszeit [min]
Thioharnstoff 3,0

Uracil 3,9

Anilin 6,4

m-Toluidin 10,2
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APS-DNP-D-Ala APS-DNP-L-Ala

4,0 3.9

11,6 11,3

»

' Zeit [min]

J\(L____ MML

' Zeit [min]

Abbildung 6-4: Vergleich der enantiomeren Stationdr  phasen APS-DNP-D- und -L-
Alanin (Kapillarsaulen je 20 cm x 100 um ID). Analy  t: Mischung von c(Ala-His) 1 mg/mL
und Uracil 0,5 mg/mL in Wasser, FlieBmittel: 50 mmo  I/L (NH,Ac/HAC) pH 4,5 + 2 %
ACN, Fluss vor Split: 0,75 mL/min, Detektor: 220 nm . Bei 4,0 bzw. 3,0 min eluiert Uracil
und bei 11,6 bzw. 11,3 min c(Ala-His).

Micro-HPLC/ESI-MS-Kopplung

Fur das Cyclohexapeptid c(ArgLysTyrProTRpfla) wurde als Detektionsmethode die
Massenspektrometrie herangezogen. Ziel war es, dezkonventionelles HPLC/ESI-MS-

System fur Kapillarsaulen umzubauen und zu optieméhbbildung 6-5).

Der Fluss (0,75 mL/min) einer konventionellen Purmpede mit Hilfe eines T-Stiicks vor

dem Injektorblock gesplittet. Der Innendurchmeg#e) der Splitkapillare betrug 50 um, das
injizierte Probenvolumen jeweils 0,1 pL. Uber eiteere, unbehandelte Fused-Silica-
Transferkapillare (ID 50 pum, Lange 30 cm) stromds &lieRmittel mit der Probe durch eine
PEEK-Filter-Kopplung in die Saule (ID 150 um, Lar@@ cm). Nach einer weiteren PEEK-
Filter-Kopplung folgte eine zweite leere, unbehdtred€ransferkapillare (ID 50 um, Lange 40
cm) und schlie3lich die Schnittstelle des Massekispmeters. Fur die Optimierung des
Systems wurden die Langen der Transferkapillaremieve was jedoch zu keiner

wesentlichen Verbesserung der Resultate fluhrtendtbeeigte sich, dass der Einsatz einer
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Mikro-Nebulizer-Nadel eher nachteilig war, da troEanbau von Edelstahlsieben zur
Fluidfilterung Ablagerungen in der Nadel einen drtetn Rickdruck verursachten. Im

Weiteren wurde eine Nebulizer-Nadel mit einem Irhenhmesser von 134 um verwendet.

3.

236 bar ] > Q

1.75 mL/min ‘

Split

Abbildung 6-5: Schema der Micro-HPLC/ESI-MS-Kopplun  g.

1. Lésungsmittelvorrat, 2. Pumpe, 3. T-Stiick zum Sp litten des Flusses, 4. Proben-
aufgabe, 5. Séule verbunden mit zwei Transferkapill —aren (die Kupplungen enthalten
Filter), 6. Massenspektrometer, 7. Datenerfassung u  nd —verarbeitung.

Nach der Optimierung mit einer RP-Kapillarsaule (afffein als Testsubstanz wurde das
System mit dem von Chiaat al. favorisierten c(ArgLysTyrProTyp)Ala) weiter optimiert.
Mit der FlieBmittelzusammensetzung 50 mmol/L @REVHAc) pH 4,5 + 2 % ACN, bei
welcher c(Ala-His) eine Retentionszeit von ungefdld,3 min hatte, eluierte
c(ArgLysTyrProTyr@)Ala) sofort mit dem Einspritzpeak. Als besser geet erwies sich ein
weniger polares FlieBmittel mit der ZusammensetAhgo (Aceton + 0,1 % TFA) und 10 %
n-Hexan(Abbildung 6-6). Das Signal bei m/z 779,6 im ESI-MS-Spektrum emtsp dem
[M+H] " von c(ArgLysTyrProTyrg)Ala).
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Abbildung 6-6: Massenfragmentogramm (oben) und ESI-  MS-Spektrum (unten) von
c(Lys-Tyr-Pro-Tyr- B-Ala-Arg) auf der stationdren Phase APS-DNP- L-Alanin
(Kapillarsdule 20 cm x 150 ym ID). FlieBmittel: 90 % (Aceton + 0,1 % TFA) + 10 % n-
Hexan.

Die Peakbreite der Probe c(ArgLysTyrProByAla) konnte jedoch mit diesem System bisher
noch nicht weiter reduziert werden, die Anwendurgs (RCEP bei Cyclohexapeptid-
Bibliotheken war somit bisher noch nicht mdglichveBtuell missten die Langen der
Transferkapillaren weiter verringert werden, um aliése Weise Totvolumina, die die

Trennung und Peakform beeintrachtigen, zu reduziere

Auch kénnte ein zusatzliches end-capping der APSDN und L- Alanin-Stationarphasen
an den nicht umgesetzten Aminopropylgrupp&mund/oder den noch freien —Si-OH Gruppen
182, 184 yom Normalphasencharakter hin zur UmkehrphasePeakverschmalerung fiithren,

sowie eine Uberpriifung der Packungsdichte der Kapéulen.
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7.1 MESSERGEBNISSE ZUR QUANTITATIVEN ENANTIOMERANALYTIK

Tabelle 7-1: D-Enantiomerenanteile aus den Einzelbestimmungen
der D-Enantiomerenanteile EF [%] und absolute Standardabweichung
ionen 1 — 10 mittels GC auf den

Lysin. Der Mittelwert wurde jeweils aus zehn Injekt

Stationarphasen Chirasil-

(Saule G) als N,N-TFA/O-Et-Derivat bestimmt.

EF; [%], Mittelwerte
o [%] von DL-

D-Val (Saule A), Chirasil- L-Val (Séaule D) und Lipodex E

Chirasil- D-Val (A)

Chirasil- L-Val (D)

Lipodex E (G)

Lauf | EF; EF G EF, EF G EF, EF o
1 49,03 ) 49,88 ) 49,66 )

2 49,04 49,90 49,60

3 49,88 49,88 49,67

4 49,70 49,90 49,62

5 49,88 > 49,90 0,08| 49,88 } 49,90 0,02| 49,64 > 49,66 0,07
6 49,86 49,91 49,61

7 49,97 49,93 49,76

8 49,98 49,91 49,72

9 49,95 49,88 49,54

10 49,89 ./ 49,93 / 49,79 ./

Tabelle 7-2: D-Enantiomerenanteile aus den Einzelbestimmungen
der D-Enantiomerenanteile EF [%] und absolute Standardabweichung

Asparaginsaure. Der Mittelwert wurde jeweils aus ze
D-Val (Saule B), Chirasil- L-Val (Saule D) und Lipodex
E (Saule G) als N-TFA/O-Et-Derivat bestimmt.

auf den Stationarphasen Chirasil-

EF; [%], Mittelwerte
o [%] von DL-

hn Injektionen 1 — 10 mittels GC

Chirasil- D-Val (B)

Chirasil- L-Val (D)

Lipodex E (G)

Lauf | EF, EF o EF; EF o EF, EF o
1 50,00 ) 49,93 ) 49,97 )

2 50,11 49,94 49,95

3 50,06 49,88 49,90

4 50,01 50,09 49,99

5 50,03 } 50,03 0,03| 49,92 > 49,95 0,05| 50,03 > 49,98 0,04
6 50,02 49,97 49,96

7 50,02 49,96 49,99

8 50,01 49,92 49,99

9 50,02 49,95 49,98

10 50,02 -/ 49,94 ./ 50,01
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Tabelle 7-3: D-Enantiomerenanteile aus den Einzelbestimmungen EFi [%], Mittelwerte

der D-Enantiomerenanteile EF [%] und absolute Standardabweichung o [%] von DL-
Tyr(FI0), DL-Tyr(FI1) und DL-Tyr(Fl4). Der Mittelwert wurde jeweils aus bis zu drei
verschiedenen Derivatisierungsansatzen DA (a) - (c) mittels GC auf den

Stationarphasen Chirasil- D-Val (Saule A und B) und Chirasil- L-Val (Saule D) als N,O-
TFA/O-Et-Derivat bestimmt.

Chirasil- D-Val (A/B) Chirasil- L-Val (D)
DA Lauf EF EF o |DA Lauf EF EF o
DL-Tyr(FI0) a 1 49,56 a 1 49,64
2 49,50 2 49,57
3 49,50 3 49,55
4 49,52 49,50 0,05 4 49.56
5 49,44 5 49,53
6 49,45 6 49,53
2 P > 49,56 0,05
8 49,56
9 49,44
10 49,51
11 49,60
12 4956 7
DL-Tyr(FI1) a 1 49,81 a 1 49,93
2 49,74 2 49,93
3 49,74 3 49,95
4 49,73 4 49,93
5 49,81 5 49,93
b 1 49,79 b 1 49,83
2 49,74 2 49,87
3 49,70 > 49,74 0,03 3 49,90 >49,86 0,07
4 49,72 4 49,85
5 49,74 5 49,88
c 1 49,66 c 1 49,71
2 49,71 2 49,84
3 49,75 3 49,78
4 49,73 4 49,81
5 49,73 ) 5 49,82 )
DL-Tyr(FI4) a 1 49,85 a 1 29,97 \
2 49,78 2 49,94
3 49,88 3 49,93
4 49,88 49,83 0,05 4 49,92
5 49,79 5 49,85
6 49,79 6 49,93
b 1 2983 7 4989 > 49,91 0,05
2 49,78 8 49,95
3 49,69 9 49,80
4 49,69 10 49,90
5 49,72 11 49,89
6 49,89 > 4977 008 12 49,90 J
7 49,92
8 49,70
9 49,72
10 49,75 )

Fortsetzung der Tabelle auf der nachsten Seite
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Fortsetzung der Tabelle 7-3

Chirasil- D-Val (A/B) Chirasil- L-Val (D)

DA Lauf EF EF o} DA Lauf EF; EF o}

DL-Tyr(FI4) b 1 49,84 Y
49,94
49,95
49,82
49,96

49,91 >
49,98
49,94
49,90

0 49,99 )

49,73 N
49,73
49,71
49,84
49,82

49,78 >49,76 0,05

49,79

49,73

49,72

0 49,74

49,92 0,05

(@]
POO~NOUDWNRIPRPOONOOUUDRWDN

Die EinzelbestimmungerEF, Mittelwerte der D-EnantiomerenanteildEF und Standard-
abweichungo von DL-Tyrosin (synth.) undL-Ornithin siehe Tabelle 4 und Tabelle 7 in

Literatur 3,

Tabelle 7-4. D- bzw. L-Enantiomerenanteile aus den Einzelbestimmungen D; [%] bzw.
Li [%], Mittelwerte der D- bzw. L-Anteile und absolute Standardabweichung o [%] von
D-Tyr(FIO) und L-Tyr(FIO). Der Mittelwert wurde jeweils aus vier In  jektionen 1 — 4 (bzw.
funf Injektionen 1 - 5) mittels GC auf den Stationa rphasen Chirasil- D-Val (Saule A) und
Chirasil- L-Val (Saule C) als N,O-TFA/O-Et-Derivat bestimmt.

D-Tyr(FIO) L-Tyr(FIO)

Lauf | D;[%] D[%] o 0w [%]] Li[%] L% o 0w [%]
Chirasil- D-val (A) | 1 | 99,92 ) 99,93

2 | 9993 (9993 001 640 | 99,92

3 | 99,93 99,92 99,92 0,02 20,40

4 | 9992 J 99,93

5 99,89
Chirasil- L-Val (C) 1 ] 9995 ) 99,85

2 | 1000 (9997 002 6844 | 99,87 99,87 0,02 12,73

3 | 99,95 99,89

4 | 9996 J 99,88
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7.2 MESSERGEBNISSE ZUR KRISTALLISATION VON TYROSIN

Bestimmung des Kristallisationsverlaufs mittels ena ntiomer labelling

Nachfolgend sind die Tabellen mit den Messergebnissnd die Berechnungen der
Probenkonzentrationen durch enantiomer labellingiegaben. Folgende Begriffe und

Formeln wurden zur Berechnung in den Tabellen vedse

Probenname: Name der Tyrosinprobe und Kristaltisabedingungen

Einwaage Probe: Genaue Tyrosin-Probeneinwaage, fdre die Kristallisation
verwendet wurde.

