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Abstract

ABSTRACT

In order to accomplish more sustainable and efficient enzyme-catalysed syntheses in
flow set-ups, a strategy for cofactor regeneration is required. The strategy should cover
the following: On the one hand the cofactor nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) must only be added once to the system, and on the other hand it
can be used substoichiometrically. Within the scope of the present work, such a closed-
loop system was developed through the support of a phase separation system (FLLEX).
The system already known from Débber et al. consisting of HaloTag™-LbADH and 2-
propanol as cosubstrate served as starting point and could be developed into a
continuous recycling of the cofactor allowing for the application of substoichiometric
amounts. Hereafter, four ketones could be reduced to the corresponding alcohols with
space-time yields of up to 117 gL' h' and total conversion numbers for NADPH
>12,000 mol/mol. Moreover, a substrate switch was performed with only a single

cofactor-containing solution, highlighting the flexibility of the system.

Implementation of the established system in an enzymatic domino reaction with lipase
B from Candida antarctica (CalB) was also successfully executed. Here, the organic output
after the FLLEX-system was directly processed without additional capturing or
concentrating. While the use of drying columns upstream of CalB proved important to
remove any moisture from the system, a large excess of acetylation substrate was still

necessary to achieve complete turnovers.

It is particularly noteworthy, that in the above-described mode catalytically active
inclusion bodies, or CatlBs, could be used as an alternative strategy for enzyme
immobilization. Alcoholdehydrogenase RADH, which exhibits complementary
enantioselectivity to LbADH, was used as model enzyme. Physical fixation of the CatIBs
containing RADH in a column with silica gel eliminated initial washout and pressure
problems. Because of their low activity relative to LbADH, RADH (in CatIBs) had to be
used in a two-enzyme system together with HaloTag™-LbADH. Both enzymes were
separated from each other physically allowing LbBADH to be responsible for cofactor
regeneration, while RADH was employed for the asymmetric reduction of ketones. In
this complex system, either good conversions or good ee's could be obtained, while using

the cofactor in stoichiometric amounts.
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Abstract

Since RADH (in CatlBs) exhibited low activities with 2-propanol, cyclohexanol was used
as alternative cosubstrate in the established closed-loop cofactor regeneration system.
Under these conditions, a space-time yield of 3.6 g L' h™! and a total turnover number
for NADP(H) of 374 mol/mol were obtained over 120 h again using the formerly described
closed system. It is particularly noteworthy that this system was able to run for an

additional 160 h, with the conversion decreasing to 78%, only.

In addition, the ene-reductase YgjM with a HaloTag™ immobilization strategy could be
used in the simple flow-through synthesis. Two different substrates were employed,
which could be reduced in good to very good conversions using stoichiometric amounts
of cofactor. Implementation into the above mentioned two-enzyme system to enable
cofactor regeneration did work as a proof of concept, while good conversions are still to

be achieved.
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Kurzzusammenfassung

KURZZUSAMMENFASSUNG

Um enzymbkatalysierte Synthesen im Fluss nachhaltiger und effizienter zu gestalten,
benétigt es eine Strategie zur Kofaktor-Regenerierung. Mithilfe dieser Strategie soll der
Kofaktor Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) einerseits nur einmal dem
System zugeben und andererseits lediglich substochiometrisch eingesetzt werden
missen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein solches geschlossenes System
mit Hilfe eines Phasenseparationssystems (FLLEX) entwickelt werden. Das bereits durch
Dobber et al. bekannte System bestehend aus HaloTag™-LhADH und 2-Propanol als
Kosubstrat diente hierbei als Startpunkt und konnte dahingehend erweitert werden, dass
eine permanente Ruckfiihrung des Kofaktors und folglich der Einsatz von
substochiometrischen Mengen moglich war. Auf diese Weise konnten vier Ketone zu den
entsprechenden Alkoholen mit Raum-Zeit-Ausbeuten bis zu 117 gL'h' und
Gesamtumsatzzahlen fir NADPH >12.000 mol/mol umgesetzt werden. Auflerdem
konnte ein Substratwechsel mit nur einer einzigen kofaktorhaltigen Losung
durchgefiihrt werden, was die Flexibilitiat des Systems hervorhebt.

Die Implementierung des Systems in eine enzymatische Dominoreaktion mit der Lipase
B aus Candida antarctica (CalB) konnte ebenfalls erfolgreich durchgefithrt werden. Dabei
wurde die organische Phase nach Separation durch die FLLEX ohne zusitzliches
Auffangen und Konzentrieren direkt weiterverarbeitet. Als wichtig stellte sich hier der
Einsatz von Trockensdulen vor der CalB-Reaktion heraus, um vorhandene Feuchtigkeit
aus dem System zu entfernen. Dennoch benétigte es zeitgleich einen grofien Uberschuss
einer Acetylquelle, um vollstandige Umsatze erzielen zu kénnen.

Besonders hervorzuheben ist zudem, dass in dem oben beschriebenen Modul catalytically
active inclusion bodies, kurz CatIBs, zur Enzymimmobilisierung eingesetzt werden
konnten. Die Alkoholdehydrogenase RADH, die eine komplementére Enantioselektivitit
zur LbADH aufweist, wurde als Modellenzym verwendet. Die physikalische Fixierung der
RADH-haltigen CatIBs in einer Kieselgel-Saule beseitigte anfangliches Auswaschen und
auftretende Druckprobleme. Aufgrund der im Verhaltnis zur LBADH geringen Aktivitat
wurde die RADH (in CatlBs) in einem Zwei-Enzym-System zusammen mit der
HaloTag™-LbADH verwendet. Beide Enzyme lagen separiert voneinander vor, sodass die
LbADH fiir die Kofaktor-Regenerierung zustandig war, wahrend die RADH fur die

asymmetrische Reduktion von Ketonen eingesetzt wurde. In diesem komplexen System
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konnten entweder gute Umsdtze oder gute Enantiomereniiberschiisse unter
stochiometrischem Einsatz des Kofaktors erzielt werden.

Da die RADH (in CatIBs) eine geringe Aktivitdit mit 2-Propanol aufwies, wurde
Cyclohexanol als alternatives Kosubstrat in dem etablierten geschlossenen Kofaktor-
Regenerierungssystem verwendet. Unter diesen Bedingungen gelang es, mit dem oben
erwihnten geschlossenen System tiber 120 h eine Raum-Zeit-Ausbeute von 3.6 g L7 h'!
und eine Gesamtumsatzzahl fiir NADP(H) von 374 mol/mol zu erzielen. Besonders ist
hier hervorzuheben, dass das System weitere 160 h mit Umsatzeinbuflen auf 78 % stabil
gefahren werden konnte.

Abschlielend  konnte ebenfalls die Enreduktase YgiM mit HaloTag™-
Immobilisierungsstrategie in der Durchflusssynthese eingesetzt werden. Zwei
verschiedene Substrate wurden eingesetzt und diese konnten unter Verwendung
stochiometrischer Mengen an Kofaktor in guten bis sehr guten Umsatzen reduziert
werden. Die Implementierung in das erwdhnte Zwei-Enzym-System, um eine Kofaktor-
Regenerierung zu ermdglichen, funktionierte in einer Machbarkeitsstudie, wobei gute

Umsatze noch zu erzielen sind.
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Motivation

1 EINLEITUNG

“I can’t see a way through,” said the boy.
“Can you see your next step?”
LYes.”

“Just take that,” said the horse.

Charlie Mackesy
1.1 Motivation

Die Industrie und insbesondere die chemische Industrie entwickelt sich stetig weiter und
die dahinterstehende Strategie ist mehr unter dem Schlagwort Chemie 4.0 bekannt.[6]
Dabei geht es grundlegend um wissenschaftliche und technologische Innovationen, die
die Chemie durch den Einsatz disruptiver Methoden wie kiinstlicher Intelligenz,
Digitalisierung und Prozessintensivierung griiner und nachhaltiger machen sollen. Eine
Moglichkeit fiir chemische Synthesen, um eben dieses Ziel erreichen zu kdnnen, ist der
Einsatz von Enzymen als Biokatalysatoren und die effiziente Verwendung dieser in der
Flusschemie.[’] Dabei kénnen solche Enzyme einige Vorteile mit sich bringen: Sie kénnen
aus erneuerbaren Ressourcen gewonnen werden, Reaktionen unter milden Bedingungen
katalysieren und bieten durch ihr spezifisches aktives Zentrum hohe Selektivititen.[8-10]
So kénnen enzymkatalysierte Prozesse umweltfreundlicher und nachhaltiger gestaltet
werden; folglich liegt es nahe, dass sie auch in technischen und industriellen
Anwendungen zum Einsatz kommen sollten.['" 121 Aber wie auch jegliche Art von
anderen Katalysatoren bringen Enzyme auch Nachteile mit sich:['3] Die Isolierung von
Enzymen ist aufwendig und teuer, sie lassen sich oft nicht wiederverwenden und sind
nicht sehr stabil gegentiber von ihrem natiirlichen Milieu abweichenden
Reaktionsbedingungen, wie pH, Temperatur oder der Einsatz organischer
Lésungsmittel.[8 14-18] Eine Moglichkeit, diese Probleme strategisch anzugehen und um
Enzyme fiir den Fluss nutzbar zu machen, ist die Immobilisierung.[% 19201 Dabei werden
Enzyme zum Beispiel auf einer Festphase fixiert, was besonders ihre Stabilitat gegentiber
juBeren Einflissen und ihre Langzeitstabilitit verbessern kann.[2'l  Solche
immobilisierten Enzyme finden bereits in der Industrie beispielsweise in der Ampicillin
Synthese ihre Anwendung. Dabei kommt eine immobilisierte Penicillin-Acylase zum
Einsatz, welche die Spaltung von Penicillin G zur 6-Aminopenicillansaure (auch bekannt

als 6-APA fiir engl: 6-aminopenicillanic acid) katalysiert.? So werden jahrlich rund
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7500 Tonnen der Saure, dem Ampicillin-Vorlaufer, hergestellt.23 241 Ein weiteres
bekanntes Beispiel ist der Einsatz der immobilisierten Glucose Isomerase fiir die
Produktion von HFCS (engl. high fructose corn syrup), der als Siiungsmittel in der
Lebensmittelindustrie eingesetzt wird. Es werden jahrlich rund zehn Millionen Tonnen
des Sirups enzymatisch hergestellt und es handelt sich bei dem Prozess um jenen, mit
dem am meisten Produkt mit immobilisierten Enzymen hergestellt wird.[?5]

Die Immobilisierung ermoglicht auch den Einsatz von Enzymen in der Flusschemie.
Obwohl Prozesse im Fluss in der Petrochemie seit mehr als 100 Jahren bekannt sind,
haben sie sich in der (Bio-)Chemie erst in der letzten Dekade zu einem niitzlichen
Werkzeug fiir die organische Synthese entwickelt.[26:27] Dies beweist auch die Anzahl an
Publikationen: wo in den Jahren 2006-2008 nur eine Handvoll verzeichnet werden
konnten, waren es im Jahr 2019 bereits iiber 110 Publikationen.[28] Der Grofiteil ist hier
zwar akademischen Ursprungs, jedoch findet die Durchflusssynthese auch immer mehr
industrielle Anwendung fiir die Synthese von Feinchemikalien, Duftstoffen und
Pharmazeutika.[26: 28-30] Hervorzuheben sind zum Beispiel der Wirkstoff Imatinib (1) des
Leukamiemedikaments Glivec® (Novartis) oder das Antimalariapréparat Artemisinin (2),

die vollstandig im Fluss zuginglich gemacht wurden (Abbildung 1).31-33]
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Abbildung 1. Strukturformeln von Imantinib (1) und Artemisinin (2).

Besonders im Feld der Biokatalyse hat die Durchflusschemie in den letzten Jahren immer
mehr an Bedeutung gewonnen. Der Einsatz von Enzymen in eben diesem Modus ist
konzeptionell einfach: Das Enzym wird in einem Reaktor immobilisiert, Substrate werden
anschliefend durch diesen gepumpt und idealerweise werden sie vollstindig zum
Produkt umgewandelt, sodass keine zusitzliche Isolierung notwendig wird.[l Allerdings
gestaltet sich dies oftmals als Herausforderung, besonders wenn neuartige
Immobilisierungstechniken zum Einsatz kommen und Enzyme verwendet werden sollen,

die teure Kofaktoren, wie z.B. NAD(P)H benétigen.
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Zielsetzung

1.2 Zielsetzung

Aus der genannten Motivation heraus ergibt sich zuallererst die Notwendigkeit eines
Systems, welches die Kofaktor-Regenerierung im Fluss ermdoglicht. Obwohl bereits viele
herausragende Arbeiten zu diesem Thema in der Literatur vorhanden sind, stellt dies in
der kontinuierlichen Flusssynthese noch immer eine Aufgabe dar.[3% 351 Dennoch ist eine
Losung notwendig, um enzymatische Synthesen in diesem Modus zukinftig effizienter
und wirtschaftlicher durchfiihren zu kénnen. Mit der Entwicklung eines eigenstandigen
Moduls soll diese Thematik in der ersten Phase der vorliegenden Arbeit adressiert und
ein solches System etabliert werden. Eine entscheidende Voraussetzung ist die einmalige
Zugabe des Kofaktors, der das System anschliefiend nicht mehr verlasst, was durch eine
Phasenseparationstechnik ermoglicht werden soll. Als Modellenzym kommt die durch
Dobber et al. entwickelte HaloTag™-LbADH zum Einsatz, die die enantioselektive
asymmetrische Reduktion von prochiralen Ketonen zu den entsprechenden Alkoholen
katalysiert.38] Um die Modularitat und Flexibilitat zu unterstreichen, soll das etablierte
System im néchsten Schritt in einer Machbarkeitsstudie sowohl in eine enzymatische als
auch organokatalytische Tandemreaktion integriert werden.

Eine weitere Herausforderung, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit bearbeitet werden
soll, ist der Einsatz von katalytisch aktiven Einschlusskorpern (engl. fir catalytically
active inclusion bodies, im Folgenden als CatIBs abgekiirzt) in dem entwickelten Modul.
Dabei muss zudem eine geeignete Methode gefunden werden, dieses Bionanomaterial in
einem Reaktor zu fixieren, ohne ein Rauswaschen zu begiinstigen und gleichzeitig
Druckprobleme zu vermeiden. Als Modellenzym soll die Alkoholdehydrogenase aus
Ralstonia species (RADH) verwendet werden, deren besonderes Merkmal ist, Substrate
mit zwei groflen Substituenten umzusetzen. Zusatzlich soll hierbei generell ein Zwei-
Enzym-System entwickelt werden, welches als Basis fiir die spatere Ausweitung der
Anwendung auf die Enreduktase Y@jM unter kontinuierlichen Bedingungen dienen soll.
So soll die Grundlage fiir eine Reaktionskaskade geschaffen werden, die bereits von
Classen et al. im Batch durchgefiihrt wurde.[3]

Wihrend aller genannten Arbeiten sollen verschiedene Flusssetups etabliert werden, um
dabei ein tiefergreifendes Verstandnis fiir die Komplexitat der verschiedenen Enzym-
und Flusssysteme zu erlangen. So soll zukiinftig die Moglichkeit gegeben sein, Systeme

gezielt je nach Anwendungszweck einsetzen zu kénnen.
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2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Ein Element des Erfolges, egal in welchem Beruf, ist die Lust am Handwerk.

Iréne Joliot Curie

2.1 Flusssynthese
2.1.1 Grundlagen der Flusschemie

In der Batchchemie werden Reaktionen seit Justus Liebig in gew6hnlichem Equipment
aus Glas durchgefiihrt.38 3] Synthesen laufen dabei stufenweise ab: Substrate A und B
reagieren miteinander, das erhaltene Reaktionsgemisch wird aufgearbeitet und
schlieBlich das Produkt C isoliert und analysiert. Anschlieffend reagiert dieses Produkt
C mit einem weiteren Substrat D zum Endprodukt E, welches ebenfalls aus der
Reaktionslosung isoliert werden muss (Abbildung 2.A). Alle Schritte werden hierbei
separiert voneinander durchgefiihrt und der Vorteil liegt besonders darin, dass keine
Substanzen mehr vorhanden sind, die die niachste Reaktionsstufe storen konnten.[29]
Allerdings ist der Modus zeitaufwendig und produziert zusitzlich sehr viel Abfall, was es
hinsichtlich Chemie 4.0 zu vermeiden gilt.[40]

Die Flusschemie hat ihre Wurzeln in der chemischen Verfahrenstechnik und verfolgt
hingegen einen anderen Ansatz und dafiir kommt ein mikrofluides System zum Einsatz,
welches tiberwiegend aus Pumpen, Schlauchen, Mikroreaktoren und Mischstiicken (z.B.
T-Stiicke oder Y-Stiicke) besteht.[41-%4] Die Kontrolle der Reaktionsparameter verlauft fiir
gewdohnlich computergesteuert, sodass Screenings von optimalen Reaktionsbedingungen
nahezu automatisiert ablaufen kénnen.[43] Auf diese Weise konnen Reaktionskaskaden
ohne separate Isolierung und Reinigung von Zwischenprodukten durchgefiihrt werden:
Reaktanten A und B werden durch einen Reaktor gepumpt und reagieren zum Produkt
C. Dieses wird nicht isoliert, sondern es wird dem System direkt ein weiterer Reaktant D
zugefiihrt, sodass zum Schluss im Idealfall das Produkt E ohne weitere Aufarbeitung
erhalten wird.[*] An jeder Stelle kénnen zudem einerseits zusitzliche Reaktanten
zugefiithrt werden und andererseits verschiedene inline-Bausteine z.B. zur Aufarbeitung,

Isolierung oder Analytik implementiert werden (Abbildung 2.B).[3]
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A) Klassische Mehrstufensynthese im Batch
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3. Analytik < 3. Analytik \

B) Mehrstufensynthese im Fluss \
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Inline - Aufarbeitung
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Abbildung 2. Schematische Darstellung einer Mehrstufensynthese im Batch (2.A) und im Fluss (2.B).
Abbildung angelehnt an Webb und Jamison!?, sowie Jiao et al.[?]

Generell handelt es sich bei den Flusssystemen um geschlossene Systeme, was im
Gegensatz zum Batchaufbau einen erheblichen Sicherheitsaspekt bietet.[35-46] Auf diese
Weise wird der Kontakt zu gefahrlichen Substanzen minimiert und durch die kleinen
Reaktionsvolumina sind stark exotherme Reaktionen gezielt kontrollierbar.[#2] Zudem
sind sehr hohe Temperaturen und Driicke moglich, sodass auch Lésungsmittel unter
superkritischen Bedingungen verwendet werden konnen. Dies zeigten unter anderem
eindrucksvoll Kappe und Mitarbeiter#’] in der Veresterung von Benzoesiure (3) zu
Benzoesaureethylester (4) mit superkritischem Ethanol (scEtOH; Abbildung 3.A) oder
Yan et al[*®] in der Hydrolyse und anschlieBender Zyklisierung von 6-Aminocaproni-

tril (5) zu e-Caprolactam (6) mit superkritischem Wasser (scH.O, Abbildung 3.B).
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A)
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Abbildung 3.A) Veresterung von Benzoesiure (3) zu Benzoesaureethylester (4) in superkritischem
Ethanol nach Kappe und Mitarbeitern.[7] 3.B) Hydrolyse und anschlieBende Zyklisierung ausgehend von
6-Aminocapronitril (5) zu e-Caprolactam (6) in superkritischem Wasser nach Yan et al. Reaktoren sind
nicht originalgetreu. Abbildung angelehnt an Kirschning und Mitarbeiter.[38]

Allgemein wird angenommen, dass die Flusschemie zwar viele Reaktionen um bis zu 50 %
effizienter gestalten kann,*l allerdings wird dafir auch kostspieliges technisches
Equipment benoétigt, wie z.B. Pumpen und separate Gerdte zur Einstellung der
Temperatur, des Drucks oder inline-Analytik, die speziell fir diesen Modus konzipiert
sind. Zusatzlich werden geeignete Reaktoren benétigt, die tberwiegend aus Glas oder
Stahl bestehen oder mittlerweile auch mittels des 3D-Drucks hergestellt werden.[42 50-53]
Klassischerweise werden je nach Anwendungsfeld Chip-, Spulen und Siulenreaktoren
verwendet (Abbildung 4.A).[*] Letztere sind fiir die heterogene (Bio-)Katalyse
interessant, da Katalysatoren physikalisch fixiert werden kénnen und durch mobile
Phasen nicht aus dem System gewaschen werden, was bei Spulen- oder Chipreaktoren
der Fall sein kann, sofern keine Magnetnanopartikel eingesetzt werden. Fiir solche Fest-
Flussig-Reaktionen kann dabei zwischen dem Festbett-, Mischbett- und
Wirbelschichtreaktor —unterschieden werden (Abbildung 4.B):[“2 Bei dem
Festbettreaktor handelt es sich um einen dicht gepackten Reaktor, bei dem nahezu keine
Partikelbewegung moglich ist, wohingegen beim Mischreaktor eine dichte Phase (unten)
und eine freibewegliche Phase (oben) vorherrschen kann. Da diese beiden Arten von
Reaktoren einfach handhabbar sind, werden sie meistens eingesetzt. Der

Wirbelschichtreaktor, bei dem alle Partikel frei beweglich sind, wird hingegen fiir
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gewohnlich kaum eingesetzt, da das System nicht ganz verstanden und das Erreichen

von optimalen Bedingungen sehr zeitaufwendig ist.[4?]

A)
Chip Spule Saule
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Abbildung 4.A) Schematische Darstellung verschiedener Reaktoren fiir die Flusssynthese. 4.B)
Verschiedene Saulenmodi fiir Fest-Fliissig-Reaktionen. Abbildung angelehnt an De Santis et al!*! und
Plutschack et al.[*?]