Geldst in: Die Wassermenge [uL], in der die Krissation durchgefiihrt
wurde (die Konzentration der Tyrosin-Losung bettGgnmol/L).

Davon: Die Uberstehende Kristallisationslésung wuxen den Kristallen
abgetrennt, davon wurden 50 pL entnommen.

Standardzugabe: 50 pL der uUberstehenden Kristadisddsungen wurden nach
Zugabe von 50 pL des entsprechenden Standardsatigievt und
mittels GC bestimmt.

Konzentration Probe:  Konzentration der angesetzt®n mmol/L Tyrosin-Losung zur

Kristallisation, berechnet aus der ,Einwaage Praloet ,Geldst in“.

Zeit: Zu dieser Zeit, nach Ansetzen der Kristallisationirde eine Probe aus der

Uberstehenden Kristallisationsldsung enthommen.

Messungen: 1, 2... Injektionen nach einer Derivatisierungi tmeehreren Derivatisierungen
ist bei der jeweiligen Zeit ein Strich durchgezogemd die Nummerierung
beginnt wieder bei 1.

Mol.Gew.:  Molekulargewicht von Tyrosin in g/mol.

Std. [mg/L]: Konzentration des zugesetzten Standards in mg/L.
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L ungespikt:

D ungespikt:

L gespikt:

D gespikt:

% L-Enant.:
% D-Enant.:

X_a[mg]:

Bei D-Tyrosin undDL-Tyrosin-Proben ist hier das Enantiomerenverhalieis
zugegebene-Standards angegeben (Signalfladhe Signalflachel), aus
einer separaten Messung des Enantiomerenverhakries Standards.

Bei L-Tyrosin-Proben ist hier das Enantiomerenverhaltieis zugegebendd+
Standards angegeben (Signalfladhé SignalflacheD), aus einer separaten

Messung des Enantiomerenverhéltnisses des Standards

Das Enantiomerenverhéltnis der Probe wurde zur BReiStunden (ohne
Standard) bestimmt. Die Signalflache fir daSnantiomer ist hier angegeben.

Die Signalflache fur daB-Enantiomer ist hier angegeben.

Die Signalflache fir dasL-Enantiomer nach Standardzugabe ist hier
angegeben.
Die Signalflache fur dasD-Enantiomer nach Standardzugabe ist hier

angegeben.

Fur D-Tyrosin undDL-Tyrosin ist hier das Enantiomerenverhaltnis deyber
angegeben(ungespikt D ungespikt).
Fur L-Tyrosin ist hier das Enantiomerenverhéaltnis devberangegeberD(

ungespikt L ungespikt).

prozentualet-Anteil in D- oderDL-Tyrosin-Proben.

prozentualeD-Anteil in L-Tyrosin-Proben.

Berechnung der Konzentration in der jeweiligen BymeProbe nach der

Formel von Franlet al.?®
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Fur D-Tyrosin und DL-Tyrosin:

(Dgespikt_ Lgespikt[C_ L) (1+ C — D)
X _a, [mg] = Std[mgL] [L - Sandardzugabég}
100000(])]Lgespikt_ Dgespikt EC — D)(1+ C — L)
Far L-Tyrosin:
L oesoict— Poesort /C _D)@A+C_L
X _a [mg = Std[mgL] [D - Sandardzugab8g (Lgespic ™ Dy [ € _D)A+C_L)
1OOOOOMDgespikt_ Lgespiktl:C — L) (1+ C — D)

mg/mL: mg/ mL = 1000 X _amg
Davon 50uL
mmol/L: mmol/ L = mg/L
100(Mol.Gew
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Tabelle 7-5: Bestimmung des Kristallisationsverlauf

Probenname

Einwaage Probe

Geldst in
Davon

L -Standardzugabe
Konzentration Probe

90,59 mg
50000 pL
50 L

50 uL L-Tyr |, L-Tyrllab43 h
1,8098 mg/mL

D -Tyr(FI0), Kristallisation bei 20 + 1 C in demin. Wasser

svon D -Tyr(FIO)
als N,O-TFA/O -Et-Derivat auf Chirasil- L -Val (Saule C). Berechnung

Zeit Messungen Mol.Gew.  Std. [mg/L] C L L ungespikt D ungespikt L gespikt D gespikt
Oh 1 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 279700 278097
2 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 321428 321696
3 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 179764 179231
4 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 163155 162241
3h 1 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 475012 172406
2 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 582606 212811
3 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 408890 149132
6h 1 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 425306 122540
2 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 439475 126992
3 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 432479 124365
19h 1 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 2233395 579037
2 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 387118 100433
3 181,20 1828,57 0,0023 836 859499 346820 89470
43 h 1 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 382452 98303
2 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 456615 118317
3 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 314455 81433
67 h 1 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 418539 109196
2 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 387299 100885
3 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 628406 163621
139 h 1 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 456121 114508
2 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 445605 111528
3 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 425214 106802
4 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 462495 116355
211 h 1 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 200354 53939
2 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 168678 45196
3 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 245350 64733
4 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 235497 62738
380 h 1 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 191673 54004
2 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 161681 44662
3 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 230970 62663
4 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 166816 45182
5 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 244476 66669
548 h 1 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 271989 78461
2 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 248614 71676
3 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 237237 67869
4 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 207000 59936
5 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 220602 62942
692 h 1 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 552692 149511
2 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 333043 90351
3 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 471536 128027
1 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 383551 104660
2 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 433088 118854
3 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 466431 129055
4 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 331374 90803
1 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 355907 97899
2 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 292941 80091
3 181,20 1785,71 0,0010 836 859499 273248 75402

124



bei 20 £ 1 T durch enantiomer labelling mit GC

der verbleibenden Tyrosin-Konzentration in der LOs ung.
C_D % L -Enant. X_a [mg] mg/mL # mg/mL mmol/L  # mmol/L o

0,00097 0,10% 0,09067 1,81 1,82 10,01 10,03 0,031
0,00097 0,10% 0,09127 1,83 10,07

0,00097 0,10% 0,09092 1,82 10,04

0,00097 0,10% 0,09068 1,81 10,01

0,00097 0,10% 0,03295 0,66 0,66 3,64 3,65 0,012
0,00097 0,10% 0,03316 0,66 3,66

0,00097 0,10% 0,03311 0,66 3,65

0,00097 0,10% 0,02611 0,52 0,52 2,88 2,88 0,007
0,00097 0,10% 0,02619 0,52 2,89

0,00097 0,10% 0,02606 0,52 2,88

0,00097 0,10% 0,02347 0,47 0,47 2,59 2,59 0,008
0,00097 0,10% 0,02349 0,47 2,59

0,00097 0,10% 0,02335 0,47 2,58

0,00097 0,10% 0,02287 0,46 0,46 2,52 2,54 0,011
0,00097 0,10% 0,02306 0,46 2,54

0,00097 0,10% 0,02304 0,46 2,54

0,00097 0,10% 0,02321 0,46 0,46 2,56 2,56 0,003
0,00097 0,10% 0,02318 0,46 2,56

0,00097 0,10% 0,02317 0,46 2,56

0,00097 0,10% 0,02233 0,45 0,45 2,47 2,46 0,005
0,00097 0,10% 0,02227 0,45 2,46

0,00097 0,10% 0,02235 0,45 2,47

0,00097 0,10% 0,02238 0,45 2,47

0,00097 0,10% 0,02396 0,48 0,47 2,64 2,62 0,023
0,00097 0,10% 0,02384 0,48 2,63

0,00097 0,10% 0,02348 0,47 2,59

0,00097 0,10% 0,02371 0,47 2,62

0,00097 0,10% 0,02508 0,50 0,49 2,77 2,70 0,045
0,00097 0,10% 0,02458 0,49 2,71

0,00097 0,10% 0,02414 0,48 2,66

0,00097 0,10% 0,02410 0,48 2,66

0,00097 0,10% 0,02427 0,49 2,68

0,00097 0,10% 0,02568 0,51 0,51 2,83 2,83 0,017
0,00097 0,10% 0,02566 0,51 2,83

0,00097 0,10% 0,02546 0,51 2,81

0,00097 0,10% 0,02577 0,52 2,84

0,00097 0,10% 0,02540 0,51 2,80

0,00097 0,10% 0,02407 0,48 0,49 2,66 2,69 0,020
0,00097 0,10% 0,02414 0,48 2,66

0,00097 0,10% 0,02416 0,48 2,67

0,00097 0,10% 0,02428 0,49 2,68

0,00097 0,10% 0,02442 0,49 2,70

0,00097 0,10% 0,02463 0,49 2,72

0,00097 0,10% 0,02439 0,49 2,69

0,00097 0,10% 0,02448 0,49 2,70

0,00097 0,10% 0,02433 0,49 2,69

0,00097 0,10% 0,02456 0,49 2,71
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Tabelle 7-6: Bestimmung des Kristallisationsverlauf

Probenname
Einwaage Probe

Gelbst in
Davon

D -Standardzugabe
Konzentration Probe

L -Tyr(Si0), Kristallisation bei 20 + 1 C in demin. Wasser

90,59 mg
50000 pL

50 pL

50 yL D-Tyr 1l
1,8098 mg/mL

svon L -Tyr(Si0)
als N,O -TFA/O -Et-Derivat auf Chirasil- L -Val (Saule C). Berechnung

Zeit Messung Mol.Gew.  Std. [mg/L] CD D ungespikt L ungespikt D gespikt L gespikt
Oh 1 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 147511 139036
2 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 196100 184628
3 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 193212 182496
3h 1 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 184210 180956
2 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 192746 189770
3 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 227503 223764
6h 1 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 199911 194610
2 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 230748 224909
3 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 289971 280926
4 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 263381 256732
22 h 1 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 230014 158873
2 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 304476 208664
3 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 291979 199384
4 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 271921 186619
47 h 1 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 399591 168144
2 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 287421 121819
3 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 316535 134888
4 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 262564 111453
5 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 305049 129001
75 h 1 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 284398 108663
2 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 299739 114860
3 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 283981 107958
4 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 306214 116838
95 h 1 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 330965 122824
2 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 267151 96928
3 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 320260 116373
4 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 283554 102976
170 h 1 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 328093 109743
2 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 263271 88085
3 181,20 1794,29 0,0127 652 502117 338348 112252
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bei 20 £ 1 T durch enantiomer labelling mit GC

der verbleibenden Tyrosin-Konzentration in der Losu ng.
C L % D-Enant. X a[mg] mg/mL # mg/mL mmol/L # mmol/L [}
0,00130 0,13% 0,08259 1,65 1,65 9,12 9,12 0,015
0,00130 0,13% 0,08250 1,65 9,11
0,00130 0,13% 0,08277 1,66 9,14
0,00130 0,13% 0,08613 1,72 1,72 9,51 9,52 0,011
0,00130 0,13% 0,08633 1,73 9,53
0,00130 0,13% 0,08624 1,72 9,52
0,00130 0,13% 0,08534 1,71 1,71 9,42 9,41 0,028
0,00130 0,13% 0,08545 1,71 9,43
0,00130 0,13% 0,08492 1,70 9,37
0,00130 0,13% 0,08545 1,71 9,43
0,00130 0,13% 0,06020 1,20 1,20 6,64 6,60 0,032
0,00130 0,13% 0,05972 1,19 6,59
0,00130 0,13% 0,05951 1,19 6,57
0,00130 0,13% 0,05981 1,20 6,60
0,00130 0,13% 0,03622 0,72 0,73 4,00 4,03 0,019
0,00130 0,13% 0,03649 0,73 4,03
0,00130 0,13% 0,03670 0,73 4,05
0,00130 0,13% 0,03655 0,73 4,03
0,00130 0,13% 0,03641 0,73 4,02
0,00130 0,13% 0,03279 0,66 0,66 3,62 3,62 0,012
0,00130 0,13% 0,03289 0,66 3,63
0,00130 0,13% 0,03262 0,65 3,60
0,00130 0,13% 0,03274 0,65 3,61
0,00130 0,13% 0,03181 0,64 0,63 3,51 3,45 0,039
0,00130 0,13% 0,03108 0,62 3,43
0,00130 0,13% 0,03113 0,62 3,44
0,00130 0,13% 0,03111 0,62 3,43
0,00130 0,13% 0,02856 0,57 0,57 3,15 3,14 0,016
0,00130 0,13% 0,02857 0,57 3,15
0,00130 0,13% 0,02832 0,57 3,13
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Tabelle 7-7: Bestimmung des Kristallisationsverlauf

svon L -Tyr(FIO)

als N,O -TFA/O -Et-Derivat auf Chirasil- L -Val (Saule C). Berechnung

Probenname

Einwaage Probe

Gelbst in
Davon

D -Standardzugabe
Konzentration Probe

90,59 mg
50000 pL
50 pL
50 uL D-Tyr 1l
1,8098 mg/mL

L -Tyr(FIO), Kristallisation bei 20 + 1 € in HPLC grade Wasser

Zeit Messungen Mol.Gew. Std. [mg/L] CD D ungespikt L ungespikt D gespikt L gespikt
Oh 1 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 292800 285618
2 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 289368 283019
3 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 278513 271757
4 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 310046 301733
3h 1 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 265059 167322
2 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 292745 184205
3 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 328075 204831
4 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 342767 213924
6h 1 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 420579 198698
2 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 367892 172460
3 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 380443 175992
4 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 363718 168278
22 h 1 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 239735 81923
2 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 267575 88965
3 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 279646 93386
4 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 266939 89087
46 h 1 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 373134 111195
2 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 272506 82061
3 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 260664 78116
72h 1 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 307592 90748
2 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 286123 84577
3 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 287844 85135
4 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 300732 88528
94 h 1 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 315742 98713
2 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 300257 93311
3 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 266839 82871
4 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 336799 105312
1 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 414775 129008
2 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 389794 121845
3 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 395411 122994
167 h 1 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 384924 117770
2 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 383912 118385
3 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 349507 106790
1 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 350249 108615
2 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 367066 112275
3 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 381119 116733
4 181,20 1797,14 0,0003 911 709405 362417 111646