Da enzymatische Reaktionen oft in wassrigem Milieu ablaufen, sollen im Folgenden noch
hydrodynamische Grundlagen betrachtet werden, wenn zwei verschiedene
nichtmischbare fliissige Phasen aufeinandertreffen. Unterschieden wird zwischen der
laminaren Schichtenstromung mit longitudinaler Interphase (Abbildung 5.A) und der
turbulenten Schwallstromung mit transversaler Interphase (Abbildung 5.B). Bei der
Schichtenstromung wird keine Phase in ihrem Fluss unterbrochen, sondern es entsteht
eine Interphase, an der die Reaktion stattfinden kann. Begiinstigt wird dies z.B. durch
niedrige Flussraten oder grofle Schlauchdurchmesser. In der Regel kommt es aber zur
Schwallstromung, denn speziell bei der Verwendung von T-Stiicken verursacht die
Zufuhr der zweiten Phase (dunkelblau) einen Druckanstieg im System. Sobald dieser
hoch genug ist, reiflen Tropfen der zugefiihrten zweiten Phase ab, es kommt zu einem
Druckabfall und die erste Phase wird verdrangt. Dies passiert kontinuierlich, sodass ein

alternierender Fluss entsteht.[42]
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A) B)

transversale Interphase

longitudinale Interphase

Abbildung 5.A) Schematische Darstellung der laminaren Schichtenstromung mit longitudinaler
Interphase. 5.B) Schmatische Darstellung der turbulenten Schwallstromung mit transversaler Interphase.
Abbildung angelehnt an Plutschack et al.[*2

Das Auftreten dieser Stromungen kann mit der dimensionslosen Reynolds-Zahl (Re) aus
der Stromungsmechanik beschrieben werden. Sie wird durch die Dichte p, die
Stromungsgeschwindigkeit (oder Flussrate) v, den Schlauchdurchmesser d und die
dynamischen Viskositat n definiert. Bei niedrigen Werten (Re <2040) gilt die laminare,

bei hohen Werten die turbulente Strémung als am wahrscheinlichsten (Formel 1).[42. 4]

_pxvxd (1)
n

Re

Daneben gibt es weitere bedeutende Parameter mit denen Flussreaktionen definiert
werden:[42 49 54, 55] Der wichtigste Faktor ist die Verweilzeit fr (auch bekannt als engl.
residence time), die durch das Verhiltnis von Flussrate zu Linge oder Volumen des
Reaktors beschrieben wird und die Zeit zwischen Beginn und Ende einer Reaktion
definiert. In den erwdhnten Fest-Flussig-Reaktionen entspricht dies der Differenz der
Momente, an dem die mobile Phase den Katalysator z.B. in einem Festbettreaktor
erreicht und abschlielend verlasst. Eine exakte Bestimmung gestaltet sich jedoch
oftmals aufgrund von Totvolumina, Loslichkeiten und verschiedenen Systemdriicken als
schwierig. Eine Ermittlung ist beispielsweise mit Hilfe eines Farbstoffes, der durch ein
UV/Vis-Spektrometer detektiert wird, oder durch den Einsatz von NaCl- oder KCI-
Lésungen mit einem Leitfahigkeitsdetektor moglich.[%] Ein weiterer wichtiger Parameter
ist die Raum-Zeit-Ausbeute (im Folgenden auch RZA; engl. space time yield), die die
Menge des gebildeten Produkts innerhalb der Verweilzeit beschreibt. Sie wird
tblicherweise in gL' h' angegeben; durchaus wird auch die Produktivitat in gL
alternativ verwendet. Abschlielend ist hier noch die Stochiometrie zu erwahnen. In
Batchreaktionen ist diese gegeben durch die Konzentration der Substrate in einem
bestimmten Volumen, wohingegen sie sich in der Flusschemie neben der Konzentration

auch aus der Flussrate ergibt.[*] Im Hinblick auf biokatalytische Anwendungen ist unter
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dem Stichpunkt der Stochiometrie die Festphasenbeladung mit Katalysator zu
erwahnen, die als Maf} fur die Menge des verwendeten Enzyms dient (in mg oder g oder
als Enzymaktivitat U).[5 All das beriicksichtigend lasst sich zweifelsfrei sagen, dass der

Reaktor den gréfiten Effekt auf die Effizienz des gesamten Prozesses hat.[%"]

2.1.2 Beispiele der Flusschemie in der organischen Synthese

Nicht nur akademischen Kontext, sondern auch in der Industrie findet die Flusschemie
immer mehr Anwendung fiir die Synthese von Feinchemikalien, Duftstoffen und
Pharmazeutika.[26 28 21 Die Gruppe um Steven Ley konnte so erfolgreich den Wirkstoff
des Leukdmiemedikaments Glivec®, Imantinib (1), im Fluss synthetisieren, bei dem es
sich um einen durch die Novartis AG entwickelten Tyrosinkinase Inhibitor handelt.

Im ersten Schritt wurden das S&durechlorid 7 und das Anilinderivat 8 unter der
Verwendung von auf Polystyrol immobilisiertem DMAP zu einem Amid umgesetzt.
Durch die Implementierung eines inline-Losungsmittelwechsels a) musste dieses nicht
isoliert werden und konnte unter Zufuhr von N-Methylpiperazin (9) in einer folgenden
Sn2-Reaktion abreagieren. Fiir die abschlielende Produktisolierung kam eine catch-and-
release-Aufarbeitung b) zum Einsatz. Bei dieser Methode wird das gewiinschte
Reaktionsprodukt zuerst aus der Reaktionslosung selektiv an eine Festphase gebunden
und im darauffolgenden Schritt gespiilt, um unerwiinschte Verunreinigungen zu
entfernen. Das Verfahren wird schlielich durch Eluieren des Produkts finalisiert.[38] Im
Rahmen der beschriebenen Reaktion wurde nach dieser Reinigung und finaler
Buchwald-Hartwig-Aminierung mit Substrat 10 das Imantinib (1) mit einer
Gesamtausbeute von 32 % und einer Reinheit >95 % erhalten. Die Autoren betonten an
dieser Stelle, dass der Kontakt mit Reagenzien oder Zwischenprodukten sehr stark
limitiert war und die Syntheseroute ebenfalls die Moglichkeit bietet, weitere Analoga
herzustellen.33 Das zugrundeliegende Flussschema ist vereinfacht in Abbildung 6

gezeigt.
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Abbildung 6. Vereinfachte Darstellung des Flussschema der Syntheseroute zum Imantinib (1). a) inline-
Losungsmittelwechsel, b) catch-and-release-Aufarbeitung.

NH,

Ein weiterer wichtiger Naturstoff ist Artemisinin (2), der erstmals im Jahre 1971 in China
durch Extraktion aus der Pflanze Artemisia annua zuginglich gemacht wurde. Der
Hintergrund war eine von der Regierung unterstiitze Initiative, um ein
Antimalariapréparat fur nordvietnamesische Truppen wihrend des Vietnamkriegs zu
finden.[59-61] Die 6ffentliche Kommunikation erfolgte erst einige Jahre spater (1979).[9-62]
In der darauffolgenden Zeit wurde Artemisinin (2) auf weitere Arten zuganglich gemacht
- via Totalsynthese, synthetischer Biologie, semi-synthetisch und im Fluss.[59] Gemaf}
Pieber et al. war bis 2015 jedoch keine Umwandlung der Artemisininsdure (11) zur

Dihydroartemisininsaure (12, DHAA, engl. fiir dihydroartemisinic acid) im Fluss bekannt,
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sondern lediglich die Umsetzung der DHAA (12) zu Artemisinin (2) und folgend zu
weiterer pharmazeutisch aktiver Derivate. Dem folgend entwickelten die Autoren eine

effiziente zwei Phasen (gas/flissig) Flusssynthese (Abbildung 7).

1Aq. N,H, x H,0

in nPrOH
_ 0.1 mL min”'
~_ 0.4 mL min”’
10 mL 10 mL
HO.C 60 °C 60 °C
2
11
+
2 Aq. N,H, x H,0 20 ml min'
in nPrOH — —

- 20 bar tauscher
: H,0 =E
HOC Nebenprodukte:
DHAA (12) = =
wamsn | 5%

HO,C~ " HO,C
DHAA2(14)  THAA(15)

Abbildung 7. Flussschema der Synthese der Dihydroartemisininsaure (12) ausgehend von der
Artemisininsdure (11). Dabei stellt die DHAA (12) ein wichtiges Intermediat auf dem Weg zur Synthese
des Artemisinins (2) dar. Die Abbildung ist angelehnt an de Souza et al. und Gilmore et al.[32 63]

Dabei wurde unter Verwendung von Hydrazin (als Monohydrat) und Sauerstoff das
reaktive Diimin E-13/Z-13 in situ gebildet, welches anschlieflend die Hydrierung der
endstindigen Doppelbindung der Artemisininsaure (11) durchfiihrte. Allerdings wurde
schnell festgestellt, dass Hydrazin/Diimin 13 bereits nach 10 Min verbraucht wurde ohne
vollstindigen Umsatz der Startverbindung 11. Eine Begriindung lag darin, dass das
Diimin 13 durch Disproportionierung zu Hydrazin und Stickstoff oder Uberoxidation zu

Stickstoff und H2O dem System entzogen wurde (Abbildung 8).037. 64
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Disproportionierung

NoH,+ N,
-H -H
1
NH, —2 % W 0 Transfer-Hydrierung
-H,0 _N N<
H H
E-13 Z-13
l'/z 0,
N,+ H,O

Uberoxidation

Abbildung 8. Oxidation von Hydrazin (als Monohydrat) zu Diimin E-13/Z-13 und anschlielender
Disproportionierung, Uberoxidation und Transfer-Hydrierung. Abbildung ist angelehnt an Pieber et al[64]

Als  moglicher Losungsansatz wurde die Synthese der DHAA(12) nun im
Multiinjektionsverfahren durchgefihrt, um dem System kontinuierlich frisches
Hydrazin zuzufiihren und somit die effektive Reaktionszeit zu erhdhen. Nach
erfolgreicher Optimierung stellten sich vier Hydrazinzufuhren (insg. 5 Aq., bzw.
2+1+1+1 Aq.) und eine Reaktionstemperatur von 60 °C als zielfiihrend heraus, um die
DHAA (12) mit einer Ausbeute von 80 % nach Kristallisation zu erhalten. Eine GC-MS-
Analyse bestatigte zudem die hervorragende Regio- und Diastereoselektivitat der
Reaktion, da lediglich 1% des Diastereomers DHAA2(14) und 2% der
Tetrahydroartemisininsaure (15, THAA, engl. fir tetrahydroartemisinic acid) als
Nebenprodukte erhalten wurden. In einem Langzeitexperiment konnte die Ausbeute auf
93 % erhoht werden unter der Bildung von nur 2 % der THAA (15). Als weitere Vorteile
der Reaktion betonten die Autoren einerseits die einfache und kostengiinstige
Verfugbarkeit der Startmaterialien und andererseits, dass die Synthese géanzlich ohne die
Verwendung von Katalysatoren auskommt, die gewéhnlich fur Reduktionen von
Olefinen eingesetzt werden und zu unerwiinschten Nebenreaktionen fithren kénnen.B3%
321 Die folgenden Schritte der Photooxidation und Umlagerung zum Artemisinin (2)

konnte durch Gilmore et al. ebenfalls im Fluss durchgefiihrt werden.[32 63.65]
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2.2 Immobilisierung von Enzymen

»In the broadest sense, enzyme immobilization can be understood as the attachment of
enzyme molecules on different types of supports resulting in reduced or loss of mobility to
the enzyme*“.['®] Mit diesem Zitat erliutern Kostrov und Hartmann sehr priagnant, worum
es sich bei dem Thema Immobilisierung handelt: Enzyme werden raumlich fixiert und in
ihrer Bewegung limitiert. Hierdurch kann einerseits eine erhdhte Stabilitit resultieren
und andererseits ist es je nach Methode maglich, die Enzyme zuriickzugewinnen und
wiederzuverwenden.[16. 17, 66-68]

Die ersten Versuche der Immobilisierung reichen bis ins Jahr 1916 zuriick, als Nillson und
Griffin eine Invertase auf Kohle ohne Einbuflen in der katalytischen Aktivitat
immobilisierten.[16. 17.69.70] Jedoch dauerte es bis in die 1960/1970er Jahre, bis viele heute
bekannten Immobilisierungsstrategien entwickelt und der Fokus auf ein breiteres
Portfolio an Enzymen gelegt wurde.l's @ 711 Auch industriell wurden immobilisierte
Enzyme nun attraktiver und auf diese Weise konnten z.B. mit Hilfe einer
L-Aminosdureacylase enantiomerenreine L-Aminosduren aus racemischen Gemischen
zuganglich gemacht werden.[8% 711 Weder in Forschung und Entwicklung noch der
industriellen Anwendung hat sich allerdings bis heute eine universelle Strategie als
uberlegen durchgesetzt; im Gegenteil wurde eine Vielzahl an Maglichkeiten der
Immobilisierung entwickelt und eine jede muss auf das eingesetzte Enzym angepasst

werden, was eine sehr zeit- und kostenintensive Optimierung bedeuten kann.[72 73]

2.2.1 Immobilisierungsstrategien

Die Immobilisierung von Enzymen kann grundlegend in verschiedene Kategorien
unterteilt werden:[74 Bindung an ein Tragermaterial durch Physisorption (nichtkovalent)
oder Chemisorption (kovalent), Einschluss in eine Polymermatrix und Vernetzung durch

den Einsatz von bifunktionellen Vernetzern (z.B. Glutardialdehyd) (Abbildung 9).[7]
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A)

oder

nichtkovalent kovalent
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0 a3 o

Abbildung 9. Darstellung verschiedener Immobilisierungsstrategien. 8.A) Bindung an ein Tragermaterial
durch nichtkovalente (Physisorption) oder kovalente Bindung (Chemisorption); 8.B) Einschluss in eine
Polymermatrix; 8.C) Vernetzung durch den Einsatz von bifunktionellen Vernetzern (z.B. Glutardialdehyd);
8.D) Affinitats-Tags. Die Darstellungsweise wurde angelehnt an Zhu et al..[76]

Bei der Immobilisierung eines Enzyms an ein Tragermaterial durch Physisorption
handelt es sich um eine einfache und kostengiinstige Immobilisierungsstrategie; sie
erfolgt Gber Wasserstoffbriickenbindungen, van der Waals-Krifte, hydrophobe oder
ionische Wechselwirkungen (Abbildung 9.A).['>67.77. 78] Fiir gewdhnlich miissen weder
die Festphase noch das Enzym modifiziert werden und die natiirliche Struktur des
Enzyms bleibt in der Regel erhalten. Prinzipiell ist es sogar moglich Zellrohextrakte zu
verwenden, wodurch eine zeitaufwendige Isolierung des Enzyms vermieden werden
kann.?] Die Immobilisierung geschieht dabei in zwei Schritten. Im ersten Schritt wird
das Enzym der Wahl in Puffer gelost, anschlieBend eine bereits funktionalisierte
Festphase (z.B. lonentauscher) zugegeben und das Reaktionsgemisch iiber einen
definierten Zeitraum inkubiert.[67- 71 Wiahrend im Vergleich zur Chemisorption hier auch
eine Wiederverwendung der Festphase moglich ist, da (inaktives) Enzym von der
Festphase entfernt werden kann, gehen mit der Methode auch Nachteile einher. Ein
entscheidender Punkt ist die schwache Bindung an die Festphase, sodass es zum Losen
(auch bekannt als engl. leaching) des Enzyms kommen kann, was in verminderter
Aktivitat und Produktkontamination resultiert.[16.67-691 Bereits geringfiigige Anderungen
im pH-Wert und der Temperatur koénnen leaching des Enzyms hervorrufen oder
beschleunigen. Des Weiteren muss das Tragermaterial eine bestimmte Porengréfie
haben, damit einerseits das Enzym hineindiffundieren und nichtkovalent binden kann[]

und andererseits der Massentransfer der Edukte/Produkte gewahrleistet ist.[6%73.80.81]
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Eine Methode das leaching zu minimieren ist die Immobilisierung durch Chemisorption
der Enzyme an eine Festphase. Im Gegensatz zur Physisorption muss hierbei das
Tragermaterial zuvor funktionalisiert werden, um eine unter physiologischen
Reaktionsbedingungen irreversible Bindung herstellen zu kénnen.[' 82 Prominente
funktionelle Gruppen auf dem Trigermaterial sind Silanole,['s] Epoxide,l”] Alkohole,[?]
und Amine, [l um Enzyme gezielt iber z.B. Lysine (Amine), Cysteine (Thiole), Asparagin-
und Glutaminsauren (Carboxygruppen) zu binden.[67- €. 82 Eine weitere Aktivierung ist
zudem durch Linker wie Carbodiimide oder Glutaraldehyd méglich. Nach der
Praparation der Festphase wird das zu immobilisierende Enzym dazugegeben und das
Reaktionsgemisch iiber einen definierten Zeitraum inkubiert.[] Generell ist die
Bindungsstarke als ein Vorteil dieser Immobilisierungsmethode anzusehen, da dadurch
einerseits das leaching des Enzyms minimiert wird, andererseits kommt es so oftmals zu
einem Stabilitdtsgewinn.[33] Dennoch geht diese haufiger mit einem Aktivitatsverlust
einher - insbesondere wenn das Enzym konformativ eingeschrankt oder die
Immobilisierung via Aminosauren im reaktiven Zentrum erfolgt ist.”"] Zudem ist diese
Methode aus den oben genannten Griinden kosten- und arbeitsintensiver als die
nichtkovalente Bindung, da eine Wiederverwendung des Tragermaterials durch
Entfernen des (inaktivierten) Enzyms nicht ohne weiteres moglich ist.l”5]

Die niachste Methode ist das Einschlussverfahren, welches nicht mit der Bindung an ein
Tragermaterial zu verwechseln ist (Abbildung 9.B):[75 84 Der Unterschied liegt in der
Herstellung, da es sich um eine ,tragerfreie Methode® handelt; die Matrix wird in
Anwesenheit des Enzyms gebildet und folglich kommt es zur physikalischen Fixierung in
einer Polymermatrix oder Membran.[67 8% 8] Dadurch wird ein hohes Mafl an
mechanischer Stabilitat gewahrleistet, das Enzym gegen dufieren Stress geschiitzt und
die Gefahr der Denaturierung vermindert.['6.67.86.87] Dje Synthese gestaltet sich einfach:
Im ersten Schritt wird das Enzym mit einem Monomer der Wahl gemischt und im
zweiten Schritt erfolgt die Polymerisierung des Monomers in gleichzeitiger Anwesenheit
des Enzyms.[67] Als Polymere kommen bevorzugt Alginate, Polyacrylamide, Sol-Gele oder
Hydrogele zum Einsatz und als Membrane werden haufig Hohlfasern oder Mikrokapseln
angewendet.[% 8894 Alternativ kénnen auch 3D-gedruckte Matrices verwendet werden,
wie Schmieg et al. anhand von PEG-basierten Hydrogelen gezeigt haben.[% %] Daraus
ergibt sich ein breites Portfolio an Maoglichkeiten, da sich zum Beispiel die chemische
Bestiandigkeit, Oberflaichenfunktionalitat, Porengrofle und Partikelgrofie gezielt

variieren lassen.l'% %] Die Porengrofie der Matrix ist hier ein wichtiger Faktor, denn sie
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ist neben der Dichte des Polymers mafigeblich fir den Massentransfer von Edukten und
Produkten.[”. 921 Sind die Poren zu klein, ist der Massentransfer gehindert, was in
niedrigeren Umsatzen und Ausbeuten resultiert; sind die Poren hingegen zu grof3, wird
das leaching begiinstigt.[8 8] Dem kann jedoch durch zusitzliche kovalente Anteile
entgegengewirkt werden, allerdings auf Kosten der spezifischen Aktivitat des Enzyms.
Nichtsdestotrotz handelt es sich hierbei um ein beliebtes Verfahren, da es eine schnelle,
kostengiinstige und milde Methode der Immobilisierung darstellt.[8%-97] Zusiatzlich bietet
es eine breite Flexibilitat und es ermoglich die Wiederverwendung von Enzymen durch
gezieltes Lésen aus der Polymerstruktur.[8]

Eine weitere tragerlose Alternative ist das Vernetzen von Enzymen iiber einen
bifunktionellen Linker wie Glutaraldehyd (Abbildung 9.C). Die Methode kann dabei
in drei verschiedene Varianten unterteilt werden.”] Die einfachste Variante sind
vernetzte geloste Enzyme (CLEs, engl. fiir cross-linked enzymes), die jedoch kaum
Anwendung finden, da die verbleibende Aktivitat, Reproduzierbarkeit, sowie die
mechanische Stabilitat nicht jenen der anderen folgenden Varianten entspricht. Die
zweite Variante sind vernetzte Enzymkristalle (CLECs, engl. fiir cross-linked enzyme
crystals). Die ersten Publikationen gehen auf Quiocho und Richards Mitte der 1960er
Jahre zuriick, als so CLECs einer Carboxypeptidase A hergestellt wurden.[100: 101] Sje
bieten einige Vorteile wie eine erhhte Stabilitat gegen Temperatur, pH und organischen
Losungsmitteln. Wiahrend sie im Vergleich zu den CLEs ebenfalls eine erhohte
mechanische Stabilitat aufweisen, ist der entscheidende Nachteil die Herstellung, denn
die Enzymbkristalle gilt es zuerst durch aufwendige Kristallisation darzustellen.[192]
Seit dem Jahr 2000 ist eine dritte Variante bekannt - vernetzte Enzymaggregate (CLEAs,
engl. fiir cross-linked enzyme aggregates). Dabei werden der Enzyml6sung zuerst Additive
(z.B. organische Losungsmittel oder Salze) zugegeben, die eine Aggregierung des Enzyms
induzieren und anschlieflend erfolgt die kovalente Vernetzung der Aggregate mithilfe
von Linkern. Cao et al haben auf diese Weise die Penicilin G Acylase erfolgreich
immobilisiert und konnten eine dem freien Enzym ahnliche Aktivitit feststellen.[102 103]
CLEAs sind stabil in organischem Losungsmittel und bieten auflerdem die Moglichkeit
kombinierte Konstrukte aus mehreren Enzymen zu bilden, was ein denkbar breites
Anwendungspotential erdffnet:[1%2] Freisetzung aromatischer Terpene in Weinen,[104]
Abwasserreinigung,[105197] simultane Verwendung von Proteasen und Lipasen (die
Lipase wiirde als freies Enzym sonst von der Protease verdaut werden), in situ

Herstellung von Wasserstoffperoxidl'%] oder auch die gleichzeitige Verwendung einer
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Enoatreduktase mit einer Kofaktor-regenerierenden GDH.[68:199] Der limitierende Faktor
beim Einsatz der CLEAs ist jedoch die Grofle, die typischerweise unter 10 pum betragt,
was in Festbettreaktoren zu starken Druckschwankungen fithren kann.['%] Dies kénnte
jedoch durch den Einsatz einer zusatzlichen Festphase wie Kieselgel gelost werden, wie
Olciicii et al. beim Einsatz von ebenfalls sehr kleinen CatIBs gezeigt haben.!?

Die letzte Immobilisierungsmethode ist der Einsatz von sogenannten Affinitats-Tags, die
auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine entscheidende Rolle spielen (Abbildung
9.D). Dabei wird ein Enzym entweder chemisch[''] oder auf genetischer(''2 Ebene mit
einem Tag (z.B. Peptid-Tag oder Protein-Doméine) versehen, der anschliefend spezifisch
kovalent oder physikalisch an ein Triagermaterial bindet.[''3] Die Vorteile sind einerseits
eine hohe Stabilitat des Enzyms und andererseits wird eine hohe Beladung ermoglicht.
Auf der Kehrseite stehen allerdings hohe Kosten und die Komplexitit solcher Systeme.
Bekannte Vertreter sind His-Tag,['"» 1151 der spezifisch an ein Metall bindet,
Spytag/Spycatcher,['¢] Streptavidin/Biotin['"7] und der HaloTag™.,['18] der spezifisch an
einen HaloTag™-Liganden bindet. Die wichtigsten Punkte der bis hier beschriebenen

Methoden werden nochmal in Tabelle 1 zusammenfassend wiedergegeben.
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Tabelle 1. Erlauterung verschiedener Immobilisierungstechniken.