128



bei 20 £ 1 T durch enantiomer labelling mit GC

der verbleibenden Tyrosin-Konzentration in der L6su ng.
CL %D-Enant. X a[mg] | mg/mL  #mg/mL | mmol/L # mmol/L o

0,00128 0,13% 0,08783 1,76 1,76 9,69 9,70 0,020
0,00128 0,13% 0,08806 1,76 9,72

0,00128 0,13% 0,08785 1,76 9,70

0,00128 0,13% 0,08762 1,75 9,67

0,00128 0,13% 0,05680 1,14 1,13 6,27 6,23 0,036
0,00128 0,13% 0,05662 1,13 6,25

0,00128 0,13% 0,05618 1,12 6,20

0,00128 0,13% 0,05616 1,12 6,20

0,00128 0,13% 0,04250 0,85 0,84 4,69 4,63 0,048
0,00128 0,13% 0,04217 0,84 4,65

0,00128 0,13% 0,04161 0,83 4,59

0,00128 0,13% 0,04161 0,83 4,59

0,00128 0,13% 0,03073 0,61 0,60 3,39 3,33 0,042
0,00128 0,13% 0,02989 0,60 3,30

0,00128 0,13% 0,03002 0,60 3,31

0,00128 0,13% 0,03001 0,60 3,31

0,00128 0,13% 0,02679 0,54 0,54 2,96 2,97 0,016
0,00128 0,13% 0,02707 0,54 2,99

0,00128 0,13% 0,02694 0,54 2,97

0,00128 0,13% 0,02652 0,53 0,53 2,93 2,93 0,006
0,00128 0,13% 0,02657 0,53 2,93

0,00128 0,13% 0,02659 0,53 2,93

0,00128 0,13% 0,02646 0,53 2,92

0,00128 0,13% 0,02811 0,56 0,56 3,10 3,09 0,010
0,00128 0,13% 0,02794 0,56 3,08

0,00128 0,13% 0,02792 0,56 3,08

0,00128 0,13% 0,02811 0,56 3,10

0,00128 0,13% 0,02796 0,56 3,09

0,00128 0,13% 0,02810 0,56 3,10

0,00128 0,13% 0,02796 0,56 3,09

0,00128 0,13% 0,02751 0,55 0,55 3,04 3,05 0,017
0,00128 0,13% 0,02772 0,55 3,06

0,00128 0,13% 0,02747 0,55 3,03

0,00128 0,13% 0,02788 0,56 3,08

0,00128 0,13% 0,02750 0,55 3,04

0,00128 0,13% 0,02754 0,55 3,04

0,00128 0,13% 0,02769 0,55 3,06
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Tabelle 7-8:Bestimmung des Kristallisationsverlaufs

von DL -Tyr(FIO)

als N,O-TFA/O -Et-Derivat auf Chirasil- L -Val (Saule C). Berechnung

Probenname DL -Tyr(FI0), Kristallisation bei 20 + 1 € in HPLC grade Wasser
Einwaage Probe 90,59 mg
Gelost in 50000 pL
Davon 50 pL
L -Standardzugabe 50 pL L-Tyr Nl
Konzentration Probe 1,8098 mg/mL
Zeit Messungen  Mol.Gew. Std. [mg/L] CL L ungespikt D ungespikt L gespikt D gespikt
Oh 1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 399561 128427
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 421069 134762
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 372042 118755
4 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 461258 148621
3h 1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 549698 173276
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 452319 142459
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 340693 106928
4 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 452729 143157
1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 516709 162434
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 557905 174294
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 627328 196067
4 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 594458 187193
6h 1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 347054 86417
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 362107 89651
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 314829 78445
4 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 341805 85099
22h 1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 253325 37460
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 288288 42344
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 314885 46645
46 h 1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 290152 36454
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 314196 39252
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 268894 33299
4 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 439847 54168
1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 430163 54661
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 440184 55744
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 514973 65207
72h 1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 333802 40379
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 263972 31592
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 337279 40328
1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 470061 55981
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 427998 50984
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 559543 65895
94 h 1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 159455 17123
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 264886 28404
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 270314 28866
167 h 1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 265016 21338
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 244526 21439
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 178124 16154
4 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 440160 43592
5 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 424914 42587
719 h 1 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 522440 49411
2 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 485306 45250
3 181,20 1820,00 0,0013 257313 252804 578378 54131
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bei 20 + 1 T durch enantiomer labelling mit GC

der verbleibenden Tyrosin-Konzentration in der Losu ng.
CD % L -Enant. X_a [mg] mg/mL  # mg/mL mmol/L # mmol/L [
1,01784 50,44% 0,08726 1,75 1,74 9,63 9,60 0,060
1,01784 50,44% 0,08671 1,73 9,57
1,01784 50,44% 0,08636 1,73 9,53
1,01784 50,44% 0,08758 1,75 9,67
1,01784 50,44% 0,08477 1,70 1,69 9,36 9,32 0,058
1,01784 50,44% 0,08467 1,69 9,35
1,01784 50,44% 0,08423 1,68 9,30
1,01784 50,44% 0,08517 1,70 9,40
1,01784 50,44% 0,08443 1,69 9,32
1,01784 50,44% 0,08366 1,67 9,23
1,01784 50,44% 0,08372 1,67 9,24
1,01784 50,44% 0,08465 1,69 9,34
1,01784 50,44% 0,06085 1,22 1,21 6,72 6,71 0,027
1,01784 50,44% 0,06039 1,21 6,67
1,01784 50,44% 0,06091 1,22 6,72
1,01784 50,44% 0,06084 1,22 6,72
1,01784 50,44% 0,03165 0,63 0,63 3,49 3,49 0,018
1,01784 50,44% 0,03140 0,63 3,47
1,01784 50,44% 0,03172 0,63 3,50
1,01784 50,44% 0,02615 0,52 0,52 2,89 2,88 0,040
1,01784 50,44% 0,02598 0,52 2,87
1,01784 50,44% 0,02572 0,51 2,84
1,01784 50,44% 0,02556 0,51 2,82
1,01784 50,44% 0,02650 0,53 2,92
1,01784 50,44% 0,02639 0,53 2,91
1,01784 50,44% 0,02639 0,53 2,91
1,01784 50,44% 0,02503 0,50 0,49 2,76 2,72 0,027
1,01784 50,44% 0,02473 0,49 2,73
1,01784 50,44% 0,02470 0,49 2,73
1,01784 50,44% 0,02459 0,49 2,71
1,01784 50,44% 0,02459 0,49 2,71
1,01784 50,44% 0,02427 0,49 2,68
1,01784 50,44% 0,02185 0,44 0,44 2,41 2,41 0,008
1,01784 50,44% 0,02181 0,44 2,41
1,01784 50,44% 0,02171 0,43 2,40
1,01784 50,44% 0,01583 0,32 0,37 1,75 2,02 0,201
1,01784 50,44% 0,01740 0,35 1,92
1,01784 50,44% 0,01807 0,36 1,99
1,01784 50,44% 0,01994 0,40 2,20
1,01784 50,44% 0,02021 0,40 2,23
1,01784 50,44% 0,01893 0,38 0,38 2,09 2,07 0,017
1,01784 50,44% 0,01863 0,37 2,06
1,01784 50,44% 0,01871 0,37 2,07
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8.1 CHEMIKALIEN UND MATERIALIEN

Chemikalien

Die verwendeten Tyrosin- und Alanin-Proben sind @belle 4-1aufgefihrt.

Bachem (Bubendorf, Schweiz)Cyclo(Ala-His)

Deutero GmbH (Kastellaun, Deutschland)Deuteriumchlorid

Fisher Scientific (Schwerte, Deutschland): HPLC-gradientenreines Aceton, HPLC-
gradientenreines Wasser

Fluka Chemie GmbH (Buchs, Schweiz): Acetylchlorid (puriss. p.a.; > 99 %,
argentometrisch titriert), 3-Aminopropyl-trimethasithan, Anilin, Dichlormethan (puriss.;
absolut; iber Molekularsieb,,B < 0.005 %), 1,5-Difluoro-2,4-dinitrobenzol (DFDNH)L-
Lysin, DL-Ornithin, m-Toluidin, Toluol (puriss.; absolut; ébMolekularsieb, BHO < 0.005
%), Uracil

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland):Nucleosil-300 (PartikelgroRe 5 pum, Porengrélie
300 A)

Merk (Darmstadt, Deutschland): HPLC-gradientenreines Acetonitril, Deuteriumoxid,

Salzsaure 32 % p.a.
Novabiochem (Laufelfingen, Schweiz)FmocD-Glu-(OtBu)-OH (Lot A33100), Fmot-

Glu-(OtBu)-OH (Lot A33829) und Fmob-Lys-(BOC)-OH (Lot A33341) und Fmolc-Lys-
(BOC)-OH (Lot A34616)
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Riedel-de-Haén (Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Tadkirchen, Deutschland): Ethanol
absolut (puriss. p.a.)

Sigma-Aldrich Laborchemikalien (Taufkirchen, Deutschland): Aminosaurestandard-
l6sung in 0,1 N HCI,DL-Asparaginsaure, Coffein (99 %QL-Cystein, PolybL-Alanin
(Molmasse 1000 — 5000 g/mol), PdlyGlutaminsdure Natriumsalz (Molmasse 750 — 500
g/mol), PolyDL-Lysin Hydrobromid (Molmasse 1000 — 4000 g/mol), lyPlo-Lysin
Hydrobromid (Molmasse 500 — 2000 g/mdDl-Prolin, DL-Serin, Thioharnstoff (99 %),
Toluol (wasserfrei, 99,8 %), Trifluoressigsaure plax. 99 %), Trifluoressigsaureanhydrid
(approx. 99 %)

Schuchardt (Minchen, Deutschland)DL-Leucin
Ohne Herstellerangabe (aus InstitutsbestandenPL-Phenylalanin, R-(-)-1,1’-Binaphthyl-

2,2’-diylhnydrogenphosphat (R-(-)-BNP), S-(+)-1,1iABphthyl-2,2’-diylhnydrogenphosphat
(S-(+)-BNP), Trogersche Base

Nicht aufgefiihrte Chemikalien stammen aus der Ckaliehausgabe des Chemischen

Instituts der Universitat Tubingen.

Tabelle 8-1: Summenformeln, Molmassen und Dichten v erschiedener Chemikalien.

Summenformel Mol.Gew. [g/mol] Dichte [g/mL]

Acetylchlorid C,H;0CI 78,50 1,104
Alanin C3H;NO, 89,09 -

3-Aminopropyltrimethoxysilan CeH17NO5SI 179,29 1,027
Chlorameisensaureethylester C3H50,Cl 108,52 1,135
Dichlormethan CH,Cl, 84,93 1,325
1,5-Difluor-2,4-dinitrobenzol CeHoN,O4F, 204,09 -

Ethanol C,HsO 46,07 0,791
Methanol CH.O 32,04 0,792
2-Propanol C;HgO 60,10 0,785
Trifluoressigsaureanhydrid C,05F¢ 210,03 1,511
TerSin CoH11NO3 181,19 -
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Synthese voDL-Tyrosin (syn) siehe Literatd?*.