Immobilisierungstechnik Matrix/Trigermaterial (Beispiele)

Physisorption
(nichtkovalent)

Chemisorption

(kovalent)

Einschluss in

oder Membran

36

lonentauscher

Tragermaterialien mit Silanolen['3],
Epoxiden[™],  Alkoholen™ und

Aminen[7]

Polymer | Alginate, Polyacrylamide, Sol-Gele,
Hohlfasern, Mikrokapseln, 3D-
Matrizen, PEG-Hydrogelel7588-93,95,

96]

Charakteristik, Vor- und Nachteile

Adsorption via nicht-kovalenter Wechselwirkungen

Milde und kostengiinstige Methode

Keine Modifikationen des Enzyms und Tragermaterials zwingend
notwendig und eine Wiederverwendung des Tragermaterials ist moglich

Leaching resultiert in Produktkontamination und verminderter Aktivitat

Kovalente Bindung resultiert in hoher Bindungsstarke

Unter physiologischen Bedingungen meist irreversibel
Stabilitatsgewinn durch die Immobilisierung

Leaching wird minimiert

Aktivitatsverlust ~ durch  konformative  Einschrankungen  und
Veranderungen des reaktiven Zentrums moglich

Hohe Kosten, da das Tragermaterial nicht wiederverwendbar ist

Physikalische Fixierung des Enzyms in einer Polymermatrix oder
Membran

Schnelle, kostengiinstige und tragerfreie Methode

Viele  Modifikationen — moglich -  chemische Bestandigkeit,

Oberflachenfunktionalitat, Porengrofie und Partikelgrofie



Vernetzung

Affinitdts-Tags

Enzym als Trager

Funktionalisierte

Tragermaterialien, Metalle

Immobilisierung von Enzymen

Schutz gegen aufleren Stress und Denaturierung des Enzyms

Massentransfer der Edukte/Produkte sowie leaching sind problematisch

Irreversible Vernetzung von Enzymen tiber bifunktionellen Linker
Unterschieden wird zwischen cross-linked enzymes (CLEs), cross-linked
enzyme crystals (CLECs) und cross-linked enzyme aggregates (CLEAs)
CLEs besitzen keine zu CLECs/CLEAs vergleichbare Aktivitat,
Reproduzierbarkeit und mechanische Stabilitat

CLECs/CLEAs: Hohe resultierende Enzymaktivitit im Vergleich zum
freien Enzym; hohe Toleranz gegentiber organischen Losungsmitteln
Anzucht der CLECs ist zeitaufwendig; CLEAs konnen aufgrund ihrer

Grof3e fir Druckschwankungen in Flusssystemen sorgen

Reversible und irreversible Methoden
Hohe Beladungen moglich
Hohe Stabilitat der Enzyme

Kosten- und arbeitsintensiv, da z.B. komplexe Fusionsproteine hergestellt

werden miissen
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222 HaloTag™-System

Da der im vorherigen Kapitel erwahnte HaloTag™ eine Grundlage dieser Arbeit bildet,
wird dieser néher beleuchtet. Das HaloTag™-System wurde von der Promega™
Corporation als System zur Markierung und Bildaufnahme von Saugetierzellen
entwickelt.[19122] Die Basis fiir dieses System wurde bereits 1999 durch Schindler et al.
gelegt, als sie die Reaktionskinetiken in Bezug auf zahlreiche halogenierte Substrate fur
zwei Haloalkan Dehalogenasen aus Xanthobacter autotrophicus (XaDHL) und
Rhodococcus rhodochrous (RrDHL) untersuchten.['23] Die Arbeiten von Los et al. im Jahr
2005 nahmen die RrDHL (oder auch DhaA) dann als Basis fiir die weitere Entwicklung
mit dem Ziel, das Enzym soweit zu modifizieren, dass eine kovalente Bindung des
Substrats erfolgt, dieses aber im Vergleich zum Wildtyp nicht wieder hydrolysiert.['%]
Die detaillierte Funktion soll nun anhand der Mechanismen in Kapitel 2.2.2.1 erlautert

werden.
2.2.2.1 DhaA und Mutante - Mechanismen im Vergleich

Die katalytische Triade des Wildtyps besteht aus Aspartat (Asp'%), Histidin (His?’?) und
Glutamin (Glu?). Aulerdem befinden sich Asparagin (Asn*') und Tryptophan (Trp'%7)
in raumlicher Nihe und tragen zur Fixierung des Halogenalkans iiber das Chlorid bei.[124]
Im ersten Schritt des katalytischen Zyklus greift der Sauerstoff des Asp'° am a-C-Atom
des Halogenalkans nach Sy2 an und es wird eine an das Enzym kovalent gebundene
Ester-Zwischenstufe gebildet. Das benachbarte His?’? fungiert nun als Base und
katalysiert die Hydrolyse dieser Esterverbindung, was die Freisetzung des
entsprechenden Alkohols und des Chlorids aus dem katalytischen Zentrum zur Folge hat
(Abbildung 10.A).'33-125] ApschlieRend wird das Enzym regeneriert.

Im Falle der mutierten Variante von Los et al. ist His?’?> durch Phe?’? ausgetauscht. Im
ersten Schritt findet hier wie zuvor die Substitution statt, jedoch wird die Hydrolyse des
Esters durch fehlendes His?’2 unterbunden, sodass das Substrat kovalent im

katalytischen Zentrum gebunden bleibt (Abbildung 10.B).['22]
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Abbildung 10.A) Enzymatischer Katalysezyklus des Wildtyps der DhaA. 9.B) Enzymatische Reaktion der
mutierten DhaA, wobei das als Base fungierende His?’? durch Phe?’? ersetzt ist. Dadurch bleibt das
Substrat kovalent gebunden in der Enzymtasche. Die Abbildung ist der Originalabbildung von Encell et al.

nachempfunden.l2']

39



Theoretische Grundlagen

2.2.2.2 HaloTag™-Ligand

Soll nun ein HaloTag™-Enzym unter Nutzung des o.g. Mechanismus an einen
Fluoreszenzmarker, eine Festphase o.A. gekuppelt werden, benétigt das zu kuppelnde
Molekiil folglich einen halogenhaltigen Rest. Diese Verbindung wird als sogenannter
HaloTag™-Ligand definiert und besteht grundlegend aus zwei Teilen; einerseits aus einer
Matrix/Festphase (z.B. Sepharose) oder einem Fluoreszenzfarbstoff (TMR fiir Trimethyl-

rhodamin) und andererseits aus einem Reaktivlinker (Abbildung 11).

HaloTag TMR Ligand

N

Reaktivlinker

Abbildung 11) HaloTag™-TMR-Ligand bestehend aus Trimethylrhodamin-Fluoreszenzmarker und
Reaktivlinker zur Bindung an das HaloTag™-Enzym.
Dabei sind einige Eigenschaften fiir den Reaktivlinker notwendig, um eine Verkntpfung

des HaloTag™-Enzyms an den Liganden erfolgreich durchfiihren zu kénnen:[119 120, 122]

1. Er muss langer sein als die 15 A der Enzymtasche.[121]
2. Er muss eine kovalente Bindung mit dem Enzym eingehen.[119, 120]
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3. Er muss flexibel sein, damit er sich fur den nukleophilen Angriff des Asp'% ideal

positionieren kann.[120]

Ein Beispiel eines 17 A langen Reaktivlinkers besteht aus einem terminalen Chlorid,
welches tber sechs Kohlenstoffatome an eine flexible Diethylenglykoleinheit gebunden
ist (Abbildung 11).1'"% 1201 Am gegeniiber liegenden Ende besitzt der Linker eine
nukleophile primare Aminofunktionalitat, wodurch die Nutzung verschiedener
funktionalisierter Festphasen und Fluoreszenzmarker moglich ist. Kinetische
Untersuchungen zeigten, dass die Bindungsaffinitit dieses Konstrukts an das HaloTag™-
Protein mit 9.8x10° M s! vergleichbar hoch wie jene des TMR-Biotin-Liganden an

Streptavidin mit 2.5x106 M™' s ist.['"] Dabei gilt die Bindungsaffinitdt von Biotin an
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Streptavidin als sehr hoch fiir Affinitatstags.[2": 126128] |m Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollte das HaloTag™-System fiir die Enzymimmobilisierung verwendet werden
und dafiir wurde bereits 2008 von Los et al. das HaloLink™-Resin entwickelt.l'2] Der hier
hergestellte HaloTag™-Ligand besteht aus einer Sepharose-Matrix, die tiber ein
Zwischenfragment aus drei Ethylenglykoleinheiten an den beschriebenen Reaktivlinker
gekniipft ist (Abbildung 12). Das zusatzliche Fragment ist notwendig, um einen

raumlichen Abstand zwischen der Matrix und dem Enzym zu gewihrleisten.[36 120]

0
H
N
O\N )J\O/\/O\/\O/\/O\”/ \/\O/\/O\/\/\/\C|

H
(@)

Abbildung 12. HaloTag™-Ligand basierend auf einer funktionalisierten Sepharose-Festphase mit
verkniipftem Reaktivlinker. Kommerziell zu erwerben als HaloLink™-Resin.[120]

Auf der Kehrseite ist hier dennoch eine zusétzliche Hiirde zu beachten. Es muss zuvor
ein Fusionsprotein aus dem HaloTag™-Protein und dem gewiinschten Enzym produziert
werden, was mit erheblichen Aktivitatsverlusten einhergehen kann, wie Débber et al.
gezeigt haben.[3¢] Dabei wurde ein Fusionsprotein mit der Alkoholdehydrogenase aus
Lactobacillus brevis (im Folgenden HaloTag™-LbADH) gebildet und es konnte in Puffer
ein Verlust der spezifischen Aktivitat von bis zu 70 % festgestellt werden.[3¢ 1] Fiir ein
Fusionsprotein mit der Benzoylformat-Decarboxylase hingegen betrug dieser ca.
40 %.1'21 Allerdings war der Verlust nicht nur auf das HaloTag™-System zuriickzufiihren,
sondern auch auf die kovalente Immobilisierung generell, wie bereits in Kapitel 2.2.1
erlautert.2-1321 Nichtsdestotrotz bringt die Methode einige Vorteile mit sich. Die
Immobilisierung funktioniert aus dem Zellrohextrakt, da das HaloTag™-Enzym selektiv,
kovalent und irreversibel an terminale Chloralkane bindet (vgl. Kapitel 2.2.2.1).1129, 133]
Nicht getaggte Proteine werden nicht gebunden und ausgewaschen, sodass keine
weiteren aufwendigen Isolierungs- und Reinigungsschritte notwendig sind. Zudem kann

die Immobilisierung im Batch- und im Flussverfahren durchgefiihrt werden.['- 36 12]
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2.3 Enzyme
2.3.1 Alkoholdehydrogenasen

Alkoholdehydrogenasen (ADHs) gehoren zu der Klasse der Oxidoreduktasen (EC 1.1.1.1
oder 1.1.1.2) und lassen sich grundlegend in zwei Kategorien unterteilen — kurzkettige
(SDRs) und mittelkettige ADHs (MDRs). Kurzkettige ADHs haben ihren Ursprung
wahrscheinlich in prokaryotischen Habitaten und besitzen oft lediglich eine
eindimensionale o/f-Struktur. Dies bedeutet, dass eine einzige Doméne sowohl fiir die
Bindung des Kofaktors als auch die Katalyse vorhanden ist. Auf der anderen Seite stehen
komplexere mittelkettige ADHs, die vermutlich eukaryotischen Ursprungs sind und aus
zwei separaten Doméinen fiir denselben Zweck aufgebaut sind.[134]

Generell katalysieren ADHs die asymmetrische Reduktion von Aldehyden oder Ketonen
zu den entsprechenden Alkoholen (oder umgekehrt, Schema 1). Dafiir kommt ein
nicotinamidabhangiger Kofaktor [hier NAD(P)H] zum Einsatz, der das benétigte Hydrid
fur den nukleophilen Angriff am Carbonyl-Kohlenstoff bereitstellt.

¢} Alkoholdehydrogenase OH

R' R /7 N\ RR?
NAD(P)H  NAD(P)'

Schema 1. Schematische Darstellung der durch eine ADH katalysierte reversible Reduktion eines Ketons
zu dem entsprechenden Alkohol. Dabei wird ein Aquivalent NAD(P)H verbraucht.

Dieser Angriff kann von zwei Seiten - der Re oder der Si Seite - geschehen und beeinflusst
die Konfiguration des Produkts, die sich in vielen Fallen vorhersagen lasst. ADHs, die der
Prelog-Regel folgen,['3] iibertragen ein Hydrid des Kofaktors von der Re Seite auf den
Carbonyl-Kohlenstoff und es wird der (S)-Alkohol gebildet, sofern der groflere
Substituent (hier RY) nach der CIP-Nomenklatur (Cahn-Ingold-Prelog) auch die héhere
Prioritat besitzt. Dem folgend liefern anti-Prelog-ADHs durch Angriff des Hydrids von
der Si Seite den (R)-Alkohol (Abbildung 13).[136-138]
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|
Ribose

“ADP “ADP

. Re Seite
Si Seite

Abbildung 13. Re oder der Si Seiten Angriff eines Hydrids an ein Keton. Der Kofaktor wurde der
tibersichthalber vereinfacht dargestellt. Abbildung angelehnt an Débber et al. und Musa.[136137]

Zwei wichtige Vertreter der ADHs, die auch die Grundlage der vorliegenden Arbeit
bilden, sind die Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis und Ralstonia species. Sie

werden nun in den folgenden Kapiteln 2.3.1.1 und 2.3.1.2 vorgestellt.
2.3.1.1  Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis (LbADH)

Die kurzkettige Alkoholdehydrogenase (ADH) aus Lactobacillus brevis, im Folgenden
auch LbADH genannt, wurde erstmal 1997 bei der Untersuchung des Lactobacillus-
Stranges auf neue ADHs durch die Arbeitsgruppe um Werner Hummel entdeckt.['¥] Im
Allgemeinen wird sie der Enzymklasse 1.1.1.2, den NADP*-abhiangigen Oxidoreduktasen
zugeordnet und ist abhingig von zweiwertigen Metallionen wie Mg?* oder Mn2*.[1%0]
Strukturell betrachtet handelt es sich um ein Homotetramer mit einer Grofle von 251
Aminosauren und 26.6 kDa je Einheit.['%] Ein einzelnes LbADH-Monomer bildet dabei
eine grofle Rossmannfalte mit einem zentralen parallelen B-Faltblatt bestehend aus acht
B-Strangen, an deren C-Terminus das aktive Zentrum sitzt. In diesem sind zwei
verschieden grofle hydrophobe Bindetaschen vorhanden, die fiir die Bindung der
Substratreste erforderlich sind. Bei Verwendung von Acetophenon (16) als
Modellsubstrat wird die Methylgruppe durch lle'3, Gly', Glu™ und Tyr®
koordiniert.[137. 140. 1411 Der Carbonylsauerstoff wird durch die katalytisch wichtigen
Aminosduren Ser'? und Tyr'% aktiviert und der Carbonylkohlenstoff ist in Richtung des
Kofaktors NADPH orientiert. Durch die Ausrichtung der Si Seite des Acetophenons (16)
zum NADPH, wird nach der Reduktion entsprechend (R)-1-Phenylethanol (17) erhalten.
Dem folgend handelt es sich gemaf} Prelog Regel bei der LDADH um eine anti-Prelog-
ADH,['35] wobei Ketone mit Halogenen in a-Position ausgenommen sind, denn es wird

nomenklaturbedingt das (S)-konfigurierte Produkt gebildet.[136. 139, 142]
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Generell ist das breite tolerierte Substratspektrum der LbADH hervorzuheben, wozu zum
Beispiel Ketone mit groflen Resten, zyklische Ketone, Vinylketone, (Di-)Ketoester oder
auch a-Hydroxyketone zéhlen, wodurch diverse chirale Produkte zugéanglich gemacht
werden kdnnen.[27.139.142.143] Deg Weiteren wurde sie in der Vergangenheit in zahlreichen
Batch- und Flusssynthesen eingesetzt, wobei im Folgenden zwei ausgewéhlte Beispiele
im Batch présentiert werden sollen. Die Flusssynthesen werden hingegen noch an
anderer geeigneter Stelle erlautert (vgl. Kapitel 2.3.2 & 2.4).

Der Einsatz der LbADH in kombinierten Chemo- und Biokatalysen ist ein
vielversprechender Ansatz zur Entwicklung wichtiger Bausteine unter milden und
umweltfreundlicheren ~ Bedingungen.['*]  Besonders  solche = Methoden im
Eintopfverfahren sind hier hervorzuheben, wie Mantel et al. 2021 eindrucksvoll in der
Herstellung von a-methylierten Alkoholen ausgehend von Methylvinylketon (18) im
Grammmafstab zeigten.['%%] Bei der vierstufigen Synthese kamen neben der Enreduktase
YqjM die bereits beschriebene LDADH zum Einsatz, um das (R,R)-konfigurierte
syn-Diol 19 in hervorragenden Stereoselektivititen und exzellenten Ausbeuten pro Stufe
ohne lIsolation der Zwischenprodukte 20 und 21 zu erhalten. Zudem wurde die
Regenerierung des Kofaktors NADP(H) mit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
(GDH) enzymgekoppelt und mit der LbADH durch den Zusatz von 2-Propanol
substratgekoppelt durchgefiihrt, um hohe Mengen des teuren Kofaktors zu vermeiden.
Thematisch bedingt wird an dieser Stelle nur die vierstufige Syntheseroute zum
syn-Diol 19 illustriert (Schema 2); die sechsstufige Route zum anti-Diol 22 derselben

Autoren wird im Rahmen der RADH gezeigt (Schema 4).
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)v YqjM, KP; Puffer

2-MeTHF, 37 0

oon L[5 | ST
(1.4Ac:.) )H(\OH )K‘/\OH

NADPH/H® NADP*

20 21
Neutralisierung durch i i
automatisierte Gluconsaure Glucose

NaOH Zugabe GDH
OH LbADH,
68 % (66 mg) MgSO0,, 37 °C
D.V. 92:8, ee >99 % OH / \
70 % (126 g)* Syn-]g NADP* NADPH/H*
D.V.92:8, ee>99 %
Reinheit (QNMR): 2-Propanol L bADH Aceton

91+0.4 % Rohextrakt
98+0.3 % *saulenchrom. Reinigung

Schema 2. Vierstufiger organo- und biokalatytischer Eintopfprozess zur enantioselektiven Synthese des
syn-Diols 19 ausgehend vom Methylvinylketon 18.

Halogenierte Verbindungen spielen heutzutage besonders bei Arzneimitteln eine
wichtige Rolle; rund 40 % der in klinischen Studien getesteten Substanzen besitzen ein
oder mehrere Halogenatome.['%S] Die Polaritat kann einerseits einen positiven Einfluss
auf die Membrandurchlassigkeit eines Wirkstoffes haben, was besonders hinsichtlich der
Blut-Hirn-Schranke von Bedeutung ist. Andererseits kann die Anwesenheit von
Halogenen einen grofen Einfluss auf die biologische Aktivitat haben, wie Harris et al. am
Beispiel des Antibiotikums Vancomycin zeigten, dass ohne Chloride eine um 30-50 %
verringerte Wirksamkeit aufwies.[146: 147]

So lag es nahe, solche Verbindungen enzymatisch umzusetzen, wie Borzecka . unter der
Verwendung der LhADH zeigten.[*®] Ausgehend der Ketone 23a-I konnten verschiedene
chirale Alkohole 24a-1 in sehr guten bis exzellenten Umsitzen enantiomerenrein
zuginglich gemacht werden. Um die Kosten so gering wie notig zu halten, wurde die
Regenerierung des Kofaktors NADPH substratgekoppelt durchgefiihrt und dieser wurde

lediglich substochiometrisch zum Substrat eingesetzt (Schema 3).
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3 U LhADH
0.5 M Keton 23a-I
0 1 mM NADP* o
B X' 20 %v/v 2-Propanol A X
| 2 x X 30°C 24h | g X
b X = H, F, Br 7
23a-l 24a-1
OH OH OH OH
/@/\/Br : F /@/\/F /@/\/F
F : F Cl
24a 24b 24c 24d
74 % >99 % >99 % >99 %
ee >99 % ee>99 % ee>99 % ee>99 %
OH OH OH OH
Br MeO /©/\/
24e 24f 24g 0NN Zan
>99 % >99 % 88 % 96 %
ee>99 % ee>99 % ee>99 % ee>99 %
OH OH OH OH
F ~Ffal ~_F ~F -
CF,
F
24i 24j 24k 241
>99 % >99 % >99 % >99 %
ee >99 % ee >99 % ee>99 % ee>99 %

Schema 3. Synthese verschiedener fluorierter Alkohole 24a-1 unter Verwendung der LbADH. Die
Abbildung wurde Borzecka et al. nachempfunden.[143]

Die Enantiomere konnten ebenfalls durch eine Alkoholdehydrogenase AADH aus
Rhodococcus ruber erhalten werden.['*®] Eine ahnliche Synthese wurde einige Jahre
spater von Hassani et al erneut aufgegriffen und in einem tief eutektischen
Losungsmittel aus Cholinchlorid und Glycerin (1:2 mol/mol) durchgefiihrt. Auch hier
konnten  zahlreiche chirale Halohydrine in sehr hohen Umsétzen und

Enantiomereniiberschiissen zuginglich gemacht werden.[14]
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2.3.1.2  Alkoholdehydrogenase aus Ralstonia species (RADH)

Die meisten Alkoholdehydrogenasen reduzieren Ketone, die zumindest einen kleinen
Substituenten tragen, was die Einsatzmoglichkeit oftmals einschrankt.l'59 2008 konnte
von Lavandera et al. eine Alkoholdehydrogenase aus Ralstonia species identifiziert
werden, mit der genau diese Problematik adressiert werden konnte.l'5"] Bei dieser RADH
handelt es sich um eine kurzkettige NADPH-abhingige Prelog-Alkoholdehydrogenase,
die aus einer tetrameren Struktur durch vier Monomere aufgebaut ist. Jedes Monomer
besteht dabei aus einer klassischen Rossmann-Falte mit einem zentralen S-Faltblatt.['52]
Dadurch entsteht ein hydrophober Tunnel im aktiven Zentrum des Enzyms, bei dem der
Nicotinamidring des NADPH am Anfang dieses Tunnels sitzt. In raumlicher N&he finden
sich die Aminosauren Tyr'0, Ser'37, Phe205, Leu'4, Leu'?, Leu®1, Val'38, Ile®!, His'™7 und
GIn"7, wie von Man et al. mittels Strukturanalyse festgestellt wurde.['*2 Dabei ist Tyr!5
sehr wahrscheinlich fiir die Protonierung eines Alkohols (Produkt nach der Reduktion)
verantwortlich, wie von Filling et al. beschrieben wurde.[153]

Die RADH ist generell sehr interessant, da sie speziell in der Lage ist, Substrate mit zwei
groflen Substituenten umzusetzen und hierbei weiterhin hohe Enantio- und
Diastereoselektivititen aufweist.['" 1521 Einige hervorzuhebende Beispiele sind zum
Beispiel die Umsetzung von 2-Methylbutan-1,3-diolen['%%], a-Hydroxyketonenl'>4, a,a-
Dihaloacetophenonen('55], Thioesternl'56], oder a-Alkyl-fB-ketoestern in einer dynamisch
kinetischen Racematspaltung!'®]. Auf der Kehrseite ist die ADH trotz der hohen
Aktivitat mit einer Halbwertszeit von ~6 h nicht besonders stabil; dies kann allerdings
durch den Zusatz von Calciumionen auf bis zu 80 h drastisch erhoht!'5% 1521 und durch
eine geeignete Immobilisierungsstrategie weiter ausgebaut werden (vgl. Kapitel 3.2).
Einige interessante Anwendungsbeispiele der RADH sollen nun im Folgenden prasentiert
werden. Wie schon im Rahmen der LbDADH (Schema 2), bewiesen Mantel et al. auch
unter Verwendung der RADH eindrucksvoll die Kombination von Chemo- und
Biokatalyse und konnten in sechs Stufen das (R,S)-anti-Diol 22 zuganglich machen.
Zuerst wurde in fiinf Stufen im Eintopfverfahren und ohne Isolierung der
Zwischenprodukte 25a,b und 26a,b das anti-Produkt 27a,b gebildet, um nach separater
abschlielender palladiumkatalysierter Hydrierung das anti-Diol 22 in hervorragenden
Stereoselektivititen und exzellentem ee zu erhalten.['*] Hervorzuheben ist an dieser
Stelle, dass die Synthese ebenfalls im Grammmafstab in 78 % (1.8 g) Ausbeute
durchgefiihrt werden konnte (Schema 4).