Wenn nicht anders angegeben, wurden fir die Unalisdtion von Tyrosin sowie fur die
APS-DNP-Alanin-Synthesen HPLC-gradientenreines \&tagsrwendet.

Umkristallisation von Tyrosin

DL-Tyr(FI1): 201,5 mgDL-Tyrosin (Fluka, 1,1 mmol) wurden in 200 mL WasgEt,1 mol)

30 min lang unter Riickfluss erhitzt (Olbadtempardt20 °C), iber Membranfilter filtriert,
10 Tage bei Raumtemperatur und weitere 17 Tagel €& auskristallisiert. Anschliel3end
wurde ein Kristall mit einer Pinzette vorsichtigteommen, mit Wasser gewaschen und

getrocknet.

DL-Tyr(Fl4): 618,2 mgDL-Tyrosin (Fluka, 3,4 mmol) wurden in 200 mL WasgkEt,1 mol)
60 min lang unter Rickfluss erhitzt (Olbadtemparat@0 °C), bei Raumtemperatur 12
Stunden und weitere 4 Tage bei 4 °C auskristaitisknschlieRend wurden die Tyrosin-
Kristalle filtriert und mit Wasser gewaschen. Died8&organg wurde insgesamt vier Mal
durchgefuhrt. Nach der vierten Umkristallisierungurden die Kristalle lyophilisiert
(Ausbeute: 355,2 mg, 57 %).

D-Tyr(FI1): 449,0 mgD-Tyrosin (Fluka, 2,5 mmol) wurden in 140 mL Wasg&B8 mol) 60
min lang unter Ruckfluss erhitzt (Olbadtemperat2® 2C), bei Raumtemperatur 12 Stunden
und weitere 10 Tage bei 4 °C auskristallisiert. ¢neRend wurden die Tyrosin-Kristalle

filtriert, mit Wasser gewaschen und lyophilisiekugbeute: 321,2 mg, 72 %).

L-Tyr(Sil): 446,0 mgL-Tyrosin (Sigma, 2,5 mmol) wurden in 140 mL Was&g8 mol) 60
min lang unter Ruckfluss erhitzt (Olbadtemperat2® 2C), bei Raumtemperatur 12 Stunden
und weitere 10 Tage bei 4 °C auskristallisiert. ¢gnieRend wurden die Tyrosin-Kristalle

filtriert, mit Wasser gewaschen und lyophilisiekugbeute: 335,3 mg, 75 %).

DL-Tyr(Sel): 499,7 mgDL-Tyrosin (Serva, 2,8 mmol) wurden in 275 mL Wag4déxr,3 mol)
60 min lang unter Ruckfluss erhitzt (Olbadtempara®0 °C). Die triibe, braun-gelbe Losung
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wurde durch einen Faltenfilter filtriert. Bei Raweniperatur kristallisierte die Losung 12
Stunden und bei 4 °C weitere 10 Tage aus. Ansdamnié3vurden die Tyrosin-Kristalle
filtriert, mit Wasser gewaschen und lyophilisiekugbeute: 260,6 mg, 52 %).

Materialien

Kapillarsdulen: Alle unbehandelten Fused-Silica-Kapillarsdulen demr von Grom
(Rottenburg-Hailfingen, Deutschland) und von Zieniglannheim, Deutschland) bezogen.
Die desaktivierte Fused-Silica-Kapillarsaule (FS-ICWit einer Lange von 100 cm und

50 um ID wurde bei Ziemer (Mannheim, DeutschlareRayft.
pH-Indikatorstabchen: Merck (Darmstadt, Deutschland)
Saulen packen: Alle Materialien (PEEK Kupplung 1/32”, Edelstaldbe mit dem

Durchmesser 0,8 mm, Sleeves 1/32”, PEEK KapillaMerschraubungen, etc.) wurden bei

Grom (Rottenburg-Hailfingen, Deutschland) gekauft.

8.2 GERATE

Analysenwaage: Es wurde eine Analysenwaage BP 110 S der Firmao8es AG

(Gottingen, Deutschland) verwendet.

Elementaranalyse: Die Elementaranalyse (C, H, N) wurde mit dem Gé&fatio EL der

Firma Elementar durchgefuhrt.
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Gaschromatographie

GC: Es wurde ein Hewlett-Packard 5890 Gaschromatogrédgilent Technologies,
Waldbronn, Deutschland) mit Split-Injektor (220 °GSplitfluss 50 mL H/min),
Flammenionisationsdetektor (FID, 240 °C) und Wasseér als Tragergas verwendet. Die
Datenerfassung und Integration erfolgte entweddreimem Shimadzu Integrator C—R 6A
(Kyoto, Japan) oder mit einer Clarity Auswertundasare (Data Apex, Prag, Tschechische

Republik). Wenn nicht anders angegeben, wurdeMegsungen isotherm durchgefuhrt.

GC/MS: Es wurde ein Hewlett-Packard 6890 Gaschromatogggioppelt an einen 5973
Massenselektiven Detektor MSD (Agilent Technologieg/aldbronn, Deutschland)

verwendet. Die lonisierung erfolgte mittels ElekieastofZionisation El (70 eV). Der MSD
wurde im SIM-Modus (selected ion mode, Alanin md0 1Glutaminséure m/z 226, 227, 228,
Lysin m/z 180 und Tyrosin m/z 288) betrieben. DreAnkapillare wurde mit dem MSD uber
eine offene Splitkopplung (35 cm x 0,1 um deakti@e-used-Silica-Kapillare) verbunden,
als Tragergas wurde Helium verwendet. Die Datesstfiag und die Integration wurden mit
einer Agilent Chemstation (Hard und Software) dgefiihrt. Es wurde jeweils 1 pL ins

GC/MS injiziert. Die derivatisierte Losung solltalmki eine Konzentration von ~ 25 nmol/L
haben.

Kapillarelektrophorese

CE (Prince): Fur die quantitativen Bestimmungen v@i-Tyrosin wurde ein Lauerlabs
Prince Gerat (Kassel, Deutschland) mit einem UVeRetr (UV var, Wellenlange 200 nm,
Chrompack, Middelburg, Niederlande) und der Ausumgssoftware Agilent CE 3D-CE
Chem Station (Agilent Technologies, Waldbronn, Behbtand) verwendet. Eine
unbeschichtete Fused-Silica-Kapillarsdule hatteLdiege von 70,5 cm (effektive Lange 50
cm) und 50 um ID. Die Probe hatte eine Konzentmatton 1 mg/mL und wurde mittels
Druckinjektion (2 s, 50 mbar) auf die Kapillarsairngziert. Die angelegte Spannung betrug +
25 kV (48 - 52 pA). Als Puffer wurde ein Phosphdipiu(KH.PO, / H3PO4, 50 mmol/L, pH
2,5) verwendet und als chiraler Selektor &t %¥,3 mmol/L) HSy-CD oder 30 % (254
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mmol/L) 2-HPa-CD (jeweils geldst in der Pufferldsung). Zwischaten einzelnen
Probenlaufen wurde die Kapillare jeweils fur 5 Migiu mit der Pufferldosung nach Zugabe
vom chiralen Selektor (Backroundelektrolyt) bei &rbgespilt.*** Die Tyrosin-Proben

wurden in der underivatisierten Form mittels CEtinest.

CE (Agilent): Es wurde ein Agilent 3D CE System (Agilent Teclogi¢és, Waldbronn,
Deutschland) mit Dioden-Array-Detektor (DAD) undrd&uswertungssoftware Agilent CE
3D-CE Chem Station (Agilent Technologies, Waldbroreutschland) verwendet. Als
chirale Pufferadditive wurden Poly-Glutaminsdure und Poly-Lysin eingesetzt. Als Puffer
wurden ein Phosphatpuffer (KPO, / H3PO,, 20 mmol/L, pH 7 oder pH 2,5) verwendet und
die chiralen Additive in Konzentrationen von 10 © 2oz (10 - 20 mmol/L) Poly--
Glutaminsaure oder 10 - 202410 - 20 mmol/L) Poly--Lysin jeweils den Pufferlésungen
zugesetzt. Es wurden entweder eine unbeschichtesedFSilica-Kapillarsdule mit einer
Lange von 70 cm (effektive Lange 61,5 cm) und 50 lproder eine desaktivierte Fused-
Silica-Kapillarsaule (FS-CW) mit einer Lange vorDlém (effektive Lange 91,5 cm) und 50
um ID verwendet. Die Proben (BNP, DNIR-Alanin oder Trégersche Base) hatten jeweils
eine Konzentration von 1 mg/mL und wurden mittelsidkinjektion (3 s, 30 mbar) auf die
Kapillarsdule injiziert. Die angelegte SpannunggtlO - 30 kV (positiv oder negativ). Vor
jedem Probenlauf wurde die Kapillarsaule jeweils5iMinuten mit 0,1 mol/L NaOH-L6sung
im Fall der unbeschichteten Fused-Silica-Kapillatséoder 5 Minuten mit Wasser im Fall
der desaktivierten Fused-Silica-Kapillarsdule umdchlie3end jeweils 2 Minuten mit der
Pufferlosung nach Zugabe vom chiralen Selektor KBamdelektrolyt) bei 1 bar gespiilt.

Hochleistungsfliissigchromatographie

Micro-HPLC: Eine Sykam 2-Kolben-Analytik-Pumpe S 1021 (Sykdriystenfeldbruck,

Deutschland) mit einer Flussrate von 0,1 bis 9,9%/nmmm war an ein Grom

Kapillarelektrophorese System 100 (ohne Spannun@jorq, Rottenburg-Hailfingen,
Deutschland) gekoppelt. Uber eine Splitkapillarerdreu der isokratische Fluss fir die
Kapillarsdulen entsprechend eingestellt. Die Dafessung und Integration erfolgte mit
einem Shimadzu Integrator C—R 6A (Kyoto, Japan).
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Micro-HPLC/ESI-MS: Die Micro-HPLC/MS-Messungen wurden an einem Adil@éi00
HPLC-Geréat (Agilent Technologies, Waldbronn, Debtand) gekoppelt an ein Esquire
3000plus ESI-lon Trap (Bruker Daltonik, Bremen, Behland) mit ESI Interface
durchgefuhrt. Die Steuerung des Gerats und dierRatessung erfolgte mit esquireControl,
Version 5.0 und Bruker daltonics esquire 5.0, ditedration mit einer Data Analysis 2.0
Software (Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland).
HPLC: Injektionsmenge: 0,1 uL, Fluss: 0,6 mL/mipli&apillare: 50 um (ID) und 94
cm lang, Druck: 238 bar
ESI/MS: Nebulizer: 15,0 psi, Dry Gas: 5,0 L/minyDremp.: 300 °C,
Scan: 500 - 1000, Target Mass: 780

8.3 DERIVATISIERUNG VON a-AMINOSAUREN

N(O,S)-TFA/O-Et-Derivat, N(O,S)-TFA/O-Me-Derivat un d
N(O,S)-TFA/O-iProp-Derivat

15 % Acetylchlorid in Methanol, Ethanol oder 2-Propanol: 4 mL Methanol (0,09 mol),
Ethanol (0,07 mol) oder 2-Propanol (0,05 mol) ward® Eisbad gekihlt und anschlie3end
langsam 600 pL Acetylchlorid (8,4 mmol) zugegeben.

Veresterung: 200 pL einer Losung von 15\%Acetylchlorid in Ethanol, Methanol oder 2-
Propanol wurden zu ca. 5 mg der trockemeAminosdure gegeben und 30 Minuten (60
Minuten bei 2-Propanol) bei 110 °C erhitzt. Das r8bkiUssige Derivatisierungsreagenz

wurde anschlieBend unter einem Stickstoffstromlt&i °C durch Verdampfen entfernt.

Acetylierung: Die trockene Probe wurde mit 110 pL Dichlormeti{dtZ mmol) und 10
Tropfen Trifluoressigsaureanhydrig £00 pL;= 0,7 mmol) versetzt und 10 Minuten bei 110
°C erhitzt. Das Uberschissige Derivatisierungsmeageurde anschlielend bei Raum-

temperatur im Stickstoffstrom durch Verdampfen emif.

Fur die Injektion in den Gaschromatographen wurigetebckene Probe in Toluol (ca. 100

mL) aufgenommen.
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N(O)-EOC/O-Et-Derivat

Die zu derivatisierende-Aminosaure (1 - 2 mg) wurde in 100 pL einer 0,1/m&ICI gelost.
Es wurden zuerst 50 pL einer Pyridin-Ethanol-Losufigl, v/v) und 10 pL Chlor-
ameisensaureethylester (0,1 mmol) zugegeben unkionsgenisiert. Nach Zugabe von 200
pL Dichlormethan (3,1 mmol) wurde nochmals homogieni. AnschlieRend wurde die
organische Phase (Dichlormethan, unten) aufgenomormeh davon 0,5 pL in das GC
(ChirasilL-Val, Saule C) injiziert™’ Temperaturprogramm Tyrosin: 150 °C / 3min — 0,5 °C
min — 200 °C / 10 min. Tyrosin eluierte dabei drsit200 °C.

8.4 VALIDIERUNG

Einfluss der Injektionsmenge

Es wurden Lésungen unterschiedlicher Konzentragiidh mmol/L, 1 mmol/L, 0,5 mmol/L,
0,1 mmol/L, 0,05 mmol/L, 0,01 mmol/L, 0,005 mmol@,001 mmol/L, 0,0005 mmol/L und
0,0001 mmol/L) vonDL-Tyr(FI4) in verdinnter HCL (0,1 mol/L) hergestellie 100 pL
dieser Lésungen wurden bei 110 °C im Stickstoffetrdurch Verdampfen getrocknet, als
N,O-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert und anschlieend in geh@0Q pL Toluol aufgenommen.
Jeweils 1 pL dieser Losungen wurden ins GC (Chitadfal, Saule D) und GC/MS
(Chirasili-Val, Saule D) injiziert. DeD-Enantiomerenanteil wurde Uber die Peakflachen

berechnet.
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Angereichertes DL-Tyrosin

Es wurden Losungen voDL-Tyr(Fl4), L-Tyr(FIO) und D-Tyr(FIO) der Konzentration 10
mmol/L in verdiinnter HCI (0,1 mol/L) hergestelltieDL6sungDL-Tyr(FI4) wurde mit je 1
%, 0,5 % und 0,2 %O-Tyr(FIO) oderL-Tyr(FIO) angereichert. 100 puL dieser Losungen
wurden je in ein sauberes, ausgegluhtes Derivaiisgsglaschen gegeben und bei 110 °C im
Stickstoffstrom durch Verdampfen getrocknet, BI©-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert und
anschlieBend in 100 puL Toluol aufgenommen. 1 plseliddsungen wurden mittels GC
(ChirasilL-Val, Saule D) bestimmt. Deb-Enantiomerenanteil wurde Uber die Peakflachen

berechnet.

Mischungen von D- und L-Tyrosin

Es wurden Lésungen vob-Tyr(Se0) undL-Tyr(SiO) der Konzentration 10 mmol/L in
verdunnter HCI (0,1 mol/L) hergestellt. Aus den p8tandardldsungen wurden Mischungen
von 100 - 0 % D-Tyrosin bzw. 0 — 100 %L-Tyrosin nachTabelle 8-2hergestellt. 100 pL
jeder Losung wurden je in ein sauberes Derivatisigsglaschen gegeben, bei 110 °C im
Stickstoffstrom durch Verdampfen getrocknet, BI©-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert und
anschlielend in 100 pL Toluol aufgenommen. 1 plselid6sungen wurden mittels GC
(Chirasil-D-Val Saule A und Chirasil-Val Séaule C) bestimmt. DeD- bzw. L-

Enantiomerenanteil wurde jeweils Uber die Peak#adberechnet.

Tabelle 8-2: Mischungsverhaltnisse, hergestellt aus den Standardlésungen D-Tyr(Se0)
und L-Tyr(Si0).

Standardlésungen Mischungsverhéaltnisse

I v v o vVE VIE VIE IX X XE XIE X IXV
D-Tyrosin [%] 100 99 95 90 80 70 60 50 40 30 20 10 1 0
L-Tyrosin [%] 0 1 5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 99 100
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8.5 KRISTALLISATION VON TYROSIN

Untersuchung der Tyrosin-Proben auf Aminosaureverun reinigungen

Qualitativ: Ungefahr 5 mg der entsprechendBn, L- und DL-Tyrosin-Proben wurden
jeweils in ein sauberes, ausgeglihtes Derivatisggglaschen gegeben und BHI©-TFA/O-
Et-Derivat derivatisiert. Die Proben wurden in 5Q fioluol und 20 pL Dichlormethan
aufgenommen und 1 pL in das GC/MS (Lipodex E, SE)l@jiziert. Temperaturprogramm:
70°C /8 min-25°C/ min-95 °C — 3,5 °C / mi85 °C. Der Lauf dauerte insgesamt 48
min, dabei wurde in der Zeit 35 - 39 min der loneatd (Massenpeaks von Tyrosin)
ausgeblendet.

Quantitativ: 1 mg der entsprechend@n, L- und DL-Tyrosin-Proben wurden jeweils in ein
sauberes, ausgeglihtes Derivatisierungsglascheabgeg 25 pLD-Aminosaure-Standard
(Tabelle 8-3 wurde zu der- undDL-Tyrosin-Proben sowie 25 pll-Aminosaure-Standard
(1:10 verdunnt) zu deB-Tyrosin-Proben zugegeben. Die Proben wurden ickSthffstrom

durch Verdampfen getrocknet, &lsO-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 50 pL Toluol und
20 pL Dichlormethan aufgenommen und anschlielBgnd ihs GC/MS (Lipodex E, Saule H)

injiziert. Temperaturprogramm und Massenaus-blegduie oben.
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Tabelle 8-3: Verwendeter L- und D-Standard. Der L-Standard wurde bei der Firma
Sigma-Aldrich kauflich erworben, der Fehlerbereich liegt bei + 4 %. Der D-Standard
wurde durch Einwiegen von  D-Aminosauren und Ruckkalibrieren Uber den L-Standard
(1:10 verdiinnt) hergestellt.

L-Standard (Sigma-Aldrich) D-Standard
Aminosauren Mol.Gew. [g/mol] | Konz. [umol/mL] Konz. [mg/L] Konz. [mg/mL]
Alanin 89,10 2,50 22,28 21,67
Valin 117,20 2,50 29,30 29,48
Threonin 119,10 2,50 29,78 29,40
Isoleucin 131,20 2,50 32,80 36,14
Leucin 131,20 2,50 32,80 37,92
Serin 105,10 2,50 26,28 30,16
Prolin 115,10 2,50 28,78 42,10
Asparaginsaure 133,10 2,50 33,28 37,58
Cystein 121,20 30,30 29,29
Methionin 149,20 2,50 37,30 45,77
Phenylalanin 165,20 2,50 41,30 53,16
Glutaminsaure 147,10 2,50 36,78 36,02
Tyrosin 181,20 2,50 45,30 51,95
Ornithin 132,20 33,05 36,91
Lysin 146,20 2,50 36,55 37,53
Arginin 174,20 2,50 43,55 37,78
Histidin 155,20 2,50 38,80 42,75
Glycin 75,10 2,50 8,65

Verwendetes Wasser

Fur die Kristallisationen wurde demineralisiertesadder, HPLC-gradientenreines Wasser
(Fisher Scientific) oder Millipor-Wasser (Instituterwendet. Es konnten dabei aber keine
Unterschiede wahrend der Kristallisation festgésteérden. Das pH-Meter wurde vor der
Verwendung mit Eich-Puffern pH 6,88 und 4,01 eingkts Die Bestimmung der pH-Werte

ergab folgendes:

Demineralisiertes Wasser: 6,06 6,29 6,19 6,22
HPLC-gradientenreines Wasser: 6,30 6,15
Millipor-Wasser: 6,11 6,13 6,03
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Bestimmung des Kristallisationsverlaufs in H 20 — enantiomer labelling

Jeweils 10 mmol/L Tyrosin-Losungen wurden hergéstebzu wurden 90,59 mg (0,5 mmol)
der Tyrosin-Proben in druckfeste Glaschen (100 mhyewogen, 50 mL Wasser zugegeben,
mit einem Teflon-Schraubdeckelverschluss verscblovssnd unter Rihren im siedenden
Wasserbad genau 10 Minuten erhitzt. Dabei |6std slas Tyrosin vollstdndig auf.
AnschlieRend wurden die verschlossenen Glaschedeanit.6sungen in einem Wasserbad bei
20 °C innerhalb von 10 Minuten abgekihlt und beiG (Kuhlschrank) bzw. 20 + 1 °C
(klimatisierter Raum, ohne Thermostat) auskristagti.

Fur den Anfangswert wurde sofort und fur den Kiistationsverlauf nach definierten
Zeitabstanden jeweils eine reprasentative Probeoemhen. Dazu wurden unter Ruhren 250 -
300 pL von der Kristallsuspension mit einer Eppefaipette enthommen und zentrifugiert.
Die Uberstehende Lésung wurde abgetrennt und da®bn pL in ein sauberes
Derivatisierungsglaschen gegeben. 50 PiTyrosin-Standard wurde zu ddo-Tyrosin-
Proben und 50 pL-Tyrosin-Standard zu ddb-Tyrosin- undDL-Tyrosin-Proben zugegeben.
Die Proben wurden bei 110 °C im Stickstoffstromafiuerdampfen getrocknet, ai§O-
TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 100 puL Toluol aufganmen und anschlieend 0,5 pL in
den Gaschromatographen (Chirdsi\fal, Saule C) injiziert.

Die verwendeten Standardsubstanzen sinichielle 8-4angegeben. Zur Bestimmung d2s
Enantiomerenanteils der Tyrosin-Standardsubstamaegden jeweils 100 pL im bei 110 °C
Stickstoffstrom durch Verdampfen getrocknet, )& TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 100
puL Toluol aufgenommen und anschlieRend 0,5 pL m @aschromatographen injiziert. Fur
die D-Standards wurde Chiradil-Val (Saule A) und fur did.-Standards Chirasll-Val
(Saule C) verwendet. Die genauen Kristallisatiodsigungen sind iTabelle 8-5gegeben.

Tabelle 8-4: D- und L-Tyrosin-Standard

Standard Probe Einwaage 0,1 mol/L HCI[mL] Konz. [mg/L] EF
[mg]

D-Tyr | D-Tyr(Se0) 6,65 3,5 1900,00 98,85
D-Tyr Il D-Tyr(FIO0) 6,28 3,5 1794,29 99,92
D-Tyr llI D-Tyr(FI0) 6,29 3,5 1797,14 99,97
L-Tyr | L-Tyr(Si0) 6,40 3,5 1828,57 0,00
L-Tyr Il L-Tyr(Si0) 6,25 3,5 1785,71 0,10
L-Tyr lll L-Tyr(FI0) 6,37 3,5 1820,00 0,13
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Tabelle 8-5: Kristallisationsbedingungen far die Be stimmung des
Kristallisationsverlaufs von  D-, L-, DL- und D+L-Tyrosin.

Probe Wasser Kristallisations- Standard
temperatur [C]

D-Tyr(FIO) demin. 6 L-Tyr I, L-Tyrll ab 48 h
L-Tyr(Si1) demin. 6 D-Tyr I, D-Tyrll ab 48 h
DL-Tyr(Sel) demin. 6 L-Tyr |, L-Tyrll ab 48 h
D-Tyr(Se0) demin. 201 L-Tyrll

D-Tyr(FIO) demin. 201 L-Tyr I, L-Tyrll ab 48 h
D-Tyr(FI1) demin. 201 L-Tyrll

L-Tyr(Si0) demin. 201 D-Tyrll

L-Tyr(Si1) demin. 201 D-Tyr I, D-Tyrll ab 48 h
L-Tyr(FIO) HPLC grade 201 D-Tyrlll

L-Tyr(Se0) HPLC grade 201 D-Tyrlll

L-Tyr(Sa0) HPLC grade 201 D-Tyrlll

DL-Tyr(Sel) demin. 201 L-Tyr I, L-Tyrll ab 48 h
DL-Tyr(FIO) HPLC grade 201 L-Tyrlll
D-Tyr(FIO)+L-Tyr(Si0) HPLC grade 20+1 L-Tyrlll

D-Tyr(FIO) Deuteriumoxid 20+1 L-Tyrlll

L-Tyr(Si0) Deuteriumoxid 20+1 D-Tyrlll

L-Tyr(FIO) Deuteriumoxid 20+1 D-Tyrlll

Bestimmung des Kristallisationsverlaufs in D 20 — enantiomer labelling

Jeweils 10 mmol/L Tyrosin-Lésungen wurden hergéstehzu wurden 18,12 mg (0,1 mmol)
von D-Tyr(FIO), L-Tyr(FIO) undL-Tyr(SiO) in druckfeste Glaschen (25 mL) eingewqged
mL Deuteriumoxid zugegeben, mit einem Teflon-Schdmckel-verschluss verschlossen und
unter Riahren im siedenden Wasserbad genau 10 Miruketzt. Dabei I6ste sich das Tyrosin
vollstandig auf. AnschlieBend wurden die Lésungeden verschlossenen Glaschen in einem
Wasserbad bei 20 °C innerhalb von 10 Minuten abigiekind bei 20 + 1 °C (klimatisierter
Raum, ohne Thermostat) auskristallisiert.