47



Theoretische Grundlagen
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)]\/ YqjM, KP; Puffer
JO\/],OH 15 0 2-MeTHF,37°C | O

H . _R _R
(1.4 Aq.) — )kﬂﬂo ; ; )K‘AO

NADPH/H*  NADP*

25a,b 26a,b
Neutralisierung durch E i
automatisierte Gluconsaure Glucose

NaOH Zugabe GOM
OH MeOH,H,  OH RADH, TEA-Puffer
= Pd(OH),)C = CaCl,, 37 °C
/Y\OH /\‘/\ / \
anti-22 anti-27a,b ~ NADP* NADPH/H*

a:R=Bn b: R = a-phenylethyl : :
64 % (66 mg) 78 % (1.8 g) Glucose Gluconsaure
DV.93:7, ee >99 % DV.97:3, ee >99 % GDH

Schema 4. Sechsstufiger organo - und biokalatytischer Eintopfprozess zur enantioselektiven Synthese des
anti-Diols 22 ausgehend von Methylvinylketon (15).

Gonzalez-Martinez et al haben die RADH eingesetzt, um eine Vorstufe des
Odanacatib (28), einem Inhibitor der Cysteinprotease Cathepsin K, welches in
Osteoklasten vorkommt und fiir den Knochenabbau verantwortlich ist,
chemoenzymatisch zuginglich zu machen.['8 1591 Die sequenzielle Syntheseroute
bestand aus einer Suzuki-Miyaura-Kupplung und einer anschlielenden enzymatischen
Reduktion in KPi-Puffer. Die Autoren hoben dabei besonders die gute Kompatibilitat
zwischen Palladium und der Alkoholdehydrogenase aus Ralstonia species hervor.
Ausgehend von dem Trifluorethanon 29 und der Boronséaure 30 konnte das Produkt 31
in 85 % Ausbeute, >99 %ee und einer Raum-Zeit-Ausbeute von 128 g L' d"! erfolgreich
hergestellt werden (Schema 5).
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1) Na,CO,
KP-Puffer

0 B(OH), 2 Mol% PdCI,(PPh,),
- /©/ 24 h, 60 °C
3
2) dann Zugabe:
Br MeO,S 1,4-Dioxan O
NADP*

29 30 MeO,S 31
GDH 85 %

Glucose ~99 %ee
RADH 128gL'd"
4 h, 40 °C

CF, :
N_ _CN
CI N T XK
() s
>s

0”>0 (28)

OH

Schema 5. Reaktionsgleichung der chemoenzymatischen Sequenz ausgehend vom Trifluorethanon 29 und
der Boronsiure 30 zum Odanacatib-Vorlaufer 31. Darstellung von Odanacatib (28).

Die funffache Mutante der RADH-F12 wurde von Chen et al. fur eine Desymmetrisierung
von Ethylsecodion 32 zum (13R,17S)-Ethylsecol 33 eingesetzt, welches ein wichtiges
chirales Intermediat fiir verschiedene steroidale Medikamente wie Levonorgestrel (34)
oder Gestoden (35) darstellt.[160: 1611 Bej dieser Reduktion handelte es sich um eine
sterisch sehr anspruchsvolle Reaktion, bei der zudem vier verschiedene Stereoisomere
gebildet werden konnten. Dennoch war es mit der Mutante moglich, das Secol 33 als
einziges Produkt in 94 % Ausbeute zu erhalten (Schema 6). Die Autoren betonten, dass
dieser Prozess in der Zukunft wichtig sein konnte, um schwierige Probleme der

synthetischen Chemie hinsichtlich industrieller Anwendung zu 18sen.[160. 162]
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(0] OH
17

RADH F12 13

NADPH/H®*  NADP®

\ / Glucose 33,94 7%

32 Gluconsiure

(34)

Schema 6. Reaktionsgleichung der Desymmetrisierung von Ethylsecodion 32 zum (13R175)-
Ethylsecol 33. Darstellung von Levonorgestrel (34) und Gestoden (35).

23.2 Phosphitdehydrogenase (PhosDH)

Die typische Oxidationsstufe von Phosphor in lebenden Zellen betragt +V, wie z.B. in
Nukleotiden, RNA, DNA oder Kofaktoren.['63-165] Diese andert sich fiir gewshnlich in
enzymatischen Reaktionen auch nicht, sondern es erfolgt nur ein Phosphoryltransfer
unter Erhaltung der Oxidationsstufe. Enzyme, die Phosphor einer niedrigeren
Oxidationsstufe verwenden oder produzieren, wie Phosphonate (RP(O)(OR"), -
Oxidationszahl +111 - oder Phosphinate (R2P(O)OR®) - Oxidationszahl +I -, sind hingegen
weniger bekannt.['¢] Ein Beispiel fiir ein solches Enzym ist die Phosphitdehydrogenase
PhosDH aus dem gramnegativen Bakterium Pseudomonas stutzeri WM88. Sie wurde 1998
von Metcalf und Wolfe entdeckt und die Charakterisierung und Isolierung wurde 2001
von Costas et al. durchgefiihrt.[64 165 Die PhosDH gehért zu der Familie der NAD*-
abhéngigen D-Hydroxysauredehydrogenasen und besitzt eine zu 23-34 % identische
Sequenz mit anderen Mitgliedern der Enzymbklasse.l's”] Im katalytisch aktiven Zentrum
sind zudem einige konservierte Aminosauren bekannt, die an der Reaktion beteiligt sind
- Arg®7, His22, Glu2¢6 und Lys76.[163, 166, 167] Eine weitere spatere Studie von Ranaghan et
al. konnte zusatzlich Met>® als wichtige Aminosiure identifizieren, die fiir die
Stabilisierung der positiv geladenen His?2-Seitenkette verantwortlich sein konnte. Dies
konnte allerdings strukturell nicht bewiesen werden, sondern es wurde angenommen,

dass sich die Interaktion wihrend der Reaktion ausbildet.['®] Das pH-Optimum liegt bei
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ca. 7.5, jedoch ist sie {iber einen pH-Bereich von 5-9 aktiv.l'63 1651 Die natiirlichen
Substrate der PhosDH sind Phosphit und NAD*, die sie mit einer sehr hohen Affinitat
umsetzt (Km-Werte von 53.1+6.7 uM und 54.6+6.7 um), weshalb ihre Anwendung auch in
der Kofaktor-Regeneration denkbar wire.[163. 165 166, 16]

Grundlegend wird bei der durch die PhosDH katalysierten Reaktion Phosphit zu
Phosphat oxidiert, wahrend NAD* als Hydridakzeptor fungiert und zu NADH reduziert

wird (Schema 7):[163. 167, 170]

I
/FI)\ - + NADH + H*

HO 1 _0

Schema 7. NAD*-abhingige Oxidation von Phosphit zu Phosphat katalysiert durch die
Phosphitdehydrogenase PhosDH.

Der Mechanismus beinhaltet vermutlich drei Schritte — ein Hydridtransfer von Phosphit
auf NAD+, ein nukleophiler Angriff durch ein Wassermolekiil auf Phosphor und ein
Protonentransfer vom Wassermolekiil auf die vermutete His292-Base.['7'] Obwohl bereits
ausfiihrliche Studien von der Arbeitsgruppe um van der Donk durchgefiihrt wurden, ist
bis heute nicht vollends klar, wie der Mechanismus genau ablauft und insbesondere wie
das Enzym den P-H-Bindungsbruch mit Wasser als Nukleophil katalysiert.[166. 167, 171, 172]
Generell sind drei potenzielle Reaktionspfade moglich - der assoziative, der dissoziative
und der konzertierte Mechanismus, die sich in der Reihenfolge der Reaktionsschritte
unterscheiden.['67] Im assoziativen Mechanismus greift Wasser zuerst nukleophil am
Phosphor an, es folgt der Protonentransfer und schlief8lich der Hydridtransfer, woraus
eine pentakoordinierte Phosphorzwischenstufe gebildet wird. Im dissoziativen
Mechanismus kommt es hingegen zuerst zum Hydridtransfer auf NAD*, wodurch es zur
Ausbildung einer trigonal-planaren Zwischenstufe kommt. Beim letzten potenziellen
Pfad, dem konzertierten Mechanismus, finden alle Reaktionsschritte zur gleichen Zeit

statt, ohne die Ausbildung einer stabilen Zwischenstufe (Abbildung 14).
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Abbildung 14. Genereller Mechanismus der Phosphitdehydrogenase PhosDH. Abbildung Stevens und
Hammes-Schiffer sowie Howe und van der Donk nachempfunden.['71172]

Zusétzlich war wenig bekannt tber die Protonierungszustinde des Edukts und des
Produkts. Eine im Jahre 2020 veroffentlichte ausfithrliche Studie von Stevens und
Hammes-Schiffer sollte durch quantenmechanische und molekularmechanische
Simulationen der freien Energien tiefere Einblicke in diese Zustinde geben und
Riickschliisse auf den wirklichen Mechanismus erméglichen.['71] Die Simulationen sechs
verschiedener Protonierungszustande und zwei moglicher Positionen des Wasserangriffs
kamen zu dem Ergebnis, dass es sich um einen konzertierten und asynchronen
dissoziativen Mechanismus handeln muss. Dies bedeutet, dass zuerst der Hydridtransfer
vom Phosphit auf NAD* und anschlieflend der nukleophile Angriff des Wassermolekiils
mit Deprotonierung durch entweder His?? oder Arg?® erfolgt. Zusitzlich legten die
Berechnungen der freien Energiebarrieren und Reaktionsenergien, die in
Ubereinstimmung mit experimentellen Daten vorlagen, ein monoanionisches Phosphit
als Substrat und Dihydrogenphosphat als Produkt nahe.

Die PhosDH sollte nun auch eine praktische Anwendung finden. Da sie allerdings nur
NAD* akzeptiert, wurde eine Doppelmutation (E175A und A176R) eingefiihrt, um
ebenfalls NADP* als Kofaktor zu tolerieren.['73] Weitere Mutationen fiihrten zu einer
erhohten thermischen Stabilitat, sodass beispielsweise eine 7000-fach erhohte Stabilitat
gegeniiber des Wildtyps bei 45 °C erreicht werden konnte. Johannes et al nutzten
anschlieflend ein Zwei-Enzym-System mit der Alkoholdehydrogenase LbADH fiir die
Synthese von (R)-Phenylethanol (17) ausgehend von Acetophenon (16) sowohl im Batch,
als auch kontinuierlich in einem Enzym-Membranreaktor.['3] Nach 180 h

kontinuierlicher Produktion konnte ein Umsatz von 98 % (RZA 14 g L1 d"") mit einer TTN
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von 100 erreicht werden. Die Enzymdeaktivierung lag bei 0.8 % d-' Das Reaktionsschema

ist in Schema 8 gezeigt.

/(ll LbADH OH
o O\ /J\w1
16 17
NADPH/H* NADP* Umsatz: 98 %
% \ / O RzZA:14gL'd’
Al P~ TTN: 100
HO -0 PhosDH* H 4O '

+ H,O (Puffer)
“Enzymdeaktivierung: 0.8 % d’'

Schema 8. Reaktionsschema des Zwei-Enzym-Systems nach Johannes et al.l'3]

Die Reaktion wurde ebenfalls mit einer mutierten PseFDH fur die Kofaktor-
Regenerierung verglichen, die in der gleichen Reaktion bereits von Seelbach et al
Verwendung fand.['7] Mit ihr konnte, obwohl die aktivere Alkoholdehydrogenase
LKkADH verwendet wurde, lediglich ein Umsatz von 70 % (RZA 10 g L' d"") mit einer TTN

von 70 erreicht werden. Die Enzymdeaktivierung war mit 1.1 % d-! vergleichbar.

2.3.3 Candida antarctica Lipase B (CalB)

Lipasen gehoren zu den wichtigsten Vertretern der Enzyme in der Biokatalyse. Dabei
handelt es sich um Hydrolasen (EC 3.1.1.3), die in ihrer natiirlichen Umgebung die
Hydrolyse von Triacylglycerolen 36 zu den entsprechenden Fettsiduren 37 und

Glycerin (38) katalysieren, wie im folgenden Schema 9 schematisch illustriert.[75]

ROCO OCOR . 0
/\(\ ., HZO Llpase ; )'L ) HO/\‘/\OH

OCOR HO” "R OH

36 37 38
Schema 9. Hydrolytische Spaltung von Triacylglycerolen 36 durch Lipasen zu Fettsiuren 37 und
Glycerin (38).
Sie benétigen keine Kofaktoren, wobei die Zugabe von Ca?*-lonen einen positiven
Einfluss auf die Aktivitat hat, wiahrend Zn?*und Mg?* eher zu einer leichten Inhibierung
der Lipase fiihren.['7¢] [hr bevorzugtes pH-Milieu liegt fiir gewdhnlich zwischen vier und
acht, wobei es hier Ausnahmen gibt, wie z.B. die Lipase aus Aspergillus niger, die im
sauren Milieu und jene aus Pseudomonas nitroaeducens, die bei einem pH-Wert von elf

besonders aktiv sind. [768] Generell wurden Lipasen bereits in einer Vielzahl von
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Reaktionen wie Veresterungen, Umesterungen und Hydrolysen eingesetzt.['77-179] Die
ausgezeichnete Regio-, Chemo- und Stereoselektivitat,['8] sowie ihre Toleranz
gegeniiber verschiedenen Reaktionsmedien, wie waissrige und organische Systeme,
ionische und superkritische Flussigkeiten, als auch eutektische Losungsmittel machen
sie zu einem sehr niitzlichen Werkzeug fiir die organische Synthese.['7”] Industriell
wurden Lipasen bereits vielfaltig fiir die Synthese von APIs und Feinchemikalien
eingesetzt, wobei ebenfalls die Produktion von Biodiesel immer mehr in den Fokus
riickt.[176, 178, 179]

Der bekannteste Vertreter dieser Enzymklasse ist die Lipase B aus Candida antarctica (im
weiteren Verlauf CalB).['8] Bei dem 33 kDa groflen Enzym handelt es sich um ein a/f-
Protein aus 317 Aminosauren mit einer katalytischen Triade aus Ser'%-His??*-Asp'®7 in
der aktiven Tasche.[77.181] Bereits 1992 wurde sie auf einem makropordsen Acrylpolymer
(Lewatit® VP OC 1600 von Lanxess) immobilisiert und wird heute kommerziell unter dem
Namen Novozym 435 von Novozymes A/S Denmark vertrieben.l'77- 1821 Die CalB wurde
bereits akademisch und industriell in zahlreichen Batch- und Flusssynthesen
eingesetzt.['83 1841 Neben der Anwendung in der Biodieselproduktion kam sie bei
kinetischen Racematspaltungenl'8-187] oder verschiedenen chemischen Reaktionen, wie
der Morita-Baylis-Hillman-Reaktion,[188] Michael-Addition,[8%] Knoevenagel-
Kondensation[ oder Acylierungl’®-193] zum Einsatz. Dies ist jedoch nur eine kleine
Auswahl an méglichen Anwendungen der Lipase.['””] Da der Fokus der vorliegenden
Arbeit auf der Anwendung im Fluss liegt, sollen im Folgenden ausgewahlte Beispiele in
diesem Modus prasentiert werden.

2008 postulierten Woodcock et al eine effiziente Methode zur Synthese von
verschiedenen Alkylestern 39.1'7 191 Dazu wurde eine 020M Losung aus
1:1 Saure 40:Alkohol 41 in Hexan tber eine mit Novozym 435 befillte Saule (100 mg;
30 cm x 1.65 mm, Schema 10) gepumpt. Die Veresterung wurde bei Raumtemperatur
mit einer Flussrate von 1 puL min' durchgefiihrt. Nach 2 h konnten bereits gute bis
exzellente Umsitze erzielt werden und ebenfalls ein Langzeitversuch tber 7.5h zu
Hexansaurebutylester (42) resultierte in 97 % Umsatz und einer Raum-Zeit-Ausbeute

von 34 mg L' h-1.[194]
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7 (0]
R'” “OH I g
Novozym 435 1 -
40 H R" O
4 23°C 39
R?0OH 1L min! 80-99 %
_ 41 R'=CsH,;, C,H;s, C;;H,;  Hexansaurebutylester (42):
in Hexan R? = CH,, C,Hs, C,H, 97 %,34mg L' h”’

Schema 10. Novozym 435 katalysierte Synthese von verschiedenen Alkylestern 39 ausgehend von einer
1:1-Mischung aus Saure 40 und Alkohol 41 in der kontinuierlichen Flusssynthese. Schema angelehnt an
Britton et al.l"%]

Ledo et al nutzten das Novozym 435 fir die Umesterung von Glycerin (38) zu
Glycerincarbonat (43).[1%] Glycerin (38) ist ein Nebenprodukt bei der Herstellung von
Biodiesel mit 25 Mol% und macht bezogen auf die gesamte Produktionskapazitat rund
10 %m/m aus. Es kann zwar in verschiedenen Industrien weiterverarbeitet werden, aber
mit steigender Biodieselproduktion kommt es zu einer Uberproduktion. Eine Moglichkeit
damit umzugehen ist die in situ Synthese von zum Bespiel Glycerincarbonat (43), das in
den letzten Jahren vielfaltige Anwendung in der chemischen, pharmazeutischen und
Lebensmittelindustrie gefunden hat.['¢] Fiir diesen Zweck verwendeten die Autoren eine
Reaktionslésung aus einem pflanzlichen Ol (38) und Dimethylcarbonat (44) im
Verhaltnis 1:10 %v/vmit 0.7 %v/v Wasser in MTBE. Die Losung wurde {iber eine mit 1.02 g
Enzym bepackte Siule (5x1.8cm) bei 50 und 100 uL min™' gepumpt, dass in
Verweilzeiten von tr = 88 min bzw. 176 min resultierte und neben Biodiesel 45 konnten
gute bis sehr gute Umsitze von 60-85 % zum Glycerincarbonat (43) erzielt werden
(Schema 11). Durch die Verwendung von auf Epoxidharz koimmobilisierter CalB und

Porcine pancreas Lipase (PPL) konnte der Umsatz auf >99 % gesteigert werden.['%7]

ROCO /\(\OCOR 0

OCOR R OMe
38 45

6 Novozym 435 }— * J{O
L 60 °C g
MeO~ “OMe 0
e 50-100 puL min™' HO

44
0.7 %v/v H,0 43
in MTBE 60-85 %

Schema 11. Synthese von Glycerincarbonat (43) und Biodiesel 45 ausgehend von pflanzlichen Olen (38)
und Dimethylcarbonat (44).
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Eine weitere enzymatische Umesterung wurde 2018 durch Adarme et al. publiziert.[1%]
Ausgehend von Geraniol (46) wurden in der kontinuierlichen Flusssynthese verschiedene
Monoterpenester [z.B. Geranylacetat (47)] und Ethanol synthetisiert. Dazu wurden als
Modellreaktion 150 mg mL" Geraniol (46) in Ethylacetat (48) durch einen Enzymreaktor
(1.00 g Enzym; 8.0 mm x 4.9 cm) bei 50 °C gepumpt und als Enzyme kamen unter
anderem das kommerzielle Novozym 435 und eine auf Epoxidharz immobilisierte CalB
(CALEPO_A) zum Einsatz. Fur beide Enzyme wurden fiir Verweilzeiten von 8-60 min
sehr gute Umsitze von 80-90 % zum Geranylacetat (47) erreicht (Schema 12). Dies
entsprach einer Produktivitit von 2.4 g h'! fiir das Novozym 435 und 2.26 g h™' fiir
CALEPO_A, wobei im letzteren Fall rund sechsmal weniger Protein auf der Festphase
vorhanden war. Wihrend CALEPO_A folglich produktiver war, besaf} es jedoch eine
schlechte Langzeitstabilitat, was eine industrielle Anwendung nicht méglich macht. Das

Novozym 435 hingegen produzierte iiber 8 h konstant hohe Umsitze von bis zu 90 %.[1%]

A
OH
46 0o
| NN
Novozym 435 *—
47
" 50 °C |
(0]
)K t; = 8 min + EtOH
o 90 %, 2.4gh’
48

Schema 12. Umesterung von Geraniol (46) und Ethylacetat (48) zum Geranylacetat 47 und Ethanol durch
das Novozym 435 unter kontinuierlichen Flussbedingungen.
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Die CalB konnte auch fiir dynamisch kinetische Racematspaltungen im kontinuierlichen
Fluss eingesetzt werden, wie Farkas et al. zeigten. Sie nutzten dafiir eine auf Sol-Gel
immobilisierte CalB-TDP10l°7] (TDP fiir die Organosilane TEOS/DMDEQS/PTEOS), um
Amide (R)-49a—f enantiomerenrein zugénglich zu machen (Schema 13.A).[19%-200] Dazy
wurde im ersten Schritt Losung A, bestehend aus einem racemischen Amin 50a-f und
2-Ethoxyisopropylacetat (51), tiber eine oder zwei CalB-TDP10-Saulen gepumpt, woraus
das entsprechende (R)-Amide 49a—f mit dem nahezu maximal moglichen 50 % Umsatz
hervorging. Die anderen 50 % entsprachen dem nicht umgesetzten (S)-Amin 50a—f. Die
Anzahl der benétigten Saulen hing dabei vom eingesetzten Amin ab, da zum Beispiel fiir
Amine 50c und 50e mit einer Saule lediglich 34 % und 25 % Umsatz méglich waren.