Fur den Anfangswert wurde sofort und fir den Kiisationsverlauf nach definierten
Zeitabstanden jeweils eine reprasentative Probeoamnhen. Dazu wurden unter Rihren 150
pL von der Kristallsuspension mit einer Eppendgdie entnommen und zentrifugiert. Die
Uberstehende Losung wurde abgetrennt und davon 20 ip ein sauberes
Derivatisierungsglaschen gegeben. 500uTyrosin-Standard@-Tyr 11, Tabelle 8-4 wurde

zu denL-Tyrosin-Proben und 50 pL-Tyrosin-StandardL(-Tyr Ill, Tabelle 8-4 zu denD-
Tyrosin-Proben zugegeben. Die Proben wurden amf#id bei 110 °C im Stickstoffstrom
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durch Verdampfen getrocknet, di§O-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 100 pL Toluol
aufgenommen und 0,5 pL in den Gaschromatographeinail-L-Val, Saule C) injiziert.
Die Bestimmung des Kiristallisationsverlaufs erfalgD,O analog dem in 0. Die genauen

Kristallisationsbedingungen sind Trabelle 8-5angegeben.

Bestimmung der Enantiomerenverhaltnisse in Tyrosin- Racematen wahrend der

Kristallisation

DL-Tyr(Sel) (I) und DL-Tyr(FIO) (I): Jeweils 10 mmol/L Tyrosin-Losungen wurden
hergestellt. Dazu wurden je 90,59 mg (0,5 mnil)}Tyrosin in ein druckfestes Glaschen
(100 mL) eingewogen, 50 mL WassebL(Tyr(Sel): demin., DL-Tyr(FI0): HPLC-
gradientenrein) zugegeben, mit einem Teflon-Schdadkelverschluss verschlossen und
unter Ruhren im siedenden Wasserbad genau 10 Mirukgtzt. Dabei I6sten sich die Proben
vollstdndig auf. AnschlieRend wurden die versctdass Glaschen mit den Lésungen in
einem Wasserbad bei 20 °C innerhalb von 10 Minwkegeklhlt und in einem weiteren
Wasserbad bei 20 £ 1 °C (klimatisierter Raum, ohinermostat) auskristallisiert.

Fur den Anfangswert wurde sofort und fur den Kiistationsverlauf nach definierten
Zeitabstanden jeweils eine reprasentative Probeoemhen. Dazu wurden unter Ruhren 250 -
300 pL von der Kristallsuspension mit einer Eppefapette enthommen und zentrifugiert.
Die Uberstehende Losung wurde abgetrennt und da¥©@ pL in ein sauberes
Derivatisierungsglaschen gegeben. Anschlielend evudie Losung bei 110 °C im
Stickstoffstrom durch Verdampfen getrocknet, dJ©-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 100
pL Toluol aufgenommen und anschlieend 0,5 pL im @aschromatographen (Chiralst-
Val, Saule C) injiziert.

Ein Teil der Kristallsuspension voDL-Tyr(Sel) undDL-Tyr(FI0) wurde nach beendigter
Kristallisation mittels Filter-Eppendorfspitze fikrt, mit eisgekihltem Wasser gewaschen
und die Kristalle mit verdiinnter Salzsaure (0,1 /ijovom Filter gelost. BeDL-Tyr(FIO)
wurde ein weiterer Teil der Kristallsuspension naokendigter Kristallisation mittels
Membranfilter filtriert, wiederum mit eisgekihltedvasser gewaschen und die Kristalle mit
verd. Salzsaure (0,1 mol/L) vom Filter gelost. Digyrosin-LOsungen wurde im
Stickstoffstrom bei 110 °C durch Verdampfen getrak als N,O-TFA/O-Et-Derivat
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derivatisiert, in 100 pL Toluol aufgenommen und Q& in den Gaschromatographen
(ChirasilL-Val, Saule C) injiziert.

DL-Tyr(Sel) (II) und DL-Tyr(FIO) (I): Jeweils 10 mmol/L Tyrosin-Losungen wurden
hergestellt. Dazu wurden 36,24 mg (0,2 mnial)}Tyr(Sel) in ein druckfestes Glaschen (50
mL) eingewogen und 20 mL HPLC-gradientenreines \&agsgegeben, weiterhin wurden
90,59 mg (0,5 mmolpPL-Tyr(FIO) in ein druckfestes Glaschen (100 mL) ewggen und 50
mL HPLC-gradientenreines Wasser zugegeben. BeidscBén wurden jeweils mit einem
Teflon-Schraubdeckelverschluss verschlossen undr urtihren im siedenden Wasserbad
genau 70 Minuten erhitzt. Dabei I6sten sich diebBProvollstdndig auf. Von den heif3en
Loésungen wurden jeweils 800 pL in 1 mL-GlasviaBL{Tyr(Sel): 12 Stiuck undL-
Tyr(FI0): 26 Stick) aufgeteilt. Fir den Anfangswertirden sofort 4 der 1 mL-Glasvials
verwendet und jeweils 50 pL der Lésungen BI©-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert und
gaschromatographisch bestimmt (ChirdasMal, Saule C). In einem klimatisierten Raum
kristallisierten dann die restlichen Proben t g2l °C (ohne Thermostat) aus.

Nach 408 Stunden beDL-Tyr(Sel) und 648 Stunden béL-Tyr(FIO) wurden die
Kristallisationslosungen von den Kristallen Gberrveanfiltern abgetrennt (b&L-Tyr(Sel)
von 9 Stuck und beDL-Tyr(FIO) von 20 Stiick) und davon jeweils 50 pLam sauberes
Derivatisierungsglaschen gegeben. Die Lésungen avurdh Stickstoffstrom bei 110 °C
durch Verdampfen getrocknet, al$,O-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 30 puL Toluol
aufgenommen und anschlieRend jeweils 0,5 pL in@aschromatographen (ChirakHval,
Saule C) injiziert.

Die Kristalle wurden aus den jeweils 6 auskrissaliten und zurtickgebliebenen 1 mL-
Glasvials bestimmt. Die Kristallsuspension wurdebadazentrifugiert, die Uberstehende
Kristallisationslosung verworfen, mit eisgekuhlterlPLC-gradientenreinem Wasser
gewaschen und wiederum die Kristalle von der Losmmgels Zentrifugieren abgetrennt.
Ungefahr 5 mg der Kristalle wurden in ein saubddesivatisierungsglaschen gegeben, im
Stickstoffstrom bei 110 °C durch Verdampfen getratk als N,O-TFA/O-Et-Derivat
derivatisiert, in 100 pL Toluol aufgenommen und Q& in den Gaschromatographen
(ChirasilL-Val, Saule C) injiziert.

DL-Tyr(FIO) +D-Tyr(FIO) und DL-Tyr(FIO)+L-Tyr(FI0): Jeweils 10 mmol/L Tyrosin-
Losungen wurden hergestellt. Dazu wurden jeweild28ng (0,1 mmolP-Tyr(FI0) undL-
Tyr(FIO) in ein druckfestes Glaschen (25 mL) einggen und 10 mL HPLC-gradientenreines
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Wasser zugegeben. Beide Glaschen wurden jeweils rmihem  Teflon-
Schraubdeckelverschluss verschlossen und untereRihr siedenden Wasserbad genau 15
Minuten erhitzt, bis sich die Proben vollstandidgalost hatten.

88,78 mg (0,49 mmolpL-Tyr(FIO) wurden jeweils in zwei druckfeste Glasoh@00 mL)
eingewogen, zum ersten wurde 1 mL ()% er D-Tyr(FIO)-L6sung und zum zweiten 1 mL
(2 %y) derL-Tyr(FIO)-Losung pipettiert und jeweils 49 mL HPLgZadientenreines Wasser
zugegeben. Beide Glaschen wurden jeweils wieder nmginem  Teflon-
Schraubdeckelverschluss verschlossen und untereRiihr siedenden Wasserbad genau 70
Minuten erhitzt. Von den heif3en Losungen wurderejesa800 pL in 1 mL-Glasvials (jeweils
15 Stick) aufgeteilt. Fir den Anfangswert wurdefodojeweils 4 der 1 mL-Glasvials
verwendet und jeweils 50 uL der Lésungen BIO-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert und
gaschromatographisch bestimmt (ChirdsMal, Saule C). In einem klimatisierten Raum
kristallisierten dann die restlichen Proben beiZD°C (ohne Thermostat) aus.

Nach 648 Stunden wurde die Kristallisationslosung den Kristallen iber Membranfiltern
abgetrennt (beDL-Tyr(FI0)+D-Tyr(FIO) von 6 Stick und bé&L-Tyr(FIO)+L-Tyr(FIO) von 8
Stuck) und davon jeweils 50 pL in ein sauberes \éigsierungsglaschen gegeben. Die
Losungen wurden im Stickstoffstrom bei 110 °C dukéérdampfen getrocknet, aN,O
TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 30 pL Toluol aufgenomn und anschliel3end jeweils 0,5
uL in den Gaschromatographen (ChirdsNal, Saule C) injiziert.

Die Kristalle wurden aus den jeweils sechs ausMtisterten und zurtickgebliebenen 1 mL-
Glasvials bestimmt. Die Kristallsuspensionen wurdkatei zentrifugiert, die tUberstehende
Kristallisationslosung verworfen, mit eisgekihlterHPLC-gradientenreinen Wasser
gewaschen und wiederum die Kristalle von der Losomtels Zentrifugieren abgetrennt.
Ungefahr 5 mg der Kristalle wurden in ein saubddesivatisierungsglaschen gegeben, im
Stickstoffstrom bei 110 °C durch Verdampfen getramk als N,O-TFA/O-Et-Derivat
derivatisiert, in 100 pL Toluol aufgenommen und @& in den Gaschromatographen
(ChirasilL-Val, Saule C) injiziert.

DL-Tyr(FlO)-Kristallitsuspension, ohne Erhitzen: Eine 10 mmol/L Tyrosin-
Kristallitsuspension wurde hergestellt. Dazu wur@8rb9 mg (0,5 mmollpL-Tyr(FI0) in ein
druckfestes Glaschen (100 mL) eingewogen, 50 mL CEHgtadientenreines Wasser
zugegeben und mit einem Teflon-Schraubdeckelvarsshl verschlossen. Die
Kristallitsuspension wurde in einem Wasserbad Bet 2 °C temperiert (ohne Thermostat).
Durch das Rihren erwarmte sich das Wasserbad ddch &uf 25 + 1 °C.
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Nach 648 h wurde die Kristallittdsung von den KalBten Gber Membranfilter abgetrennt
und davon jeweils 50 pL in vier saubere Derivatigsigsglaschen gegeben. Im
Stickstoffstrom wurden bei 110 °C die Proben dukéérdampfen getrocknet, alN,O
TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 30 uL Toluol aufgenoman und anschlie3end jeweils 0,5
ML in den Gaschromatographen (ChirdsMal, Saule C) injiziert. Fir den Anfangswert
wurde hier ungefdhr 5 mg vobL-Tyr(FIO) als N,O-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert und

gaschromatographisch bestimmt.

D-Tyr(FIO) +L-Tyr(Si0): Eine 10 mmol/L Tyrosin-L6sung wurde hergestellazD wurden
jeweils 45,30 mg (0,25 mmolp-Tyr(Si0) und 45,30 mg (0,25 mmob-Tyr(FI0) in ein
druckfestes Glaschen (100 mL) eingewogen, 50 mL CEHgtadientenreines Wasser
zugegeben, mit einem Teflon-Schraubdeckelverschhesschlossen und unter Rihren im
siedenden Wasserbad genau 10 Minuten erhitzt. Dé$tein sich die Proben vollstandig auf.
Anschlie3end wurde das verschlossene Glaschenemit.dsungen in einem Wasserbad bei
20 °C innerhalb von 10 Minuten abgekuhlt und ineeinweiteren Wasserbad bei 20 £ 1 °C
(klimatisierter Raum, ohne Thermostat) auskristagfi.