Der Fluss wurde anschlieflend tiber ein T-Stiick mit Ammoniumformiat in 2-Methyl-2-
butanol/Toluol (1:1 %v/v) kombiniert und iiber eine heterogen gepackte Siule aus
PD/AMP-KG und CalB-TDP10 gepumpt. Der Palladiumkatalysator diente der
Racemisierung des (S)-Amins 50a—f und nach einer ausfiihrlichen Studie stellte sich
Pd/AMP-KG (AMP fiir 3-Aminopropyl, KG fiir Kieselgel) als am effizientesten heraus.
Generell verlaufen metallkatalysierte Racemisierungen von Aminen Uber eine Imin-
Zwischenstufe, wobei weitere Nebenprodukte wie sekundare Amine, Kohlenwasserstoffe
oder Ketone entstehen konnen.['99 201 2021 Dyrch zusatzliche Wasserstoff- und
Ammoniakquellen konnen diese Nebenreaktionen jedoch unterdriickt werden und
Ammoniumformiat stellte sich als geeignetes Substrat heraus.[203-205] Mit diesem Aufbau
konnten verschiedene Amide 49a—f in guten bis exzellenten Ausbeuten und
hervorragenden Enantiomerenverhiltnissen synthetisiert werden (Schema 13.B). Um
die Stabilitat und Effizienz dieses Systems zu unterstreichen, wurde rac-50a fir 48 h
kontinuierlich umgesetzt und das Amid 49a in einer RZA von ca. 43gL7h' und

ee >99 % erhalten.[199,200]
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A) Lésung A
NH,
RZ
R1
rac-50a
CalB-TDP10
+
60 °C

Lésung B

HCOO™ NH4"
in 2-Methyl-2-butanol/
Toulol (1:1 %v/v)

Q 5 uL min!
= CalB-TDP10 /

ON R® > { Pd/AMP-KG
60 °C
R1

i 5 uL min™
co N,
51

(R)-49a-f
3 3
B) R3\ R ~ R e R3\
NH NH NH NH
: /@/-\ Me0:©/:\ :
©/\ F MeO
49a 49b 49c 49d
96 %, ee >99 % 60 %, ee >99 % 60 %, ee ~99 % 86 %, ee >99 %
48h:43¢gl'h’
R3
3 ~
R NH
NH :
’ ® i
©/\/ O R3= Eto\)S/
49e 49f
67 %, ee >99 % 57 %, ee >99 %

Schema 13.A) Schematischer Flussaufbau der dynamisch kinetischen Racematspaltung ausgehend von
racemischen den Aminen 50a—f zu den enantiomerenreinen Amiden 49a—f durch die Verwendung einer
Sol-Gel immobilisierten CalB-TDP10 und eines Palladium-Katalysators Pd/AMP-KG. B) Darstellung der
synthetisierten Amide 49a-f.
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Neben verschiedenen Synthesen wurde die CalB auch dafiir verwendet, um die Isolierung
der Produkte einer DPPA (52)-vermittelten Curtius-Umlagerung zu vereinfachen, wie
Baumann et al. basierend auf einer Studie aus 2008 von Tierney und Mitarbeitern
eindrucksvoll zeigten (Schema 14).1206. 2071 Als Modellsubstrat diente hier das
Benzoesaurederivat 53, dass mit der Azidspezies 54 zu dem Carbamat 55 umgesetzt
wurde. Dazu wurde Losung A tiber ein T-Stiick mit Lésung B verkntipft und mit jeweils
500 puL/min durch drei Spulenreaktoren bei 120 °C gepumpt. Wihrend so die erwihnte
Umlagerung mit einer Verweilzeit von 30 min durchgefiihrt werden konnte, gestaltete
sich die anschlielende Produktisolierung schwierig, da sich entstehender Benzylalkohol
nicht komplett entfernen lief. Eine CalB-katalysierte Umsetzung mittels
Buttersiurevinylester (56, Losung C) zu dem Ester 57 in einer Domino-Reaktion
erleichterte die Isolierung, da dieser organisch extrahiert werden konnte. So konnten
schlieilich 22 g des Carbamats 55 in rund 4 h isoliert werden, was einer sehr guten

Ausbeute von 83 % und einer bemerkenswerten RZA von 6.6 g h™! entsprach.

Losung A

Losung C 500 pL min”

O
OH

F,C
53 ~~~= /J ' 56,Toluol

NEt,;, BnOH, Toluol 500 uL min™

Losung B
Q
PhO—P\
/N
PhO
54 immob. CalB
Toluol 500 pL min™
H
NYOBn o
+
/©/ 0 BnOJJ\/\
F,C
55 57
83%,6.6gh’ quantitativ

Schema 14. Curtius-Umlagerung ausgehend vom Benzoesiurederivat 53 und einer Azidspezies 54 zum
Carbamat 55 in der kontinuierlichen Flusssynthese. Um die Isolierung des Produkts zu vereinfachen,
wurde in situ gebildeter Benzylalkohol mittels Buttersaurevinylester (56) und immobilisierter CalB zum
Produkt 57 verestert, welches durch Extraktion entfernt werden konnte.
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2.4 Kofaktor-Regenerierung in der Durchflusssynthese

Die Kofaktor-Regenerierung im Durchfluss kann auf verschiedene Arten geschehen. Es
wird unterschieden zwischen dem einfachen Durchfluss (Schema 15.A), der
Verwendung von immobilisiertem oder eingeschlossenem Kofaktor (Schema 15.B) und

der Kofaktor-Regenerierung im geschlossenem Kreislauf (Schema 15.C).["]

A) Einfacher Durchfluss

Substrat Produkt
Kofaktor % SIS | Kofaktor

B) Immobilisierter oder eingeschlossener Kofaktor

Substrat <>—{ Enzym + Kofaktor

C) Kofaktor-Regenerierung in geschlossenem Kreislauf

Substrat % Enzym ﬁProdukt
Kofaktor

Schema 15. Ubersicht dber die verschiedenen Kofaktor-Regenerierungssysteme in der
Durchflusssynthese.["]

Produkt

Die verschiedenen Systeme, deren Unterschiede, sowie der Stand der Literatur werden

in den folgenden Kapiteln erlautert.

2.4.1 Kofaktor-Regenerierung im einfachen Durchfluss

Im einfachen Durchfluss wird eine Mischung aus Substrat, Kofaktor und Puffer vorgelegt
und anschlieend durch einen Enzymreaktor gepumpt. Dabei kommt es einerseits zur
Umsetzung des Substrats zum Produkt, andererseits auch zur Oxidation oder Reduktion
des verwendeten Kofaktors. AnschlieBend verlasst die Losung den Reaktor und daher
muss kontinuierlich fur die Zugabe des Kofaktors gesorgt werden, was dieses Verfahren
teuer macht. In diesem Modus haben Dobber et al. 2018 die HaloTag™-immobilisierte

Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis (im Folgenden HaloTag™-LbADH) als
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Biokatalysator fiir die asymmetrische Reduktion der Ketone 16, 23b/l, 58-I zu den
entsprechenden chiralen Alkoholen 17, 24b/l, 59a-1 eingesetzt (Schema 16.A).1'%]

A)
0 OH
HaloTag-LbADH *
R”)LW i R“)\W
16, 23b/1, 3x 50 mm Xenon- L oAb/,

58a-I 30 pL/min tz 19 min Lampe 59a-I
B)  oH OH OH OH
- - F - =
MeO
17 24b 241 59a
90 % 99 % 60 % 23 %
ee>99 % ee>99 % ee >99 % ee>99 %
OH OH OH OH
/J::j/\\ O%yii:j/\\ [::rA\/ F,C
59b 59c¢ 59d 59e
70 % 97 % 98 % 91 %
ee >99 % ee>99 % ee>99 % ee>99 %
o Ol OH OH
Br/©/\ @/\ Cl/©/\ .l ll
59f 59g 59h 59i
94 % 71 % 94 % 95 %
ee>99 % ee79 % ee>99 % ee>99 %
OH
(@] OH : OH
©/\O)J\/\ // ©/\/OH
59j 59k 591
97 % 99 % 60 %
ee>99 % ee>99 % ee >99 %

Schema 16.A) Flussschema zur asymmetrischen Reduktion nach Dobber et al Die inline
Reaktionskontrolle wurde mit Hilfe von UV-Adsorption durchgefiihrt. B) 15 verschiedene Ketone 16,
23b/1, 58a-1 wurden zu den entsprechenden Alkoholen 17, 24b/l, 59a-I reduziert. Die Abbildung wurde
der Originalabbildung von Débber et al. nachempfunden.[36]

Dazu wurde eine Lésung aus 50 mm Keton und 0.5 mm NADPH in KP-Puffer (50 mm, pH
7, 1.0 mM MgCl2¢H20) vorgelegt. Zusatzlich wurden 10 %v/v 2-Propanol als Kosubstrat
zugegeben, um durch die enzymkatalysierte Oxidation von 2-Propanol zu Aceton die in

situ Regenerierung des Kofaktors zu erméglichen. So konnte der Einsatz des teuren
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Kofaktors auf lediglich 1 Mol% minimiert werden. Je nach Substrat mussten zusitzlich
30 %v/vTHF als Losungsvermittler zugegeben werden, was in einer Gesamtkonzentration
von 40 %v/v Losungsmittel resultierte. Auch dies wurde mit Aktivitatseinbuflen von der
immobilisierten ADH toleriert. Insgesamt konnten 15 verschiedene Alkohole in
tberwiegend sehr guten Ausbeuten, sowie nahezu durchgingig exzellenten
Enantiomereniiberschiissen >99 % zuganglich gemacht werden (Schema 16.B).
Abschlielend konnte das System fiir 138 h ohne Umsatzeinbuflen stabil gefahren
werden.[36]

Peschke et al. veroffentlichten 2017 die Reduktion des prochiralen 5-Nitrononan-2,8-
dions (60) im einfachen Durchfluss unter Verwendung von zwei enantiokomplementéren
Oxidoreduktasen; die (R)-selektive LbADH sowie die (S)-selektive Methylglyoxal-
Reduktase Gre2p. Zusatzlich wurde die GDH fur eine enzymgekoppelte Kofaktor-
Regeneration einsetzt, sodass mit 20 % substochiometrische Mengen an NADPH
eingesetzt werden mussten. Alle Enzyme wurden auf genetischer Ebene mit einem
Streptavidin-Bindeprotein versehen und auf Magnetnanopartikel immobilisiert.

Das Modellsubstrat 60 wurde im ersten Schritt enzymatisch zu verschiedenen
Hydroxyketonen 61 und 62 reduziert, wohingegen jenes Keton (S)-syn 61 uber die
vorliegende Route nicht zuginglich gemacht werden konnte. Dabei produzierte die
LbADH (R)-syn/anti-Hydroxyketone 62 mit hervorragendem Enantiomerenverhiltnis
von >99:1 und einem D.V. von ~60:40. Wenn ein Uberschuss an Glukose fiir die Kofaktor-
Regenerierung eingesetzt wurde, erfolgte eine weitere langsame Umsetzung zum pseudo
C»-Diol 63. Die Langzeitstabilitat wurde zusatzlich tber 350 h verfolgt und es konnte
keine nennenswerte Reduktion in Enzymaktivitit oder Stereoselektivitat festgestellt
werden. Die Verwendung der Gre2p fihrte ausschliellich zur Produktion des (S)-anti-
Hydroxyketons 61 und eine weitere langsame Reduktion war auch in diesem zum pseudo
C»-Diol 64 maoglich. Auch hier wurde die Langzeitstabilitat Gber mind. sechs Tage
verfolgt und das (S)-anti-Hydroxyketon 61 konnte anfanglich mit >84 % Umsatz
zuganglich gemacht, fiel im Laufe des Experiments jedoch auf ca. 30 % ab, was
wahrscheinlich durch eine Inaktivierung des Enzyms tber die Zeit zu begriinden war
(Schema 17.A). Anschliefiend wurden die Gre2p und LbADH hintereinandergeschaltet,
wobei zuerst die Gre2p zum Einsatz kam. Dabei wurden zudem die Reaktorgréfie und die
Enzymbeladung variiert und so konnte das Diol 65 mit einem Umsatz von 74 % und

einem D.V. >99:1 erhalten werden (Schema 17.B).
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A) (S)-selektive O O (R)-selektive
Reduktion Reduktion
| Gre2p LbADH I
0 OH NO, 0 OH
R 60 S, 5
(R) B) (:) ®
NO, NO,
(S)-syn 61 (R)-syn 62
OH O C:)H
S, R, ~
(_) &) zweite & (R)
Noz Reduktion NO,
(S)-anti 61 (R)-anti 62
OH OH OH OH
© © © 5 ®
NO, NO,
pseudo C,64 meso anti 66
NO,
meso syn 67 pseudo C,63
W Cre2P )J\/\/\/'\
/ \ NO2
60 NADPH  NADP* (S)-anti 61
5mM ee>99 %
D.V. >99:1
Gluconsaure CDH Glucose
OH OH
NO,
65 NADPH NADP*
D.V. >99:1
Gluconsaure CDH Glucose

Schema 17.A) Sequenzielle enzymatische Reduktion des Diketons 60 zu entsprechenden
Hydroxyketonen 61/62 und Diolen 63/64 und 66/67. Gezeigt sind alle mit diesen Enzymen moglichen
Stereoisomere. B) Reaktionsschema der Reduktion (60) zu dem Hydroxyketon 61 im ersten Schritt und
einem Diol 65 im zweiten Schritt. Die Reaktionen wurden durch die Ketoreduktasen Gre2P und LhbADH
katalysiert unter der Verwendung von NADPH als Kofaktor. Fiir die Regenerierung kam die Glucose-1-
dehydrogenase (GDH) zum Einsatz. Die Abbildung wurde angelehnt an Niemeyer und Mitarbeiter.[208]
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Im direkten Vergleich konnte das gleiche Produkt im Batchverfahren nur mit einem
Umsatz von 38 % und einem D.V. von 39:61 erhalten werden.[28] Eine abschlieflende
Untersuchung  zeigte, welchen  Einfluss die  Reaktorkonfiguration  auf
Diastereoselektivitat hatte. Abhangig vom eingesetzten Enzymverhaltnis (%m/m) konnte
bei einem Verhiltnis von 4:1 Gre2p/LbADH nahezu vollstandig das meso-anti-Diol 66
(D.V. 66/63 95:5) zugéanglich gemacht werden, wohingegen im umgekehrten Falle (1:4 fir
Gre2p:LbADH) in nahezu ausschlielicher Produktion des pseudo Caz-Diols 63
(D.V. 66/63 98:2) resultierte. Das meso-syn-Diol 67 konnte nicht erhalten werden.

Eine kirzlich veroffentliche Studie der Groger Arbeitsgruppe zeigte eindrucksvoll die
Reaktionskaskade ausgehend von m-Chlorbenzaldehyd (68) und Aceton zur Synthese
von 1,3-Diolen 69. Grundlegend handelte es sich dabei um eine enantioselektive
organokatalysierte Aldolreaktion zum Alkohol 70 in Schritt 1, gefolgt von einer
biokatalytischen Reduktion zum Diol 69 in Schritt 2 (Schema 18.A). Dabei wurden
sowohl die Batch-, die sequenzielle (Schema 18.B) als auch die Domino-Reaktion
(Schema 18.C) untersucht, was den Autoren zu Folge bisher noch nicht durchgefthrt
wurde.[2°] Die Kofaktor-Regenerierung wurde in der sequenziellen Reaktion GDH-
katalysiert und in der Tandem-Reaktion substratgekoppelt mit 2-Propanol durchgefiihrt,
sodass in beiden Féllen substéchiometrische Mengen an Kofaktor notwendig waren.
Durch die Variation der Stereoisomere des Organokatalysators 71 und der
Alkoholdehydrogenasen (ADH030 und ADH270) konnten in der Sequenz alle vier
Isomere des Diols 69 in moderaten bis guten Ausbeuten und Diastereoselektivititen
sowie exzellenten Enantioselektivitaten zuganglich gemacht werden. In der Domino-
Reaktion wurde lediglich der Katalysator (S,5)-Kat. 71 eingesetzt, weshalb hier nur das
(R.S)-Diol 69 in moderatem Umsatz und sehr guten Selektivititen erhalten wurde.
Jedoch wurde ebenfalls die Bildung des Alkohols nach Reduktion des Aldehyds 68 durch
die ADH beobachtet.
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A) OH O
enantioselektive | (| * diastereoselektive

sequenziell | Organokatalyse Biokatalyse

OH OH

? 70
Cl\©) ' )OJ\ “ * *
68

69

Tandem | Organo- & Biokatalyse |

B) Sequenzielle Reaktion

ADH, GDH,
NAD(P)H

500 mM 68 D-Glucose

2-Propanol
Puffer

4 Isomere

69
21-65 %
2 Mol% Kat. 71 Organokatalyse Biokatalyse DV. 49:;-;,4:1
2-Propanol 25 °C 25 °C ee99 %
Aceton t; 90 min t, 60 min

C) Tandem-Reaktion TR TR T,

. H
5 * N W/
100 mM 68 N OH

2-Propanol " H
Organokatalyse & : 0 Ph Eh .
Bl ] S
(5,5)-Kat. 71 -
Aceton (Ror63
51 %
. D.V. 8:1
€ ee 99 %
ADH030 t, 120 min
NADH
Puffer

Schema 18.A) Reaktionskaskade aus organokatalysierter Aldolreaktion und biokatalysierter Reduktion
zur Synthese von 1,3-Diolen 69 ausgehend von m-Chlorbenzaldehyd (68). Es wurden die Batch-, die
sequenzielle (18.B) und die Tandem-Reaktion (18.C) untersucht. Das Schema ist angelehnt an Schober et
aL[ZO‘)]
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Insgesamt hatten alle vorgestellten Systeme aber einen entscheidenden Nachteil - der
Kofaktor wurde lediglich regeneriert, solange er im System war und verlief} dieses nach
der Reaktion. So musste immer wieder frischer Kofaktor zugefiihrt werden, was ein
grofler Kostentreiber ist, besonders wenn die Reaktion in groflerem Mafistab

durchgefuhrt werden sollte.

24.2 Kofaktor-Regenerierung mit immobilisiertem o. gefangenem

Kofaktor

Ein anderes Setup, was zur Kofaktor-Regenerierung verwendet werden kann, nutzt die
Moglichkeit, Kofaktoren zu immobilisieren oder in ein Polymer einzuschlieffen. Im
Rahmen eines solchen Systems nutzten Peschke et al. Hydrogele in Kombination mit
eingeschlossenem Kofaktor NADP*.[210. 211 So konnte das bereits in 2.4.1 erwahnte
5-Nitrononan-2,8-dion (60) kontinuierlich fir tber 30 h zum pseudo Cz-Diol 63
umgesetzt werden. Daraus resultierte eine auf NADP*-bezogene hohe katalytische
Aktivitat von tiber 14000 mol/mol und zudem konnte gezeigt werden, dass der Kofaktor
fur mindestens 124 h im Hydrogel verblieb, ohne signifikant ausgewaschen zu werden,
sodass keine weitere Zugabe notwendig war.[210.211]

Kofaktoren zu immobilisieren ist, wie Scott et al. 2019 gezeigt haben, eine weitere
bemerkenswerte Moglichkeit, die benstigte Menge um ein Vielfaches zu reduzieren. Sie
verwendeten Fusionsproteine, die aus drei Domanen bestanden - einer Kofaktor-
abhéngigen katalytischen Enzymdoméne (Rot), einer Kofaktor-regenerierenden Doméne
(Gruin) und einer konjugierenden Doméane (Blau), die jeweils durch Aminosaurelinker
miteinander verknipft waren. Als Kofaktoren kam NADH und ATP zu Einsatz, die tber
einen PEG2as-Linker (Lila) mit den Fusionsproteinen verkniipft waren. Die Flexibilitat des
PEG-Linkers hatte den entscheidenden Vorteil, dass es so moglich war, sowohl die
katalytische Domine als auch die regenerierende Domine zu erreichen. Ausgehend von
Glycerin (38) konnte zuerst durch einen Phosphattransfer und einer Oxidation das
Zwischenprodukt 72 zugénglich gemacht werden. Dieses wurde anschlielend mit dem
Aldehyd 73 in einer Aldoladdition zum Produkt 74 und im weiteren Verlauf unter
reduktiven Bedingungen zum Naturstoff D-Fagomin (75), der prophylaktisch gegen
Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden kann(2'2l, umgesetzt. Das Produkt 75
konnte in einer hervorragenden RZA von ca. 29 g L'" h'! fiir die Aldolase und einer

Enantioselektivitit von >99 % erhalten werden. Des Weiteren wurde eine fir NADH
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katalytische Aktivitat von tiber 10000 mol/mol, sowie fiir ATP von 17000 mol/mol erzielt
(Schema 19).[213]

Phosphatransfer Oxidation

GlpK2AceK y-Est2,, H G3PD2NOX,-Est2,,
“ m

no._A_on ATP ADP NAD* NADH

38 i
no._J_ oro;
72
0 0 H,0 0,
)J\O_ )J\OPOf
OH O Aldoladdition
Cbz OPO(OH),
H FruAg-Est2,,
OH
74

O
H
N SN CbZ \N/\/U\H
H

Qg
73
OH

Phosphatase ;
H,, Pd/C OH
75
® katalytische Enzymdomane RZA:29g L' h’
® Kofaktor-regenerierende Doméne | TTNyap+ 11000
@ Konjugierende Doméne TTNyp: 17000
® Kofaktor via PEG,,-Linker

Schema 19. Flielschema der Synthese des Naturstoffes D-Fagomin (75) ausgehend von Glycerin (38)
unter Verwendung verschiedener Fusionsproteine. Abbildung angelehnt an Scott et al[213]

Der Vorteil dieses Systems war, dass keine Zugabe der Kofaktoren notwendig war.
Dennoch bedurfte es einiger chemischer Modifikationen des Kofaktors, sowie die
Erstellung solcher Fusionsproteine mit verschiedenen Doménen. Um dies zu umgehen,
sollen im Folgenden nun Moglichkeiten vorgestellt werden, die es erméglichten, die

Kofaktoren in einem geschlossenen System zu halten und wiederzuverwenden.[']
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243 Kofaktor-Regenerierung im geschlossenen Kreislauf

In diesem Kapitel sollte nun die Maoglichkeit erdrtert werden, die Kofaktor-
Regenerierung in einem geschlossenen Kreislauf durchzufiihren. Dies bedeutet, dass der
einmal in das System eingebrachte Kofaktor jenes nicht mehr verlasst, sondern
kontinuierlich rezirkuliert wird. Sali¢ et al nutzten 2014 ein solches System, um
Hexanol (76) ADH-katalysiert zu oxidieren und im gleichen Zuge den Kofaktor NAD*
durch Zugabe von Acetaldehyd zu regenerieren.[2] Um eine Trennung der organischen
und wissrigen Phase zu ermdoglichen, wurde ein paralleler Fluss der beiden Phasen
benétigt, was durch Anpassung der Flussraten und den Einsatz verschiedener
Mikromixer erzielt werden sollte. Das beste Ergebnis konnte mit einem System aus zwei
in Serie geschalteten Chipreaktoren und Flussraten von 1 ul/min fiir die wéssrige Phase
bestehend aus Enzym und Coenzym in Puffer und 3 pL/min fir die organische Phase
bestehend aus Hexanol (76) in Hexan erzielt werden (Schema 20). Der erste Reaktor
bestand aus jeweils zwei Y-formigen Ein- und Ausgingen, wobei ein Eingang fiir das
Substrat 76 (gelost in Hexan) und der zweite Eingang flr eine wissrige Suspension aus
Enzym (ADH), Kofaktor (NAD*) und Puffer verwendet wurde. Innerhalb des
Mikroreaktors kam es anschlielend zur ADH-vermittelten Oxidation von Hexanol (76)
zu Hexanal (77) und das Produkt wurde durch einen der Ausginge gesammelt, wihrend
der andere Ausgang die wissrige Phase in einen weiteren Reaktor fiihrte. Hier wurde
schlieilich unter Verwendung von Acetaldehyd der Kofaktor regeneriert und die
wissrige Phase in den ersten Reaktor geleitet. Das System konnte drei Tage

kontinuierlich fiir die Oxidation genutzt werden, ohne weitere Zugabe an Kofaktor.[214]
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Acetaldehyd
(Puffer)

Hexanol 76

(in Hexan) NAD*
Regenerierung

s

Ethanol

"

Hexanol 76

/:l[,zg* Hexanol 76 Zaj?iixliz’i;; r\?ADDH
(Puffer) Oxidation — et

Schema 20. Flussschema des geschlossenen Kreislaufs zur enzymkatalysierten Oxidation von
Hexanol (76) zu Hexanal (77) nach Sali¢ et al[2"] Der Kofaktor NAD* wird im gleichen Zuge regeneriert
und nur einmal dem System zugegeben.

Ebenso wurde ein geschlossenes System von Contente und Paradisi im Jahr 2018
verwendet. In dem vorliegenden Beispiel wurde eine enzymkatalysierte Umwandlung
des Amins (S)-p-Nitromethylbenzylamin (78) iiber das Keton 79 in den entsprechenden
(S)-konfigurierten ~ Alkohol 80 im geschlossenen System durchgefithrt. Das
Reaktionsschema ist in Schema 21.A dargestellt, das FlieBschema in Schema 21.B.[21]
Dazu wurde eine wissrige Losung A, die unter anderem aus dem umzusetzenden
Amin 78 und NADP* bestand, tiber ein T-Stiick mit einer zweiten wissrigen Lésung B,
unter anderem bestehend aus Pyruvat und PLP, vermischt. AnschlieBend wurde die
Mixtur tber eine Transaminase imm-HEWT und Kombisaule aus Ketoreduktase und
GDH geleitet. Nach organischer inline-Extraktion wurde die wassrige kofaktorhaltige
Phase wieder dem System zugefiihrt, wobei sie tiber eine lonentauschersaule (Ambersep
900 OH) gepumpt wurde, um L-Alanin und die Glucoronsiure nach dem catch-and-
release-Verfahren zu regenerieren (vgl. Kapitel 2.1.2). Der Alkohol 80 konnte so mit einer
Ausbeute von 90 % und >99 %ee zuganglich gemacht werden und fir NADPH wurde
ferner eine katalytische Aktivitait von 2000 mol/mol erreicht; jedoch war eine

Verdiinnung der wissrigen Phase iiber die Zeit nicht zu vermeiden.[213. 215, 216]
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A) /"‘tz imm-HEWT imm-KRED,-Pglu
R
78
Pyruvat L-Alanin NADPH NADP*

. /@}[ Glucoronsaure - BmGDH Glucose
O,N

PPL, L-Alanin, Glucose

Ambersep Glucoronsaure, NADPH
900 OH

N— imm-KRED,-Pglu /
13531304 } * imm-BmGDH

22°C

Losung A

EtOAc

QP - BZA
ﬁ Keton 79, Alkohol 80

(S)-Alkohol 80
90 %, >99 % ee

Losung B

Schema  21.A)  Reaktionsschema  der  enzymkatalysierten = Umwandlung  von  (S)-p-
Nitromethylbenzylamin (78) in den entsprechenden (S)-Alkohol 80. 21.B) FlieBschema des geschlossenen
Systems nach Contente und Paradisi.[?'3] Losung A: 6 mM Amin 78 in Tris-HCI-Puffer (50 mm, pH 8) mit
20 % DMSO, 24 mM Glucose und 0.2 mM NADP*; Losung B: Pyruvat (6 mM) in Tris-HCI-Puffer (50 mm,
pH 8) mit 0.2 mm PLP.
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3 EIGENE ERGEBNISSE

I know that new situations can be intimidating. You’re looking around and it’s all scary
and different, but you know, meeting them head-on, charging into them like a bull - that’s

how we grow as people.

Dan Harmon, Justin Roiland
aus der Serie »Rick and Morty« (SOTEO01)

3.1 Kofaktor-Regenerierung in der Flusssynthese
3.1.1 Einleitung

Auf dem Weg zu 6konomischen und nachhaltigeren Synthesen ist die Flusssynthese eine
gute Alternative zur klassischen Batchsynthese und erganzt um die Verwendung von
Biokatalysatoren konnen komplexe Syntheserouten stark vereinfacht und verkiirzt
werden. Allerdings tritt bei der Verwendung von Oxidoreduktasen die Problematik auf,
dass teure Kofaktoren benétigt werden, die es aus 6konomischer Sicht zu recyclen gilt.
Fiir Synthesen im Fluss gibt es, wie bereits in Kapitel 2.3.3 erlautert, einige herausragende
Veroffentlichungen zu diesem Thema, jedoch fehlte zu diesem Zeitpunkt ein
Modellsystem, welches die Kofaktor-Regenerierung im geschlossenen Kreislauf
ermoglichte. Dies bedeutet, dass der Kofaktor substéchiometrisch eingesetzt wird und
anschlieflend das System nicht mehr verlasst. Eine mogliche Losungsstrategie soll im

Folgenden erlautert und durch eigene Ergebnisse gestiitzt werden.

3.1.2 Einfacher Durchfluss

In einer ersten Studie sollte dafuir der einfache Durchfluss verwendet und anschlieffend
die besten Reaktionsbedingungen auf den geschlossenen Kreislauf (Kapitel 3.1.3)
ubertragen werden. Dabei stand der Einsatz von substéchiometrischen Mengen des
Kofaktors NADPH im Vordergrund. Als Modellenzym wurde die Alkoholdehydrogenase
aus Lactobacillus brevis (im Folgenden L. brevis und LbADH) verwendet, die zur
Immobilisierung mit einem HaloTag™ versehen wurde. Der Dank geht an dieser Stelle
an Johannes Dobber fiir die Bereitstellung des Plasmids und an Beatrix Paschold fiir die

Produktion des Enzym:s.
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3.1.2.1 Aufbau des Systems

Der hier verwendete einfache Durchfluss setzte sich aus zwei Pumpen, einer Omnifit-
Séule (hier: 3 x 50 mm) mit HaloTag™-LbADH sowie dem Phasenseparator (FLLEX, engl.
fur Flow Liquid Liquid EXtraction) zusammen. Dabei pumpte Pumpe 1 (Farbcode:
Magenta) eine Mischphase aus einem Substrat, NADP*, 2-Propanol in KP;-
Puffer (100 mm, pH 7, 1.0 mm MgCl,) Giber die Enzymsaule, wahrend Pumpe 2 (Farbcode:
griin) dem System organisches Losungsmittel fur die Extraktion bzw. Phasentrennung
durch die FLLEX zufiihrte. Die Phasentrennung geschah dabei durch den Einsatz einer
hydrophoben Membran und stellte insgesamt eine Schliisselposition fiur den spater
folgenden geschlossenen Kreislauf dar. Fir initiale Experimente wurde mit Ethylacetat
ein leicht zugangliches und kostengiinstiges Losungsmittel fiir Pumpe 2 verwendet. Der

verwendete Aufbau des einfachen Durchflusses ist in Schema 22 illustriert:

HaloTag-LbLADH B~ & —|—|— — —
22°C
Substrat
2-Propanol
NADP* Losungsmittel
KP-Puffer
= wassrige Phase org. Wwassr.

——— = organische Phase

—— = Mischphase
Schema 22. Einfacher Durchfluss bestehend aus zwei Pumpen, einem Enzymreaktor und dem FLLEX-
System. Die Mischphase (Magenta) wird durch Pumpe 1 tber die HaloTag™-LbADH gepumpt und
anschliefend wird durch Pumpe 2 weiteres organisches Losungsmittel (Griin) hinzugefugt, um eine

anschlielende Phasentrennung durch die FLLEX zu vereinfachen. Aceton und 2-Propanol sind trotz
zuverlassiger Phasentrennung in beiden Phasen nach Extraktion zu finden.

Die Flussraten der beiden Pumpen wurden mittels Asia Manager Software eingestellt.
Dieses System sollte nun in einer ersten Optimierungsstudie dafiir verwendet werden,
um umsatzbezogene optimierte Prozessparameter und die Effizienz der Phasentrennung
durch die FLLEX zu ermitteln. Die gaschromatographische Bestimmung des ee an
chiraler stationdrer Phase (vgl. Kapitel 5.2), als auch die Validierung der Konfiguration
des Produkts mittels Drehwerts wurden erst zu einem spateren Zeitpunkt (Schema 30)
im Rahmen der kontinuierlichen Synthese verschiedener Alkohole im geschlossenen

System (Kapitel 3.1.3.2) durchgefiihrt.
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3.1.2.2 Einsatz des einfachen Durchflusssystems

Wie bereits an anderer Stelle erlautert, haben Dobber et al. 2018 verschiedene Ketone
durch die HaloTag-LbADH im einfachen Durchfluss reduziert (vgl. Kapitel 2.4.1, Schema
16).136. 1291 Dabei wurde unter anderem Acetophenon (16) als Substrat eingesetzt, das zu
(R)-1-Phenylethanol (17) umgesetzt wurde.[3] Zugleich oxidierte dasselbe Enzym das
Kosubstrat 2-Propanol zu Aceton und regenerierte so den Kofaktor NADPH, der somit
einen erneuten Reaktionszyklus durchlaufen konnte.[3¢] Fiir eine erste Studie sollten nun
die von Daobber et al. optimierten Reaktionsbedingungen mit 50 mm Acetophenon (16),
10 %v/v 2-Propanol bei einer Flussrate von 30 pL/min als Grundlage dienen.[3] Im
weiteren Verlauf wurden dann die Substratkonzentration (16, 10/30/50 mm), die Menge
an 2-Propanol (10/15 %v/v) und die Flussraten (30-500 uL/min) variiert. Das

entsprechende Reaktionsschema ist in Schema 23 gezeigt:

HaloTag-LbADH
16 10/30/50 mM
10/15 %v/v 2-Propanol

2.0 mM NADP*
KP-Puffer OH
Flussrate 30-500 pL/min =
NADPH/H* NADP* 59
Aceton \ / 2-Propanol

HaloTag-LbADH

Schema 23. Reaktionsbedingungen der asymmetrischen enzymkatalysierten Reduktion von
Acetophenon (16) zu  (R)-1-Phenylethanol (17) im  einfachen  Durchfluss.  Sowohl die
gaschromatographische Bestimmung des ee, als auch die Validierung der absoluten Konfiguration mittels
Drehwertbestimmung erfolgten zu einem spateren Zeitpunkt (Schema 30, Kapitel 3.1.3.2).

Mit den literaturbekannten Reaktionsbedingungen konnte der Alkohol 17 mit einem
Umsatz von 92 % (Lit. 95 %[36]) zuganglich gemacht werden und trotz der Erhéhung der
Flussrate auf 65 puL/min blieb dieser konstant, was eine verdoppelte Produktivitat und
Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) des Systems bedeutete. Eine weitere Anhebung der Flussrate
fuhrte zu einer stetigen Umsatzabnahme und wiahrend fiir 100 uL/min noch 87 % erzielt
wurden, so waren es bei 200 uL/min 76 % und bei 500 uL/min schlieflich noch 56 %.
Wieder ausgehend von den Startbedingungen sollte nun eine Verdiinnung der
Substratkonzentration auf 30 mm bzw 10 mM durchgefiihrt werden. Auf diese Weise

konnte eine Maximierung des Umsatzes auf 95 % fiir 30 mm und 98 % fiir 10 mMm erzielt
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werden und auch hier konnte durch die Erhéhung der Flussrate auf 65 uL/min keine
Anderung des Umsatzes festgestellt werden. Eine weitere Erhéhung der Flussrate fiihrte
nun zu einer Umsatzabnahme, allerdings waren fiir 30 mm bei 200 pL/min noch 86 %
moglich und im weiteren Verlauf 68 % bei 500 yL/min, wohingegen dies bei 10 mM wenig
Einfluss hatte, da hier immer noch 91 % bei 500 pL/min moglich waren. Eine Erhéhung
der 2-Propanol-Konzentration von 10 auf 15 %v/v hatte lediglich einen minimalen
Einfluss auf den Umsatz von ~1-2 %. Aus diesem Grund wurde im weiteren Verlauf die
niedrigere 2-Propanol-Konzentration von 10 %V/v eingesetzt, da bekannt ist, dass
2-Propanol einen negativen Einfluss auf die Aktivitat des Enzyms haben kann.[3¢] Die
gesamten Ergebnisse der Optimierungsstudie sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2. Optimierungsstudie der asymmetrischen Reduktion von Acetophenon (16) unter der
Verwendung des einfachen Durchflusses. Dabei wurden die Flussraten, als auch Substrat- und
Kosubstratkonzentrationen variiert. Je intensiver das Blau, desto hoher der Umsatz. Es handelt sich um

Einfachbestimmungen und der Umsatz wurde gaschromatographisch bestimmt. Der ee betrug in jedem
Fall >99 %.

2-Propanol [%v/v] 10 15
~_ Acetophenon (16)
N [mm]
N 10 30 50 10 30 50

~
~
~
~

Flussrate [puL/min]
30
50
65
100
150
200
300
400
500

Zusétzlich sollten die Ergebnisse fiir 10 %v/v 2-Propanol in einer 3D-Kurve visualisiert
werden, um den Umsatzverlauf und das Maximum dieser Versuchsreihe zu verdeutlichen
(Abbildung 15). Dazu wurde auf der x-Achse die Konzentration von Acetophenon (16)
gegen die Flussrate auf der y-Achse und den Umsatz auf der z-Achse aufgetragen. Der

Farbverlauf von weif} nach blau indizierte den Umsatz aufsteigend.
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Abbildung 15. 3D-Kurve zu Tabelle 2 zur Veranschaulichung des Umsatzverlaufes und des
Umsatzmaximums der durchgefiihrten Versuchsreihe. Der Farbverlauf von weify nach blau indiziert den
Umsatz aufsteigend.

Generell konnte festgestellt werden, dass der Umsatz sowohl mit steigender Flussrate als
auch mit steigender Substratkonzentration abnahm. Eine héhere Flussrate resultierte in
einer verkiirzten Verweilzeit tr im Reaktor, weshalb weniger Zeit fiir Umsetzung des
Substrats durch das Enzym vorhanden war. Eine hohere Konzentration hingegen
bedeutete, dass mehr Substrat innerhalb der durch die Flussrate vorgegebenen
Verweilzeit tr umgesetzt werden musste. Der Einsatz eines grofleren Enzymreaktors mit
entsprechend hoherer Gesamtaktivitat kann hier zu mehr Umsatz fiihren.

Allerdings ist in der Durchflusschemie nicht nur der Umsatz interessant, sondern
vielmehr stellt die bereits erwahnte Produktivitat eines Reaktors die Kenngrofie dar;
entsprechend wurde Tabelle 3 in die theoretische Produktivitat Gbersetzt unter der
Annahme, dass 1 mL einer Losung der gegebenen Konzentrationen verwendet wurde.
Wie in Tabelle 3 ersichtlich ist, stieg trotz des sinkenden Umsatzes durch héhere
Flussraten und Substratkonzentrationen die Raum-Zeit-Ausbeute (RZA). Wihrend fiir
die Startbedingungen (50 mm 16, 10 %Vv/v 2-Propanol und 30 pL/min) eine RZA von
22 g L'Th' erzielt wurde, so konnte diese bis 500 pL/min auf 226 g L1 h™! gesteigert

werden. Allerdings ist an dieser Stelle zu bedenken, dass durch einen geringeren Umsatz
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ebenfalls die Menge an nicht umgesetztem Substrat stieg, welches in einer sequenziellen
Reaktion stéren konnte. Wieder ausgehend von den Startbedingungen verhielt es sich
bei Verringerung der Konzentration auf 30 bzw. 10 mm innerhalb derselben Flussrate
umgekehrt: die Produktivitat des Systems sank, sodass bei 30 mMm nur noch 14 g*L-*h"!
und bei 10 mm lediglich 4.7 g LM h™" moglich waren. Da jedoch bis zu einer doppelten
Flussrate von 65 uL/min der Umsatz konstant blieb, konnte hier eine Verdopplung der
RZA erzielt werden. Dies bedeutete 48 g L""h™! fiir 50 mm 16 abfallend auf 30 bzw.
10 g L-"h fiir entsprechend 30 und 10 mm.

Tabelle 3. Theoretische Produktivitit unter der Annahme, dass eine 1 mL Ldsung der gegebenen
Konzentrationen verwendet wurde. Dabei wurde ein Farbverlauf von weifl zu blau gewéahlt und je

intensiver das Blau, desto hoher die theoretische Produktivitit. Werte basierend auf den Resultaten
(Einfachbestimmungen) in Tabelle 2.

2-Propanol [%V/v] 10 15
Acetophenon (16)

(mm]
0 30 5 10 30 50

Flussrate [pL/min]

30 4.7 14 22 4.7 14 23
50 7.8 23 37 729, 23 38
65 10 30 48 10 30 48
100 16 45 70 16 44 70
150 24 65 98 24 65 99
200 31 83 122 31 83 124
300 46 116 45 116

400 60 145 58 141

500 73 72

Auch an dieser Stelle wurde die Raum-Zeit-Ausbeute in eine 3D-Kurve (ibersetzt. Dabei
wurde wieder die Acetophenon (16)-Konzentration auf der x-Achse gegen die Flussrate
auf der y-Achse und RZA auf der z-Achse aufgetragen. Dem folgend bedeutete der
Farbverlauf von weify nach blau eine Steigerung der RZA (Abbildung 16).
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Abbildung 16. 3D-Kurve zu Tabelle 3 zur Verdeutlichung der Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) in
Abhéngigkeit von der Substratkonzentration und Flussrate. Der Farbverlauf von weify nach blau indiziert
die Raum-Zeit-Ausbeute aufsteigend.

Neben Acetophenon (16) sollte nun 4-Chloracetessigsidureethylester (81) in diesem
Modus zum Alkohol 82 umgesetzt werden und im Rahmen dessen stand eine erste
Umsatzoptimierung durch ein Flussratenscreening im Vordergrund. Dazu wurde eine
Losung aus 50 mM Substrat 81, 10 %v/v 2-Propanol, 2.0 mm NADP* in KP;-Puffer
(100 mMm, pH 7, 1.0 mmM MgCl>) angesetzt und tiber die HaloTag™-LbADH-S4ule gepumpt.

Das entsprechende Reaktionsschema ist in Schema 24 gezeigt.

HaloTag-LbADH
8150 mM
10 %v/v 2-P |
v/v 2-Propano OH

O +
2.0 mM NADP
CI\)]\/COZEt KP,-Puffer Cl\)\/COZEt

81 Flussrate 60-500 pL/min 82
ee>99 %

Schema 24. Asymmetrische enzymkatalysierte Reduktion von 4-Chloracetessigsaureethylester (81) im
einfachen Durchfluss. Die Kofaktor-Regenerierung wurde entsprechend Schema 23 durchgefiihrt. Sowohl
die gaschromatographische Bestimmung des ee als auch die Validierung der absoluten Konfiguration
mittels Drehwertbestimmung erfolgte zu einem spateren Zeitpunkt (Schema 30, Kapitel 3.1.3.2).
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Die Bestimmung des Umsatzes wurde mittels 'TH-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt und
sollte einmal beispielhaft anhand eines Spektrums gezeigt werden, das unmittelbar nach
der Reaktion mit einer Flussrate von 200 uL/min aufgenommen wurde - es erfolgte
lediglich eine Entfernung des Losungsmittels in vacuo. Abbildung 17.A zeigt dabei das
gesamtheitliche Roh-"TH-NMR-Spektrum und es wurden die fiir die Umsatzbestimmung
relevanten Signale integriert. Der Bereich zwischen 2.5 und 3.7 ppm wurde ferner zur

besseren Sichtbarkeit in Abbildung 17.B vergrofiert.
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Abbildung 17. Umsatzbestimmung der enzymkatalysierten Reduktion des Ketons 81 zum Alkohol 82.
17.A) Gesamtheitliches Roh-"H-NMR-Spektrum. Es wurden die benétigten relevanten Signale markiert
und integriert. Der Bereich von 2.6-3.7 ppm wurde in 17.B) vergrofert, um die Signale der entsprechenden
Methylengruppen zuordnen zu kénnen. Farbcode: Blau entspricht dem Keton 81 und Rot dem Alkohol 82.
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Das Multiplett im Bereich von 2.59-2.67 ist der rot markierten Methylengruppe des
Produkts 82 und das Singulett bei 3.65 ppm der blau markierten Methylengruppe des
Edukts 81 zuzuordnen. Es musste sich auf diese Signale fokussiert werden, da sich alle
anderen Signale des Edukts mit jenen des Produkts vollstandig tiberlagerten. Auch in
diesem Fall war keine vollstandige Basislinientrennung vorhanden, weshalb die Methode
recht ungenau erschien. Dennoch war eine schnelle Uberpriifung des Umsatzes zum
Produkt 82 moglich und wurde durch die Bildung des Quotienten der Integrale
durchgefiihrt und betrug 99 %:

U= (*92/502 1 2.00) * 100 % = 99 %

Da auf diese Weise lediglich der relative Umsatz bestimmt wurde, ist die tatsachliche
Ausbeute kleiner gleich 99 %. Bei einer Flussrate von 100 uL/min war das Singulett bei
3.65 ppm nicht mehr durch die 'TH-NMR-Spektroskopie detektierbar, was ein Indiz fiir
einen vollstandigen Umsatz war. Dem folgend lie sich im Rahmen des Screenings
feststellen, dass bis zu einer Flussrate von 150 uL/min gemafl "TH-NMR-Spektroskopie
vollstandiger Umsatz mit einer theoretischen Produktivitat von 121 gL' h' erzielt
werden konnte. Dies stellte im Vergleich zu Acetophenon (16) eine Steigerung dar, da
unter den gleichen Bedingungen 81 % und 98 g L' h™! erreicht wurden (vgl. Tabelle 2
und Tabelle 3). Bei einer weiteren Erhéhung der Flussrate auf 500 uL/min fiel der
Umsatz um nur 2 % auf 98 % ab, wohingegen die Produktivitat auf bemerkenswerte 394 g
L™ h"' zunahm. Daraus lief3 sich ableiten, dass das Substrat 81 fiir die LbADH bei gleicher
Konzentration prinzipiell besser geeignet war als das vorherige Acetophenon (16). Die
Ergebnisse der Einfachmessungen sowie die errechnete theoretische Produktivitat (vgl.