Fur den Anfangswert wurde sofort und fur den Kiistationsverlauf nach definierten
Zeitabstanden jeweils eine reprasentative Probeoennen. Dazu wurden unter Ruhren 250 -
300 pL von der Kristallsuspension mit einer Eppefailpette enthommen und zentrifugiert.
Die Uberstehende Losung wurde abgetrennt und dat®@ pL in ein sauberes
Derivatisierungsglaschen gegeben. Im Stickstoffstnourde bei 110 °C die Probe durch
Verdampfen getrocknet, aldN,O-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 100 pL Toluol
aufgenommen und anschlielend 0,5 pL in den Gasettogmaphen (Chirasl-Val, Séaule C)
injiziert.

Ein Teil der Kristallsuspension wurden nach beetdigKristallisation mittels Filter-
Eppendorfspitzen filtriert, mit eisgekihltem Wasgewaschen und die Kristalle mit HCI (0,1
mol/L) vom Filter gel6st. Ein zweiter Teil wurde ttels Membranfilter filtriert, wiederum mit
eisgekuhltem Wasser gewaschen und die Kristallevend. Salzsaure (0,1 mol/L) vom Filter
gelést. Die Tyrosin-Lésungen wurde im Stickstofistr bei 110 °C durch Verdampfen
getrocknet, altN,O-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 100 pL Toluol aufgenmen und 0,5
ML in den Gaschromatographen (ChirdsNal, Saule C) injiziert.

148



8.6 BESTIMMUNG DER RACEMISIERUNG VON ALANIN

Erhitzung in einer Glasampulle

Jeweils 100 mmol/L Alanin-Lésungen wurden hergdistebzu wurden jeweils 178,18 mg (2
mmol) D-Ala(Si0), L-Ala(Si0) undDL-Ala(Me0) in 20 mL Millipor Wasser geldst und der
pH-Wert mit pH Indikatorstdbchen 0 - 6 und 0 - B&timmt.

Anfangswert : Je 50 pL der Losungen wurden im Stickstoffstrom b0 °C durch
Verdampfen getrocknet, aldN-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 150 pL Toluol
aufgenommen und anschlieBend 0,5 pL in den Gasettogmaphen@-Alanin: ChirasilD-
Val, Séaule AL- undDL-Alanin: ChirasilL-Val, Saule C) injiziert.

Erhitzung: 500 pL der Losungen wurden jeweils in einer Glgsaie unter Vakuum
versiegelt. Die Losungen wurden dann naalelle 8-6erhitzt und abgekihlt. Anschlielend
wurde der pH-Wert mit pH Indikatorstdbchen 0 - & uh- 14 bestimmt. Jeweils 50 uL der
Lésungen wurden in ein Derivatisierungsglascheregeg und im Stickstoffstrom bei 110 °C
durch Verdampfen getrocknet, alé-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 150 pL Toluol
aufgenommen und anschlieRend 0,5 pL in den Gasetogmaphen@-Alanin: ChirasilD-
Val, Séaule AL- undDL-Alanin: ChirasilL-Val, Saule C) injiziert.

Erhitzung mit Edelstahl: Je 500 uL der Losungen mit einem Stiick Edelstadmidge 5 mm,
@ 2 mm) wurden in einer Glasampulle unter Vakuumsiegelt. Die Losungen wurden dann
nach Tabelle 8-6 erhitzt und abgekuhlt. AnschlieRend wurde der pEHWmMIt pH
Indikatorstabchen 0-6 und O - 14 bestimmt. JesvBD pL der Lésungen wurden in ein
Derivatisierungsglaschen gegeben im Stickstoffstroei 110 °C durch Verdampfen
getrocknet, alsN-TFA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 150 pL Toluol aufgenmen und
anschlie3end 0,5 pL in den GaschromatograpbeAlénin: ChirasilD-Val, Saule A;L- und
DL-Alanin: ChirasilL-Val, Saule C) injiziert.
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Tabelle 8-6: Erhitzung und Abkihlung der Glasampull en mit den 100 mmol/L
Lésungen von D-Ala(Si0), L-Ala(Si0) und DL-Ala(Me0)

Zeit [min] Temperatur [C]
10 150 Heizblock
5 230 GC-Ofen
5 20 Wasserbad
20 0 Eisbad

Simulation der hydrothermalen Bedingungen

Eine 100 mmol/LDL-Alanin-Lésung wurde hergestellt. Dazu wurden 28729 (3 mmol)
DL-Ala(Me0) in 30 mL Millipor Wasser geldst und ddd{Wert mit pH Indikatorstédbchen O -
6 und O - 14 bestimmt. Fur den Anfangswert wurBl@ruL der Lésung im Stickstoffstrom
bei 110 °C durch Verdampfen getrocknet, [l FA/O-Et-Derivat derivatisiert, in 150 pL
Toluol aufgenommen und anschlie3end 0,5 pL in dasc@romatographen (Chirasival,
Saule C) injiziert. 20 mL debL-Ala(Me0)-Lésung wurden in eine 25 mL-Flasche gegeb
diese stand in einem 0 °C Wasserbad. Die Flussigkeide mit einer HPLC-Pumpe (3,5
mL/min, ~ 125 bar) durch eine EdelstahlkapillarB 0,25 mm, Lange 150 cm) gepumpt,
welche durch einen 230 °C hei3en GC-Ofen lauft amdEnde eine Verengung (Spruhdise)
hatte. Diese Spruhdise fuhrt wieder zurtick in derl-Flasche. Der Kreislauf wurde eine
Stunde durchgefuhrt. Der Versuchsaufbau ist Abbildung 5-15 dargestellt. Die

Versuchsbedingungen sindTiabelle 8-7zusammengefasst.

Tabelle 8-7: Angaben zum Versuchsaufbau und den Ver  suchsbedingungen. Das

Volumen wurde jeweils mit der Formel V= mrr®-h berechnet.
Bedingungen Volumen
DL-Ala(Me0) 100 mmol/L 20 mL
Durchlauf der DL-Alanin Lésung 1 Stunde; 3,5 mL/min (= 10 x)
Edelstahlkapillare insg. ID 0,25 mm, Lange 160 cm 78,5 UL
Edelstahlkapillare von Pumpe bis Ofen ID 0,25 mm, Lange 25 cm
Edelstahlkapillare im 230 C Ofen ID 0,25 mm, Lédnge 120 cm 58,9 uL

Edelstahlkapillare von Ofen bis Spriuhdise/Flasche (0 ID 0,25 mm, Lange 15 cm
C)

Verweilzeit der Losung insg. bei 230 T =10 min
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8.7 DEUTEROLYSE VON POLYPEPTIDEN

Ausgangssubstanzen

Die fur die Peptidsynthese vorgesehenen Ausgangssuten (Fmo®-Glu(Ot-Bu)-OH,
FmocLi-Glu(Ot-Bu)-OH, Fmocb-Lys(Boc)-OH und Fmod-Lys(Boc)-OH) wurden uns
vom EMG microcollections GmbH von Prof. Wiesmulléir die quantitative Analyse der
Enantiomerenanteile zur Verfugug gestellt. Vonralleer Proben wurde jeweils eine Losung
von 2,5 pg/uL in Dichlormethan hergestellt.

Abspaltung der Fmoc-Gruppe

20 pL der Probe wurde mit 100 pL Dichlormethan ud@d pL Piperidin versetzt,
homogenisiert und 10 Minuten bei Raumtemperatuiagget. AnschlieRend wurde das
Uberschissige Reagenz bei Raumtemperatur im Stitd¢sdbm durch Verdampfen entfernt.

Deuterolyse

Zum Vergleich der Deuterolysebedingungen wurdentaiekenen Ausgangsproben (ohne
Fmoc) mit 200 uL DCI (6 mol/L BD) versetzt und 8, 24 oder 48 Stunden bei 110 h@zer
Die Proben wurde anschlieend mit deuterierten &eagn als N-TFA/O-Et-Derivat

derivatisiert.
Bei Polydl-Lysin (50 pL einer 1 pg/uL wassrigen Losung) egfeldie Hydrolyse tber 24

Stunden mit 200 pL HCI (6 mol/L 3®@) und die anschlieRende Derivatisierung Id|8-
TFA/O-Et-Derivat.
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Derivatisierung mit deuterierten Reagenzien als N(O ,S)-TFA/O-Et-Derivat

15 % Acetylchlorid in Ethanol-d;: 4 mL Ethanol-d wurden im Eisbad gekuhlt und
anschlieBend langsam 600 pL Acetylchlorid zugegeben

Veresterung: 100 pL einer Lésung von 15 \26Acetylchlorid in Ethanol-d wurde zur
trockenen Probe (ohne Fmoc) gegeben und 30 Mirhaefl10 °C erhitzt. Das Uberschissige
Derivatisierungsreagenz wurde anschlieBend untemneiStickstoffstrom bei 110 °C durch

Verdampfen entfernt.

Acetylierung: Die trockene Probe wurde mit 100 pL Dichlormethand 6 Tropfen
Trifluoressigsaureanhydrid~(50 pL) versetzt und 10 Minuten bei 110 °C erhi2as
Uberschissige Derivatisierungsreagenz wurde aefehid bei Raumtemperatur im
Stickstoffstrom durch Verdampfen entfernt.

Die trockene Probe wurde in 100 mL Toluol aufgenamnund fir die GC/MS-Injektion
verdunnt. Die Lésung sollte dabei eine Konzentratton ungeféahr 25 nmol/L haben, 1 pL

wurden jeweils injiziert.
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8.8 CHIRALE SELEKTOREN

Anbindung von DNP-D- und DNP-L-Alanin an Silica

Die Synthesen wurden nach Literateftdurchgefiihrt.

Aminopropylsilica: *"® Zu 4 g Nucleosil-300 (PartikelgréRe 5 um, Porefgr800 A)
wurden 20 mL absolutes Toluol zugegeben und im Makwbei 70 °C abrotiert. Dieser
Vorgang wurde zum vollstdndigen Trocknen des N800 drei Mal durchgefiihrt.

20 mL absolutes Toluol wurden zum trockenen Nudl&80 und 8 mL 3-Aminopropyl-
trimethoxysilan (45,8 mmol) gegeben, als Katalysatarden 240 pLtert.-Butylamin und
eine Spatelspitze 4-Dimethylaminopyridin (DMAP) etiggt. Die Suspension wurde 48
Stunden bei 90 °C rotiert, dann filtriert, mit ToluMethanol und Diethylether gewaschen

und anschlie3end bei 20 °C getrocknet.
Elementaranalyse: sief@abelle 6-1

FDNP-L-Alanin: *" 668 mgL-Alanin (7,5 mmol) und 1,5 g Natriumhydrogencarbona
(NaHCQs) wurden in 37 mL HPLC-gradientenreinem Wasser gelind zu 1,5 g von 1,5-
Difluor-2,4-dinitrobenzol (DFDNB, 7,5 mmol), gelost 37 mL Aceton, bei Raumtemperatur
in 30 Minuten zugetropft. AnschlieRend wurde 4 Stmbei 10 °C gerthrt und am Ende der
Reaktionszeit kurz auf 50 °C erhitzt. Nach dem Ablkii wurde das Reaktionsgemisch mit 2
mol/L HCI angesauert (pH 3), das Losungsmittel abround die ausgefallene Substanz in
Wasser aufgenommen. Der pH-Wert wurde mit NaBH@a pH 8 eingestellt und die Losung
zwei Mal mit Diethylether ausgeschiuttelt. Die wigsiPhase wurde erhitzt und der pH-Wert
der heiBen Losung mit 2 mol/L HCI auf pH 2 -3 asgllt. Der entstandene gelbe
Niederschlag wurde nach dem Abkuhlen filtriert, ménig Diethylether gewaschen und tber
CaCl getrocknet. Die Etherphase wurde verworfen.

FDNP-D-Alanin wurde analog hergestellt.

'H-NMR von FDNPL-Alanin (CHOD): § 1,50 (d, 3 H, €l3,); 4,3 (m, 1 H, €l); 6,9 (d, 1 H,
C(NO,)-CH); 9,0 (d, 1 H, CF-@&)
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ESI-MS (FDNPL-Alanin): m/z = 274,0 [M+H]

APS-DNP-L-Alanin: 579 mg FDNPL:-Alanin (2 mmol) und 360 mg NaHGQvurden in
35 mL HPLC-gradientenreinem Wasser und 70 mL Diylsthfoxid (DMSO) geldst. 1,8 g
Aminopropylsilica (0,56 mmol N) wurden zugegeberd @2 Stunden bei 40 °C rotiert. Das
modifizierte Silica wurde filtriert, mit HPLC-gragéintenreinem Wasser und Aceton
gewaschen und anschlielend Uber gg€lrocknet.