Tabelle 3) sind in Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4. Flussratenscreening der Umsetzung des Ketons 81 zum Alkohol 82. Ebenso wurde die
theoretische Raum-Zeit-Ausbeute berechnet, die sich bei Verwendung einer 1 mL Lésung bei gegebener
Substratkonzentration von 50 mm ergab. Es handelte sich um Einfachmessungen.

Flussrate Umsatz Raum-Zeit-Ausbeute
[pL/min] [%] [g*L""h 1]
60 quant. 48
80 quant. 64
100 quant. 80
125 quant. 100
150 quant. 121
200 99 159
300 99 239
400 99 318
500 98 394

Die erste Studie unter der Verwendung des einfachen Durchflusses lieferte bis hier hin
vielversprechende  Ergebnisse - zum einen waren hohe Umsitze mit
substochiometrischen Mengen an Kofaktor moglich und zum anderen funktionierte die
Phasentrennung mit Hilfe der FLLEX weitestgehend zuverlissig, da sowohl die wéssrige
als auch die organische Phase separiert werden konnten. Nichtsdestotrotz konnte ein
wahrnehmbarer Ethylacetatgeruch in der wiéssrigen Phase festgestellt werden, was fir
eine partielle Extraktion sprach. Entsprechend sollte im weiteren Verlauf ein anderes
Losungsmittel eingesetzt werden - dazu mehr in Kapitel 3.1.2.1. Fiir den Moment und
abgesehen davon, waren die Menge an Kofaktor und die generell funktionierende
Phasentrennung eine notwendige Voraussetzung fiir die Entwicklung eines
geschlossenen Systems mit kontinuierlicher Kofaktor-Regenerierung. Die Idee dahinter
war die Separation der wassrigen von der organischen Phase, um erstere erneut dem
System zuzufiihren. So musste der Kofaktor nur einmal dem System zugegeben werden
und konnte dieses nicht mehr verlassen - ein quasi-stationires System.['l Dieses System

sollte nun im Detail in Kapitel 3.1.3 erklart werden.

3.1.3 Geschlossenes System

Mit den abgeschlossenen Vorarbeiten im einfachen Durchfluss sollte im Anschluss der
geschlossene Kreislauf etabliert werden. Es wurde bis hierhin einerseits gezeigt, dass die

LbADH in diesem Modus nur geringe Mengen an Kofaktor benoétigte und durch Zugabe
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des Kosubstrats 2-Propanol in der Lage war, diesen effizient zu regenerieren und dennoch
hohe Umséatze zu generieren und andererseits konnte mit Hilfe der FLLEX die wéssrige
und organische Phase voneinander getrennt werden. Generell 16sen sich viele organische
Substrate nur zu einem kleinen Teil in wassrigen Systemen und befinden sich deutlich
bevorzugt in der organischen Phase. Der geladene Kofaktor bleibt hingegen vollstandig

in der wassrigen Phase und dies sollte sich nun zu Nutze gemacht werden.
3.1.3.1 Aufbau des Systems ,geschlossener Kreislauf®

Der geschlossene Kreislauf unterschied sich in einigen Teilen vom einfachen Durchfluss.
Der einfache Durchfluss (siehe Schema 22) bestand aus zwei Pumpen, wobei eine fiir
die Reaktionslosung und eine fiir das Losungsmittel fungierte. Im geschlossenen
Kreislauf wurden hingegen drei Pumpen benoétigt, da die Reaktionslosung nun in eine
wiassrige  kofaktorhaltige (Pumpe 1; Blau) und organische substrat- und
kosubstrathaltige (Pumpe 2; Griin) Losung separiert wurde. Die beiden Pumpen 1 und 2
wurden durch ein Y-Stiick miteinander verkniipft und die Mischphase utber die
HaloTag™-LbADH-S&ule gepumpt. Nach Verlassen des Reaktors wurde der Mischphase
Losungsmittel (Pumpe 3; Griin) zugefiihrt und diese durch das FLLEX-System in eine
wassrige kofaktorhaltige und eine organische produkthaltige Phase getrennt. Die
wassrige Phase konnte nun rezirkuliert und mit frischem Substrat gemischt werden, um

weitere Umsetzungen zu erméglichen - ein quasi-stationares System (Schema 25).[1]
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KP-Puffer
NADP(H)

HaloTag-LbADH §m~ @& — —|—|—|—

22°C

Substrat

2-Propanol Losungsmittel

——— = wissrige Phase org. wassr.
——— = organische Phase
——— = Mischphase

Schema 25. System ,geschlossener Kreislauf‘ bestehend aus drei Pumpen - Pumpe 1 (Blau): Wéssrige

kofaktorhaltige Phase; Pumpe 2 (Griin): Organische substrat- und kosubstrathaltige Phase;
Pumpe 3 (Griin): Lésungsmittel zur Extraktion.

Da zum Ende des Kapitels 3.1.2.2 bereits angedeutet wurde, dass in der wissrigen Phase
ein deutlich wahrnehmbarer Ethylacetatgeruch festgestellt wurde, sollte an dieser Stelle
ein  Wechsel des Extraktionsmittels (Pumpe 3) durchgefihrt werden, um die
Phasentrennung zu unterstiitzen und die partielle Extraktion zu minimieren. Eine solche
Anreichung wiirde durch polare Losungsmittel wie beispielsweise Ethanol oder THF
weiter verstarkt werden und kénnte abhangig von der Toleranz des Enzyms gegentiber
organischen Lésungsmitteln einen Einfluss auf die Stabilitat und Struktur haben.[217]
Entsprechend sollte die Wahl auf ein eher unpolares Losungsmittel fallen, dass einerseits
eine geringe Loslichkeit in Wasser und andererseits dennoch eine hohe Léslichkeit von
Edukt und Produkt bietet. Eine Ubersicht der den Sicherheitsdatenblittern
entnommenen Loslichkeiten verschiedener laboriiblicher Losungsmittel in H2O ist in der

folgenden Tabelle 5 gezeigt:
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Tabelle 5. Ubersicht der log Kow-Werte fiir verschiedene géngige Lésungsmittel.

Lésungsmittel Léslichkeit in H20 Lésungsmittel Laslichkeit in H20
[gL-] [gL]
n-Pentan 0.1(25°C) MTBE 42 (20 °C)
Toluol 0.58 (25 °C) Diethylether 65 (20 °C)
Diisopropylether 3.1(20 °C) Ethylacetat 80 (25 °C)
Dichlormethan 20 (20 °C) Tetrahydrofuran vollstandig

Auffallig ist, dass sich 80 g L' des bis hierhin eingesetzten Ethylacetats in einem Liter
Wasser l6sen, was rund 8 % entspricht. Dadurch wiirde bei mehrfacher Rezirkulierung
ein grofler Teil des Ethylacetat in der wissrigen Phase akkumulieren. Die beiden Ether,
Diethylether und Methyl-tert-butylether (MTBE), I6sen sich bereits zu einem geringeren
Anteil in Wasser, allerdings bietet Diethylether aufgrund des niedrigen Siedepunkts von
34 °C wenig Spielraum fir eine mogliche Nachfolgereaktion, falls diese unter hohen
Temperaturen durchgefiihrt werden sollte. Auf der linken Seite finden sich mit n-Pentan,
Toluol und Dichlormethan zwar gingige Losungsmittel, die jedoch gemafl GHS-
Gefahrstoffkennzeichnung  als  gesundheitsgefahrlich  eingestuft  sind.  Auf
Diisopropylether trifft dies allerdings nicht zu und ferner ist die geringe Loslichkeit in
Wasser von 3.1g L7 und der Siedepunkt von 69 °C hervorzuheben, weshalb dieses

Losungsmittel fiir den folgenden Verlauf eingesetzt wurde.
3.1.3.2 Anwendung des geschlossenen Systems

Die erste Reaktionsoptimierung sollte, wie zuvor, mit Acetophenon (16) durchgefiihrt
und die Ergebnisse mit denen des einfachen Durchflusses verglichen werden. Ferner
sollten die ermittelten idealen Bedingungen anschlieBend fiir einen semi-praparativen
Einsatz genutzt werden, um die Effizienz des Systems zu unterstreichen. Im Zuge dessen
erfolgte auch erst die Validierung der absoluten Konfiguration.

Fur die wassrige Phase (Schema 25, Pumpe 1) wurden 0.6 mm NADP* in KP;i-Puffer
gelost; fur die organische Phase (Schema 25, Pumpe 2) 500 mM Acetophenon (16) in
2-Propanol. Insgesamt wurden fiinf verschiedene Flussratenkombinationen getestet, die
sich auf 30, 40, 50 und 65 plL/min addierten, und zusatzlich war die Flussrate der
organischen Phase (Pumpe 2, Schema 25) um den Faktor zehn niedriger als die der
wassrigen Phase (Pumpe 1, Schema 25), um eine maximale Konzentration von 10 %v/v

fiir 2-Propanol und eine Substratkonzentration von 50 mm im Reaktor zu erhalten. Dabei
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wurde jedoch eine ideale Mischung angenommen, sodass die tatsachliche Konzentration
davon abweichen konnte. Durch diese Maflnahmen sollten zum einfachen Durchfluss
dhnliche Bedingungen hergestellt werden, um eine Vergleichbarkeit der Systeme zu
ermoglichen. Der Aufbau des geschlossenen Systems wurde bereits in Schema 25

erlautert und das entsprechende Reaktionsschema ist in Schema 26 gezeigt:

HaloTag-LbADH

16 50 mM

10 %v/v 2-Propanol

0.6 mM NADP*
KP-Puffer
Flussrate ~30-65 pL/min

N

NADPH/H* NADP*

N

HaloTag-LbADH

ee >99 %

Aceton 2-Propanol

Schema 26. Reaktionsschema der enzymkatalysierten Reduktion von Acetophenon (16) zu
(R)-1-Phenylethanol (17) im geschlossenen System.

Die Umsatzbestimmung erfolgte gaschromatographisch in einer Dreifachbestimmung
und die Ergebnisse mit den entsprechenden Standardabweichungen (SD) der
technischen Triplikate (die Proben wurden hintereinander im selben Lauf gesammelt)
sind in Tabelle 6 gezeigt und diese ist wie folgt zu verstehen: Pumpe 1 (wéssrige Phase)
wurde mit einer an der Pumpe definierten Flussrate von 27 ul/min und Pumpe 2
(organische Phase) mit 2.7 uL/min betrieben (Eintrag 1). Anschlielend wurden beide tiber
ein Y-Stiick miteinander verbunden und der resultierende Fluss wurde mit einer
kombinierten Flussrate von rein rechnerisch 29.7 pL/min iiber die Enzymkartusche
gepumpt, wo nun die Reduktion von Acetophenon (16) zum Alkohol 17 durch die
HaloTag™-LbADH gemiafl Schema 26 stattfand. Anschliefend wurde dem System
Diisopropylether mit derselben Flussrate (29.7 uL/min, am Gerat definiert) des
kombinierten Flusses zugefiithrt (Pumpe 3), wodurch die Phasentrennung in der FLLEX
bei ca. 60 puL/min durchgefiithrt wurde. Auf diese Weise wurde zu Beginn (Eintrag 1) ein
zum einfachen Durchfluss vergleichbarer Umsatz von ca. 97 % (Eintrag 1) erzielt (vgl.
Débber et al. mit 95 %[3¢)). Auch im weiteren Verlauf iiberzeugte das System in der
Leistung, denn trotz Steigerung der Flussrate auf bis zu 65 ulL/min fiel dieser nur im

einstelligen Bereich auf ca. 92 % herab (Eintrag 2-5). Die doppelte Flussrate hatte eine

84



Kofaktor-Regenerierung in der Flusssynthese

Halbierung der Verweilzeit tr im Reaktor und folglich eine nahezu verdoppelte
Produktivitat zur Folge. Dies deckte sich ebenfalls mit den im einfachen Durchfluss
erhaltenen Umsitzen von 92 % fiir 30, 50 und 65 pL/min (vgl. Kapitel 3.1.2.2, Tabelle 2).
Allerdings wurden keine weiteren Optimierungsversuche unternommen, da im ersten
Schritt die Funktionsfahigkeit des geschlossenen Kreislaufs anhand von
Acetophenon (16) gezeigt werden konnte.

Tabelle 6. Asymmetrische enzymkatalysierte Reduktion von Acetophenon (16) zu (R)-1-
Phenylethanol (17) im geschlossenen Kreislauf. Dargestellt sind die verwendeten Flussraten fir Pumpe 1
(wassrige Phase), Pumpe 2 (organische Phase) und Pumpe 3 (Losungsmittel/Extraktion; Flussrate rein

rechnerisch). Dabei ist die Flussrate der Pumpe 3 gleich der Summe der Flussraten von Pumpe 1 und 2. Der
Umsatz wurde gaschromatographisch bestimmt und ist mit der SD der technischen Triplikate angegeben.

Eintrag Flussrate [puL/min] Umsatz+SD
Wissrige  Organische
Phase Phase Extraktion [%]
1 27 2.7 29.7 97+1.8
2 36 3.6 39.6 93+0.4
3 45 4.5 49.5 92+0.4
4 54 5.4 59.4 91+0.1
5 59 5.9 64.9 93+1.4

Darauf aufbauend stand in der nichsten Testreihe, wie bereits im einfachen Durchfluss
(Kapitel 3.1.2.2, Schema 24, Tabelle 4), die enzymkatalysierte Reduktion von
4-Chloracetessigsaureethylester (81) zu dem entsprechenden Alkohol 82 im Fokus. Der
Aufbau des Systems wurde in Kapitel 3.1.3.1 erlautert und die Reaktionsbedingungen
waren dabei der vorangegangenen Reduktion von Acetophenon (16) unverandert mit
50mM 81 in 10 %v/v 2-Propanol fir die organische Phase, sowie 0.6 mm NADP* in
KP;-Puffer fiir die wissrige Phase (Schema 27).

HaloTag-LbADH
76 50 mM
10 %v/v 2-P |
v/v 2-Propano OH

O +
0.6 mM NADP
C[\)J\/COZEt KP/_—Puffer C[\/k/COZEt

81 Flussrate ~33-200 pL/min 82
ee>99 %

Schema 27. Reaktionsschema der enzymkatalysierten Reduktion des Ketons 81 zum Alkohol 82 im
geschlossenen System. Die Bestimmung der absoluten Konfiguration wurde an spatere Stelle (Schema
30) durchgefiihrt.

Da bereits zuvor im einfachen Durchfluss mit dem Keton 81 quantitative Umsétze bis zu

einer Flussrate von 150 pL/min erzielt wurden, sollte das Screening an dieser Stelle auf
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kombinierte Flussraten bis zu 200 uL/min erweitert werden (Tabelle 7). Die Bestimmung
des relativen Umsatzes erfolgte mittels 'H-NMR-Spektroskopie in einer
Dreifachbestimmung als technische Triplikate und die Vorgehensweise wurde bereits an
anderer Stelle erlautert (Kapitel 3.1.2.2, Abbildung 17).

Tabelle 7. Flussratenscreening der asymmetrischen Reduktion von 4-Chloracetessigsaureethylester (81).
Die Umsatzbestimmung erfolgte mittels "H-NMR-Spektroskopie und angegeben wurde, soweit moglich,

der Mittelwert des Umsatzes der technischen Triplikate (N=3) mit der entsprechenden
Standardabweichung SD.

Eintrag Flussrate [puL/min] Umsatz
wassrige organische
Phase Phase Extraktion [%]

1 30 3 33 quant.
2 50 5 55 quant.
3 70 7 77 quant.
4 90 9 99 quant.
S 104 10.4 114 quant.
6 136 13.6 149 97+0.003
7 182 18.2 200 89+0.004

Wihrend im einfachen Durchfluss bis zu einer Flussrate von 150 pL/min (Kapitel 3.1.2.2,
Tabelle 4) vollstandige Umsatze zum Produkt 82 erzielt wurden, so verhielt es sich im
geschlossenen System dhnlich. Bis zu einer kombinierten Flussrate von ca. 115 uL/min
(Eintrage 1-5) konnte in beiden Fillen quantitativer Umsatz festgestellt werden,
wohingegen dieser jedoch fiir die kombinierte Flussrate von ca. 150 ul/min im
geschlossenen Kreislauf um 3 % geringer ausfiel (Eintrag 6). Bei der in diesem System
hochsten getesteten Flussrate von 200 uL/min waren immer noch sehr gute 89 % moglich
(Eintrag 7), was im direkten Vergleich jedoch ca. 10 % weniger war als im einfachen
Durchfluss. Eine mogliche Erklarung fur die Abweichung der Umsitze in den letzten
beiden Eintragen 6 & 7 war eine mogliche schlechtere Durchmischung, da hier nur ein
einfaches Y-Stiick verwendet wurde, wohingegen im einfachen Durchfluss die
Reaktionslosung vorgemischt und kontinuierlich geriihrt wurde. Die Folge daraus war
moglicherweise eine im Reaktor lokal héhere Konzentration, was zu einer Minderung des
Umsatzes fithren konnte. Fir eine bessere Durchmischung kénnte das Y-Stiick durch
beispielsweise einen Chipmixer ersetzt werden. Dies wurde jedoch im Rahmen dieser
Arbeit nicht untersucht, da fiir den semi-praparativen Ansatz (sieche unten) ohnehin die

Flussratenkombination von 90/9 uL/min (Pumpe 1/Pumpe 2) gewahlt wurde, um auch
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Uber einen langen Zeitraum moglicherweise einen vollstandigen Umsatz gewahrleisten
zu kénnen.

Als néchstes Testsubstrat wurde das Keton 83 eingesetzt, welches erstmals von Neufeld
et al. 2014 enzymatisch unter der Verwendung einer P450-Monooxygenase zugénglich
gemacht wurde.[28] Bei der Klasse der chiralen (w-2)-Hydroxy-w-alkansaureester
handelt es sich um besonders interessante Strukturmotive, die in verschiedenen
biologisch aktiven Naturstoffen vorkommen und dazu zéhlen zum Beispiel auch carbo-
zyklische Oxylipine, die so unter anderem von Eichenauer et al. synthetisiert werden
konnten.[29] Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte nun der Allylalkohol 84 im
etablierten geschlossenen Flussverfahren dargestellt werden. Die Reaktionsbedingungen
waren bis auf die Konzentration von 30 mm identisch zu den vorherigen beiden
Testreihen, wobei an dieser Stelle anzumerken ist, dass keine Umsetzung im einfachen

Durchfluss erfolgte (Schema 28).

HaloTag- LbADH

83 30 mM
o 10 %v/v 2-Propanol OH

0.6 mM NADP*
X CO,Et A CO,Et
. KP-Puffer .
83 Flussrate 30-50 uL/min 84
ee>99 %

Schema 28. Asymmetrische enzymkatalysierte Reduktion des Keton 83 zum (S)-4-Chlor-3-hydroxybutan-
saureethylester (84) im geschlossenen Kreislauf. Der Aufbau des System ist in Kapitel 3.1.3.1 erlautert. Die
Substratkonzentration von 30 mM entspricht der Konzentration im Reaktor. Die Bestimmung der
absoluten Konfiguration wurde an spitere Stelle (Schema 30) durchgefiihrt.

Fur eine Umsatzbestimmung mittels "TH-NMR-Spektroskopie wurden die Verhiltnisse
aus Edukt 83- und Produkt 84-Doppelbindungssignalen gebildet, sodass es sich hierbei
lediglich um die Bestimmung des relativen Umsatzes U handelt. Wie dies durchgefiihrt
wurde, sollte nun einmal anhand eines Beispiels bei 55 pL/min (Eintrag 3) gezeigt werden

(Abbildung 18).
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A) Geschlossener Kreislauf bei 55 pL/min - '"H-NMR-Spektrum
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Abbildung 18. Umsatzbestimmung der enzymkatalysierten Reduktion des Ketons 83 zum Alkohol 84.
18.A) Gesamtheitliches Roh-"TH-NMR-Spektrum nach Entfernung des Losungsmittels in vacuo. Dabei sind
die chemischen Verschiebungen der relevanten Doppelbindungsprotonen markiert. Der Bereich von 5.0—
6.3 ppm wurde in 18.B) vergrofiert, um die Signale der entsprechenden Doppelbindungsprotonen besser

identifizieren zu kénnen. Farbcode: Blau entspricht dem Keton 83 und Rot dem Alkohol 84.
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Abbildung 18.A zeigt das gesamtheitliche Roh-"H-NMR-Spektrum, dass unmittelbar
nach der Entfernung des Losungsmittels unter reduziertem Druck aufgenommen wurde.
Hervorgehoben sind die Signale der endstiandigen Doppelbindungsprotonen des
Produkts 84 bei 5.03-5.05 und 5.13-5.17 ppm (in Rot) und des Edukts 83 bei 6.13-6.16
und 6.26-6.30 ppm (in Blau), da diese fiir die Bestimmung des Umsatzes mafigeblich
waren. Die Normierung erfolgte dabei auf die Protonen des Produkts.
In Abbildung 18.B wurde anschlieflend der dafiir relevante Bereich vergrofiert, um
diese Signale besser identifizieren zu kénnen. Die Bestimmung des relativen Umsatzes U
erfolgte nun durch die Bildung des Quotienten aus dem summierten Integral der
Protonen des Produkts 84 (in Rot) und dem summierten Integral aller markierten

Protonen und betrug somit 97 %.
2.00 —
U=( /0.07 +2.00) * 100 % = 97 %.

Die so ermittelten Ergebnisse des kurzen Flussratenscreenings sind in Tabelle 8
aufgefiihrt. Dabei wurde jeweils der Mittelwert des Umsatzes der technischen Triplikate
mit der entsprechenden Standardabweichung SD angegeben.

Tabelle 8. Flussratenscreening der Reduktion des Ketons 83 zum Allylalkohol 84. Angegeben wurde der
Mittelwert des Umsatzes der technischen Triplikate (N=3) mit entsprechender Standardabweichung SD.