APS-DNPD-Alanin wurde analog hergestellt.

Elementaranalyse: sieA@abelle 6-1

Packen von Kapillarsaulen

Kapillarsaule mit gebrannter Fritte fir die Micro-H PLC: Siehe auchAbbildung 8-1. 1)
Eine unbehandelte Fused-Silica-Kapillarsaule (1@0IR) wurde an einem Ende ca. 2 cm mit
einer Suspension aus nativem Kieselgel (10 um) Wadser durch Kapillarkrafte gefullt.
Nach dem Trocknen des Silicas wurden zwei vorl@uftgitten mit einem Frittenbrenner
(weil3-orange gluhender Metalldraht, 45 s) gebra2nEine Suspension aus 10 mg des DNB-
D-Alanin-Silica oder DNBE-Alanin-Silica und 100 mL Methanol wurde Uber eipcBs-
Wege-Ventil in eine Vorratsschleife und unter Dr8ykam HPLC-Pumpe, 340 bar) in die
Kapillarsédule gefillt (Packungsdauer 120 Minutedyr Erh6hung der Partikeldichte befand
sich die Saule wahrend des Packvorgangs im Ultedibetd. 3) Als Flie3mittel wurde HPLC-
gradientenreines Wasser verwendet, das auch wabemsnendgultigen Frittenbrennens (nicht
glihender Metalldraht, 5 x 30 s) die Kapillarsadlechstréomt, um eine VerschlieBung der
Frittenporen zu verhindern. 4) Die vorlaufige Fritwurde abgetrennt und unter Druck das
Uberschiussige Packmaterial entfernt. Mit einem fEroprauchender Salpetersdure wurde
neben der Fritte die Polyamid-Schicht entfernt umBeetektionsfenster zu erhalten.
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vorlaufige Fritten

/

1)
2)
— 10cm—+——20cm —
3) ;
v
4) |
UV-Fenster Fritte

Abbildung 8-1: Packvorgang einer Kapillarsdule mit gebrannter Fritte.

Kapillarsdule mit PEEK-Kopplung fur die Micro-HPLC/ ESI-MS: Eine Transferkapillare
(50 um ID, variabler Lange) wurde Uber eine PEEKzplang (mit Edelstahlsieb 1/32” von
Grom) an die zu packende Kapillarsdule (150 pm U@)schraubt. Die Saule wurde
anschlie3end mit einer Suspension aus 10 mg desDXEnin-Silica oder DNBE-Alanin-
Silica und 100 mL Methanol Uber ein Sechs-Wege-Vemtd unter Druck (Sykam HPLC-
Pumpe, 340 bar) tuber 120 Minuten gepackt. Zur dicHPackung befand sich die Saule
wéahrend des Packvorgangs wiederum im Ultraschalll#dd Flie3mittel wurde HPLC-
gradientenreines Wasser verwendet. AnschlieBendaemdie Kapillarsdule mit einer PEEK-
Kopplung, an die eine zweite Transferkapillare (6@ ID, variabler Lange) gekoppelt war,

verschlossen.
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ca. 50 cm, 50 um ID \ / ca. 50 cm, 50 um ID
Transferkapillare Transferkapillare

PEEK-Kopplungen
1/32”

Abbildung 8-2: Gepackte Kapillarsdule mit PEEK-Kopp  lungen und Transferkapillaren.
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Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die quantitatiz@antiomeranalytik vom-Aminoséuren
nach Derivatisierung unter Verwendung der enaniiatgen Gaschromatographie. Hierfur
wurden zunachst Proben von Tyrosin-Enantiomeren tRdcematen unterschiedlicher
Alterung und Herkunft (Institutsbestéande, kommdrziehaltliche Racemate verschiedener
Hersteller sowie ein an der Universitdt synthetis® Racemat) eingesetzt. Die
Derivatisierung der Proben erfolgte mit Acetylcidioin Ethanol fur die Carboxylgruppe und
Trifluoressigsaure fur die Aminogruppe, um die MHiigkeit der Verbindungen zu erhéhen.
Fur die gaschromatographischen Messungen wurdenasiiid-Val, ChirasilL-Val und
Lipodex E als chirale stationdre Phasen sowie éammenionisationsdetektor verwendet.
Um Aussagen uUber die Prazision der UntersuchunigenReproduzierbarkeit und eventuelle
systematische Fehler machen zu kdnnen, wurde dikdde validiert und im Fall von einem
Tyrosin-Racemat mit den Ergebnissen aus einer emeiinabhangigen Analysemethode
ohne vorherige Derivatisierung verglichen. Die Dtarelation erfolgte mit Hilfe der
enantioselektiven Kapillarelektrophorese und UVdbé&bn bei 200 nm unter Verwendung
von zwei unterschiedlichen chiralen Selektoren Re-CD, HS+-CD). Fir die Validierung
wurden Messungen zur Bestimmung der Enantiomereib@nhehrmals durchgefiihrt und
daraus Mittelwerte sowie absolute und relative &aatabweichungen berechnet. Dabei
wurde festgestellt, dass bei der Bestimmung deaméchen Tyrosin-Probe die Prazision der
Messungen mit ChirasiD-Val (GC), ChirasilL-Val (GC) sowie 2-HRx-CD (CE) und HS¢-

CD (CE) sehr hoch war, da fur deD-Enantiomerenanteil von 49,70 % die
Standardabweichung + 0,11 % betrug. Ein exaktesosigrRacemat mit jeweils 50 %
Enantiomerenanteil war kommerziell nicht erhaltlidbeshalb wurde von einer Arbeits-
gruppe des anorganischen Instituts der Univergitiingen racemisches Tyrosin synthetisiert
und fur diese Arbeit zur Verfigung gestellt. Diegesinte als nahezu racemisch bestimmt
werden. Desweiteren konnten jeweils iD- und L-Tyrosin Verunreinigungen des
entgegengesetzten Enantiomers von bis zu 0,1 %inmet akzeptablen Standardabweichung
mittels GC (ChirasiB-Val und Chirasilt-Val) nachgewiesen werden. Die Validierung des
Systems Aminosaure - Derivatisierung - GC wurde alié Quantifizierung der
Enantiomerenverhéltnisse in neun weiteren Racem@em Ala, Asp, Cys, Leu, Lys, Phe,
Pro und Ser) sowie der Menge an Verunreinigung #¢smin-Enantiomeren durch das

jeweilige Gegenenantiomer erweitert.
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Die validierte Methode wurde eingesetzt, um derstafiisationsverlauf bzw. die Loslichkeit
von Tyrosin-Enantiomeren und -Racematen in wassrigésung zu untersuchen. Die
Ergebnisse wurden mit Daten aus einer Publikatenglichen, in der ein Zusammenhang von
enantioselektiver Kristallisation und terrestrischidomochiralitdt von proteinogenen-
Aminosauren  diskutiert wird. Es wurden geringe Usthiede in den
Kristallisationsendpunkten von dr&-Tyrosin Proben (2,70 £ 0,20 mmol/L) und flbf
Tyrosin-Proben (3,09 + 0,05 mmol/L) festgestelliei Blen Racemat-Proben wurde eine
Erh6éhung ded -Tyrosin-Anteils in der Kristallisationslosung vahl — 2,3 % bestimmit.
Jedoch fielen die Differenzen und der Anstieg MoiTyrosin weit geringer als in der
Publikation beschrieben aus. Es zeigte sich, dasabhingig von der Frage, ob
Paritatsverletzungsenergiedifferenz und Homochéalniteinander verknlpft sind, die hier
vorgestellte Methode eine genauere Quantifizierdeig Enantiomerenverhaltnisse als die in
der Literatur angegebene Methode zuladsst. Eine ewgeitPublikation, in der der
Kristallisationsverlauf in Deuteriumoxid mit dem Wasser verglichen wird, scheint einen
Zusammenhang zwischen den Protonenkernspins in eVassd der bevorzugten
Kristallisation eines Enantiomers nahezulegen. dediel3 sich auch fur Kristallisationen in
Deuteriumoxid unter Verwendung der erwdhnten Kormatam aus Derivatisierung und
enantioselektiver GC an Chiragi#Val zeigen, dass im Rahmen der Messgenauigkeit kei
[6sungsmittelabhangiger Unterschied (Deuteriumoxidd Wasser) im Enantiomeren-
verhaltnis existiert. Ein anderes Autorenteam sutehte die Racemisierung v und L-
Alanin, wenn sich das System unter Druck in einemperaturgradienten befindet. Dies soll
die Bedingungen von hydrothermalen Quellen simetfierDurch Aufbau eines ahnlichen
Systems und anschliel3ender enantioselektiver Gameliographie der derivatisierten Proben
konnte ein Vergleich zu den in der Literatur veedtfichten, nach Derivatisierung mittels
HPLC gewonnenen Ergebnissen gezogen werden. Diainenasn die Ergebnisse der GC mit
denen der HPLC darin Uberein, dass eine Racenmgjestattfindet. Jedoch konnte der Grad
der Racemisierung nicht in dem in der Literaturagerien quantitativen Umfang und auch
nicht in seiner Enantiomerenabhangigkeit bestatigtden. Bei Verwendung des Alanin-
Racemats ergaben sich keine Unterschiede in dentiBmerenanteilen, weder durch die hier
verwendete noch durch die in der Literatur bestiene Methode.

In einer weiteren Veroffentlichung wurden Homopaptde mit einem durch die

Paritatsverletzung induzierten Effekt in Verbindumgebracht. Allerdings wurden die
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Enantiomerenzusammensetzungen der Polypeptide daite¢igenau quantifiziert. Wahrend
sich furoa-Aminosauren die Enantiomerenverhaltnisse in Kitestabzw. in wassriger Loésung
durch Derivatisierung und enantioselektive Gasclatographie bestimmen lie3en, erforderte
die Frage der Enantiomerenreinheit ¥, L- und DL-Homopolypeptiden eine andere
Vorgehensweise. Es wurde versucht, die Enantioraateite vono-Aminoséuren vor und
nach der Synthese von Pdly-undL-Glutaminsdurg, und Polyb- undL-Lysiny4 sowie nach
der sauer katalysierten Spaltung von kommerziékldichem PolybL-Alanin und PolybL-
Lysin zu bestimmen. Fir die Peptidsynthese wurdesclyitzte Aminosauren verwendet,
deren optische Reinheit vor der Synthese nach Afosga der Schutzgruppe und
Derivatisierung als N(N)}TFA/O-Et-Derivat mittels GC/MS quantifiziert wurde. Zur
Bestimmung der Enantiomerenreinheit deAminosauren in den Peptiden wurde versucht,
die Methode des deuterium labelling mit GC/MS-Kapp anzuwenden. Im Fall der
kommerziell erhéltlichen Polypeptide PdD--Alanin und PolybL-Lysin war dies mdglich.
Fur PolyL-Lysin,s; wurde das Enantiomerenverhéltnis nach Hydrolysaeobdeuterium
labelling mit GC/MS bestimmt.

Enantiomerenreine  Homopolypeptide besitzen auchenpiell Bedeutung als chirale
Selektoren in der Kapillarelektrophorese. In dies@rbeit wurden Trennversuche
durchgefuhrt, jedoch waren diese unter den bedmmiEn Bedingungen nicht von Erfolg

gekront. Auch hier sind Optimierungen denkbar.

Eine weitere Gruppe von chiralen Selektoren umfaSgtlohexapeptide, die mit 2,4-
Dinitrophenyl-Aminosauren (DNP-Aminosauren) enasgiektiv wechselwirken kdnnen.
Wahrend in der Literatur der Einsatz von Cyclohexdgen in der CE beschrieben wird,
wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, durch Arduery des reziproken chiralen
Erkennungsprinzips (RCEP) mittels Micro-HPLC/MS exinSuperselektor zu finden. Dazu
wurde DNPD- bzw. DNPL-Alanin auf Silica immobilisiert und erste Experinte unter
Variation des FlieBmittels und des Aufbaus auf ldé&a-modifizierten Séule durchgefiuhrt.
Eine Retention konnte beobachtet werden, allerdimgs das resultierende Signal im
Chromatogramm von einer grol3en Halbwertsbreite wstdrkem Tailing geprégt.
Optimierungen sind insbesondere bei der HerstelblergSaulenmaterialien und im Aufbau
des Micro-HPLC/MS-Systems mdglich.
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