Eintrag Flussrate [pL/min] Umsatz+SD
wassrige Phase organische Phase Extraktion [%]
1 30 3 33 98+0.01
40 4 44 99+0.01
3 50 5 55 97+0.01

Fir alle drei getesteten Flussratenkombinationen (Eintrage 1-3) konnten nahezu
vollstindige Umsdtze zum Allylalkohol 84 verzeichnet werden, die durchweg
reproduzierbar gewesen sind. An dieser Stelle wurde allerdings kein
Enantiomereniiberschuss ermittelt. Dies wurde zusammen mit der Bestimmung der
absoluten Konfiguration im Rahmen der semi-praparativen Ansatze (Schema 30)
durchgefiihrt. Generell liel sich festhalten, dass ebenfalls Michael-Systeme mit
langkettigen Resten auf einer Seite von der LBADH und in diesem Modus umgesetzt
werden konnten. Die theoretische Raum-Zeit-Ausbeute war hier im Vergleich zu den
vorherigen Subtraten jedoch geringer, da das Substrat in einer Konzentration von 30 mm

(vorher 50 mMm fiir 16 und 81) eingesetzt wurde.
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Das letzte Keton 25a besafy ebenfalls ein Michael-System und konnte tiber eine Morita-

Baylis-Hillman(MBH)-Reaktion dargestellt werden. Es wurde bereits 2018 von Mantel et

al. synthetisiert und ist als Baustein fiir viele Totalsynthesen oder Polymersynthesen

eingesetzt worden.?2] Die entsprechende Reaktionsgleichung der Reduktion zum

Allylalkohol 85 im neuartigen Flusssystem ist im folgenden Schema 29 gezeigt.
HaloTag-LbADH

25a 20 mM
o) 10 %v/v 2-Propanol OH

0.6 mM NADP*
OBn Kp-Puffer OBn
Flussrate 30-70 pL/min

25a 85
ee>99 %

Schema 29. Asymmetrische enzymkatalysierte Reduktion des MBH-Ketons 25a zum (R)-[(Benzyloxy)-
methyl]but-3-en-2-ol (85) im geschlossenen Kreislauf. Der Aufbau des System ist in Kapitel 3.1.3.1
erlautert. Die Substratkonzentration von 20 mm entspricht der Konzentration im Reaktor. Die Bestimmung
der absoluten Konfiguration wurde an spétere Stelle (Schema 30) durchgefiihrt.

Die Reaktionsbedingungen waren tiberwiegend identisch zu den vorherigen eingesetzten
Ketonen 16, 81 und 83 in diesem System, wobei das MBH-Keton 25a in einer
Konzentration von lediglich 20 mm eingesetzt wurde. Die Bestimmung des relativen
Umsatzes erfolgte auch  hier mittels 'H-NMR-Spektroskopie in  einer
Dreifachbestimmung (technische Triplikate) und wurde analog zur vorherigen
Umsetzung durchgefiihrt. Dies sollte im folgenden Beispiel anhand eines Experiments
bei einer Flussrate von 55 pL/min (Eintrag 3, Tabelle 9) gezeigt werden (Abbildung 19).
Eine Ermittlung des Enantiomereniiberschuss erfolgte ebenfalls zu einem spateren
Zeitpunkt im Rahmen der semi-praparativen Experimente weiter unten in diesem
Kapitel. Abbildung 19.A zeigt das komplette Roh-"H-NMR-Spektrum (Edukt 25a in
Blau, Produkt 85 in Rot markiert), dass unmittelbar nach der Reaktion und Entfernung
des Losungsmittels unter vermindertem Druck aufgenommen wurde.

In Abbildung 19.B ist ein Ausschnitt desselben Spektrums zu sehen, bei dem der fiir die
Umsatzbestimmung relevante Bereich zwischen 5.0-6.2 ppm vergrofiert wurde. Es wurde
wie zuvor der Quotient aus den Integralen der markierten Doppelbindungsprotonen des
Produkts 85 und des Edukt 25a) gebildet und daraus folgte ein Umsatz von 36 % zum
Produkt 85.

_ (200 _
U=("/1.80 +1.79 + 2.00) * 100 % = 36 %.
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A) Geschlossener Kreislauf bei 55 pL/min - Roh-"H-NMR-Spektrum
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Abbildung 19. Umsatzbestimmung der enzymkatalysierten Reduktion des Ketons 25a zum Alkohol 85.
19.A) Gesamtheitliches Roh-'TH-NMR-Spektrum nach in vacuo Entfernung des Losungsmittels. Dabei
sind die chemischen Verschiebungen der relevanten Doppelbindungsprotonen markiert. Der Bereich von
5.0-6.2 ppm wurde in 19.B) vergrofiert, um die Signale der entsprechenden Doppelbindungsprotonen

besser identifizieren zuordnen zu kénnen. Farbcode: Blau entspricht dem Keton 25a und Rot dem
Allylalkohol 85.
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Die Ergebnisse des gesamten Flussratenscreenings von 33 pulL/min bis 77 pL/min sind in
Tabelle 9 aufgezeigt und dabei wurde jeweils der Mittelwert des Umsatzes der
technischen Triplikate mit der entsprechenden Standardabweichung SD angegeben:

Tabelle 9. Flussratenscreening der Reduktion des Ketons (25a) zum Allylalkohol 85. Umsatzbestimmung

wurde mittels TH-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt. Angegeben wurde der Mittelwert des Umsatzes der
technischen Triplikate (N=3) mit der entsprechenden Standardabweichung SD.

Eintrag Flussrate [puL/min] Umsatz+SD
wissrige Phase organische Phase Extraktion [%]
1 30 3 33 82+0.05
2 40 4 44 54+0.03
3 50 5 35 36+0.02
4 60 6 66 26+0.01
5 70 7 77 34+0.01

Bereits bei 44 uL/min (Eintrag 2) konnte nur noch ein Umsatz von 54 % erzielt werden
und bei weiter steigender Flussrate bis zu 77 uL/min fiel er schliellich auf 34 % ab.
Auffallig war der Ausreifler bei 66 pL/min, der mit 26 % niedriger ausfiel, verglichen mit
den 34 % der niachsthéheren Flussrate von 77 uL/min. Dies war an dieser Stelle ggf. auf
temporare Mischungsprobleme durch das Y-Stiick zuriickzufiithren. Angesichts dieser
Ergebnisse und in Anbetracht der niedrigen Substratkonzentration von 20 mm konnte
hier geschlussfolgert werden, dass das MBH-Keton 25a nicht in gleichem Mafle vom
Enzym akzeptiert wurde, wie die zuvor verwendeten Ketone 16, 81 und 83, woraus eine
geringere Produktivitit des Systems resultierte.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass mit dem neuen System die einzelnen Ketone 25a,
16, 81 und 83 reduziert werden konnen, sollten diese nun in einer kontinuierlichen
Synthese ebenfalls in diesem System eingesetzt werden. Die verwendeten
Reaktionsbedingungen und die entsprechenden Ergebnisse sind in Schema 30
dargestellt. Nach der Isolierung der Produkte wurden die Ausbeute, die Raum-Zeit-
Ausbeute, der Enantiomereniiberschuss (ee) und die TTN (engl. total turnover number fur
Gesamtumsatzzahl) fir NADP* bestimmt. Die TTN gibt dabei an, wie viel Mol Produkt
pro Mol Kofaktor in einer Reaktion gebildet wurde.[22! 2221 Dje Konfiguration der
Produkte wurde nun mittels Drehwertbestimmung validiert. Alle Ketone 16, 25a, 81 und
83 wurden in guten bis sehr guten Ausbeuten von 72-93 % und exzellentem ee >99 % zu
den entsprechenden Alkoholen 17, 82, 84, 85 umgesetzt. Dabei wurden zudem moderate

bis sehr hohe Raum-Zeit-Ausbeuten von 14-117 g L' h™" und TTNvon 128-2023 mol/mol
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erreicht. Wie zuvor schon angedeutet, zeigte sich nun auch die geringere RZA des

Ketons 25a aufgrund niedrigerer Substratkonzentrationen und Flussraten.

i FR: 50/5/55 pL/min i
o pemn o
0, > oee
16 RZA:43g L' h' L
TTN: 628 mol/mol
0 . OH
cl cop ERS0BMutnie, ey ) cok
8150 mM
81 93 %, >99 %ee 82
RZA:117g L' h™

TTN: 2023 mol/mol

2 FR: 50/5/55 pL/mi LB
: pL/min
CO,Et
\)L(\/)S 2 83 30 mM WCOZE'(
83 84

89 %, >99 %ee
RZA:45gL'h™
TTN: 275 mol/mol

(0] OH
FR: 30/3/33 uL/min
OBn 25a 20 mM OBn
72 %, >99 %ee
25a 85

RZA: 14 gL' h™
TTN: 128 mol/mol

Schema 30. Kontinuierliche Reduktion der Ketone 16, 25a, 81 und 83 im geschlossenen System mit
kontinuierlicher Kofaktor-Regenerierung. Angegeben sind die Flussraten als
Pumpe 1 (wassrig)/Pumpe 2 (organisch)/Pumpe 3 (Extraktion). Die angegebene Substratkonzentration
entspricht der tatsachlichen Konzentration im Reaktor. RZA: Raum-Zeit-Ausbeute, TTN: engl. total
turnover number fiir den Kofaktor NADP*, FR: Flussrate.

Um die Effizienz der Phasentrennung hervorzuheben, wurde nach jedem Lauf die
wassrige kofaktorhaltige Phase mit organischem Losungsmittel extrahiert und mittels
TH-NMR-Spektroskopie auf Substrat- bzw. Produktkontaminationen uberpriift.
Beispielhaft sind im Folgenden das Spektrum der extrahierten wéssrigen Phase
(Abbildung 20, oben) und das Produktspektrum (Abbildung 20, unten) des
Alkohols 82 dargestellt. Beim Vergleich der Spektren ist zu erkennen, dass in der
wissrigen Phase keine im 'H-NMR-Spektrum nachweisbare Substrat- oder
Produktkontamination vorzufinden war. Das gleiche Ergebnis konnte ebenfalls bei den
anderen in diesem Modus synthetisierten Alkoholen 17, 84 und 85 erzielt werden und
bewies damit sowohl eine sehr gut funktionierende Phasentrennung als auch eine hohe
Effizienz des geschlossenen Systems mit kontinuierlicher Kofaktor-Regenerierung und -

Rezirkulierung.
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Extrahierte wassrige Phase des Produkts 82
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Abbildung 20. 'H-NMR-Spektrum der organisch extrahierten wissrigen Phase der kontinuierlichen
Synthese des Alkohols 82 (oberes Spektrum) zum Vergleich mit dem "H-NMR-Spektrum des Alkohols 82
(unteres Spektrum). In der wassrigen Phase sind keine Kontaminationen zu sehen.

Zusitzlich sollte nun noch das Verhalten des neuartigen Flusssystems in einem
Langzeitversuch untersucht werden. Dazu wurde das Keton 81 tber 32 h kontinuierlich
im geschlossenen System unter bekannten Bedingungen (50mm 81 in 10 %Vv/v
2-Propanol, sowie 0.6 mM NADP* in KP; Puffer) reduziert. Der Alkohol 82 konnte mit

einer Ausbeute von ca. 1.4 g und einer sehr hohen RZA von 121 g I'" h™" erhalten werden.
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Ferner wurde mit 12855 mol/mol fiir NADP(H) eine zu diesem Zeitpunkt in der
bekannten Literatur hochsten TTN fiir NADP* mit kontinuierlicher Regeneration im
Durchfluss erzielt.[213.215.216] Epenfalls wurde die Stabilitat der Enzymkartusche in einem
Leistungstest Uber 123 h unter den identischen Bedingungen validiert. Der Umsatz
wurde mittels TH-NMR-Spektroskopie tiberpriift und das Ergebnis ist in Abbildung 21
dargestellt.
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Abbildung 21. Leistungstest des Kofaktor-Regenerierungssystems tiber 123. 50 mM des Ketons 81
wurden dazu durch das System gepumpt und durch die HaloTag™-LbADH reduziert. Der Ubersicht halber
wurde der Abschnitt zwischen 30 h und 100 h ausgeblendet.

Die HaloTag™-LbADH war tUber 123 h dazu in der Lage, das Keton 81 vollstandig zu
reduzieren. Zu beobachten war an dieser Stelle jedoch, dass sich die Enzymkartusche mit
der Zeit gelb-braun verfarbte, dass aber keinen Einfluss auf den Umsatz hatte. Allerdings
lief der Lauf hinsichtlich der kontinuierlichen Kofaktor-Regenerierung nicht problemlos
ab, da nach 38 h eine Verstopfung der hydrophoben Membran in der FLLEX auftrat und
keine saubere Phasentrennung mehr moglich gewesen war. Dies hatte zur Folge, dass
die organische in der wissrigen Phase akkumulierte, weshalb die wéassrige Phase

erneuert wurde. Nach weiteren 32 h waren von den neuen 4.0 mL jedoch nur noch ca.
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2.0 mL vorhanden. Um jedoch den Lauf hier nicht abbrechen zu miissen und gleichzeitig
eine geringere NADP(H)-Konzentration zu testen, wurde die wiassrige Phase mit 1.5 mL
KPi-Puffer verdiinnt, was einer Endkonzentration des Kofaktors von ca. 0.4 mm
entsprach. Es konnte auch hier kein Einbruch des Umsatzes festgestellt werden.

Zur Interpretation der beobachteten Vorgiange konnte die Verringerung der wissrigen
Phase auf das verwendete 2-Propanol zuriickzufiihren sein. Es fungierte auf der einen
Seite als Kosubstrat fiir die Kofaktor-Regenerierung, andererseits wurde es auch als
Losungsvermittler benotigt. Dies bedeutete ebenfalls, dass die wissrige Phase partiell in
die organische extrahiert werden konnte (und umgekehrt) und somit dem System
entzogen wurde. Dieser Effekt wurde aus eigener Erfahrung besonders durch eine nicht
ordentlich funktionierende FLLEX, beispielsweise durch verstopfte Membrane und

undichte BPRs als hiufigste Ursache, verstarkt.

Extraktionslésungsmittel

Obwohl zu Beginn dieses Kapitels die Wahl des Losungsmittels durch eine partielle
Wasserloslichkeit ausfiihrlich begriindet wurde, so sollten mit Ethylacetat und
Dichlormethan dennoch zwei weitere laboriibliche Losungsmittel fiir die Extraktion
(Pumpe 3) getestet werden. Dies sollte eine gewisse Flexibilitit des Systems in der Wabhl
des Losungsmittels (Pumpe 3) ermoglichen, was in Anbetracht moglicher
Nachfolgereaktionen von groflem Interesse sein konnte. Als Modellsubtrat wurde
Acetophenon (16) eingesetzt und die Versuche tiber 24 h verfolgt (Abbildung 22). Fur
Ethylacetat (EtOAc, Rot) lagen die Umsitze in einem Bereich von 85 und 90 %, fur
Dichlormethan (CH2Cly, Blau) zwischen 80 und 90 %. In beiden Fillen blieb dies auch
Uber einen Zeitraum von 24 h weitestgehend unverandert. Die auffilligen
Schwankungen konnten hier einerseits an Konzentrationsschwankungen aufgrund
nicht-idealer Mischung im System liegen, andererseits an der partiellen Extraktion des
Losungsmittels in die wassrige Phase und somit Rezirkulierung tiber den Enzymreaktor.
Nichtsdestotrotz zeigte dieses Experiment, dass hier ebenfalls auf weitere Losungsmittel
zurtickgegriffen werden konnte, solange Substrat und Produkt in diesem 18slich sind und

solange eine gewisse Toleranz seitens des Enzyms gegeniiber dem Losungsmittel vorliegt.
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Abbildung 22. Variation der Extraktionsmittel in der kontinuierlichen Durchflusssynthese. Der
Reaktionsverlauf wurde hierbei tiber 24 h beobachtet. Die Umsitze wurden gaschromatographisch
ermittelt. In Blau sind die Umsatze unter Verwendung von CHCl; und in Rot von EtOAc als
Extraktionsmittel der FLLEX dargestellt.

Wie bis hier gezeigt werden konnte, wurde mit dem geschlossenen System ein System
entwickelt, das durch Phasentrennungstechnik eine Rezirkulation und Regenerierung
des teuren Kofaktors ermoglichte. Die Effizienz wurde zusitzlich sowohl durch die
Langzeitversuche als auch dadurch, dass die wissrige Phase keine Substrat- oder
Produktkontamination enthielt, bewiesen. Entsprechend lag es nun nahe, mit einer
einzigen kofaktorhaltigen wassrigen Losung zwei verschiedene Ketone in einem

Konsekutivexperiment umzusetzen.

Konsekutivexperiment

Fur diesen Zweck wurden in einem ersten Experiment zuerst 50 mm Keton 81 nach
bekannter Vorschrift (geschlossenes System) bei einer Flussrate von 90/9/99 uL/min
(Pumpe 1, 2, 3) zum Alkohol 82 und im direkten Anschluss, nach Spiilen der Spritze
innerhalb der Pumpe mit 2-Propanol, 30 mm Keton 83 bei einer Flussrate von
50/5/55 pL/min (Pumpe 1, 2, 3) zum Alkohol 84 reduziert. Leider war dieser Ansatz nicht
erfolgreich, da nach der zweiten Reduktion (84) Spuren der ersten Reduktion (82) im
TH-NMR-Spektrum zu finden waren, wie die folgende Abbildung 23 zeigt. Das obere
Spektrum entspricht dabei dem Alkohol 82 nach Schritt 1 und das untere Alkohol 84
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nach Schritt 2. Gleiches gilt fir den hervorgehobenen Bereich zwischen 3—-4 ppm, der die

Kontamination im unteren Spektrum (mit Vergrofierung) verdeutlicht.
Alkohol 82 "JAL
(Schritt 1) » M

J\JM-A L/

I x I ¥ I T I L I ' I L I
36 35 34 33 32 31 30
f1 (ppm)

o O
C'\/‘\)J\O/\

Alkohol 84
(Schritt 2)

f1 (ppm)

Abbildung 23. 'H-NMR-Spektrum des ersten Experiments unter Verwendung einer wissrigen
kofaktorhaltigen Losung. Schritt 1 entsprach der Umsetzung des Ketons 81 zum Alkohol 82. Anschlieflend
erfolgte nach Spiilen der Spritze innerhalb der Pumpe die Umsetzung des Ketons 83 zum Allylalkohol 84.
Zur Verdeutlichung der Kontamination des Allylalkohols 84 durch Alkohol 82 wurde der Bereich zwischen
3.0-3.6 ppm vergroflert. Farbcode. Rot: a-CH,-Gruppe des Alkohols 82, Blau: Proton der OH-Gruppe.

Dem Ergebnis folgend und um diese Kontamination zu vermeiden, sollte im néachsten
Schritt ein Spilschritt mit 300 mm Aceton in KP;-Puffer zwischen den beiden Laufen,
sowie zum Ende des gesamten Experiments eingebaut werden. Die Vorgehensweise ist
schematisch in Schema 31 illustriert. Hier gilt zu beachten, dass die Nummerierung der
Schritte verandert ist aufgrund der eingebauten Spiilschritte - Schritt 1 und 3
entsprechen nun der Reduktion, Schritt 2 und 4 der Spulung.
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1. Schritt
Keton 81
2. + 4. Schritt HaloTag-LbADH
Spulschritt
22°C
3. Schritt NADP*/
Keton 83 NADPH

Alkohol Alkohol
82 84

Schema 31. Schematischer Aufbau des Konsekutivexperiments mit lediglich einer kofaktorhaltigen
wissrigen Losung. Eingesetzt wurde das etablierte geschlossene System.

Erneut wurde zuerst Keton 81 zum entsprechenden Alkohol 82 reduziert. Nun wurde der
Spulvorgang (Schritt 2) fiir 10 min durchgefiihrt, bevor das zweite Keton 83 dem System
zugefiihrt wurde. Nach vollendeter Reduktion (84) wurde der Waschvorgang (Schritt 4)
erneut durchgefiihrt und der Lauf beendet.

Auf diese Weise konnten alle Produkte ohne im 'H-NMR-Spektrum erkennbaren
Substrat-/Produktkontaminationen erhalten werden, was im Folgenden durch
Abbildung 24 bestitigt werden sollte. In Abbildung 24 (oben) ist zur Validierung das
Roh-TH-NMR-Spektrum des ersten Alkohols 82 gezeigt, welches direkt nach dem
Experiment (nach Schritt 2) und Entfernen des Losungsmittels aufgenommen wurde.
Zum Vergleich zeigt in Abbildung 24 das mittlere Spektrum den Alkohol 84, der nach
Schritt 4 erhalten wurde. Das untere Spektrum zeigt abschlieBend die extrahierte
wassrige Phase nach Beendigung des Experiments, um die gut funktionierende
Phasentrennung zu unterstreichen. Die Signale der im relevanten und vergrofierten
Bereich wurden dabei farbig markiert und den entsprechenden Protonen zugeordnet.
Bemerkenswert war an dieser Stelle, dass weder in den Produktspektren noch in der
wassrigen Phase Kontaminationen von Produkt und Edukt vorhanden waren. Dies sollte
zuséatzlich durch den hervorgehobenen Bereich zwischen 3.5 und 4.5 ppm validiert

werden.
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Abbildung 24.Das obere "TH-NMR-Spektrum zeigt Alkohol 82 als erstes Produkt nach Schritt 2, welches
direkt nach dem Experiment und Entfernen des Lsungsmittels aufgenommen wurde. Das mittlere H-
NMR-Spektrum zeigt Alkohol 84 als zweites Produkt nach Schritt 4 zum Vergleich. Das untere Spektrum
zeigt zudem die extrahierte wissrige Phase nach Beendigung des Experiments. Es wird eine Vergrofierung
des Bereichs zwischen 3.5 ppm und 4.5 ppm gezeigt, um den relevanten Bereich hervorzuheben, der zeigt,
dass keine Kontaminationen von Produkt und Edukt vorhanden waren.

SchlieBlich konnte der Alkohol 82 mit einer sehr guten Ausbeute von 92 % und einer RZA
von 114 g*L"*h7' erhalten werden. Mit Alkohol 84 konnte eine Ausbeute von 87 %,
respektive einer RZA von 31 g L' h' erzielt werden. Jedoch war hier die RZA geringer
als in der semi-praparativen kontinuierlichen Synthese (Schema 30; 31 zu 45 g L' h™").
Eine mogliche Erklarung war, dass der Spiilvorgang aufgrund der hohen Aceton-
Konzentration von 300 mMm einen negativen Einfluss auf die Stabilitat des Enzyms hatte.
Dies wurde durch ein einfaches Experiment tiberpriift: Keton 81 wurde nach bekannten
Bedingungen im geschlossenen System zum Alkohol 82 umgesetzt. Anschlieflend wurde

der Waschschritt fir 15 min durchgefithrt und dieselbe Reduktion wiederholt. Die
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Umsitze wurden mittels TH-NMR-Spektroskopie tiberpriift. Wohingegen der erste Lauf
mit einem Umsatz von 85 % beendet werden konnte, so waren im zweiten Lauf sogar
90 % moglich, was bedeutete, dass kein negativer Einfluss durch den Spiilvorgang zu
verzeichnen war. Die oben erwéhnte niedrigere RZA lief} sich dementsprechend durch
Fehler bei der Einwaage oder Extraktion erklaren, da der Ansatz im niedrigen
Milligramm-Mafistab durchgefiihrt wurde und jegliche Fehler starker ins Gewicht fielen.
Zusammenfassend lief} sich festhalten, dass ein System entwickelt wurde, mit dem ein
teurer Kofaktor [hier: NADP(H)] im kontinuierlichen Durchfluss rezirkuliert und
regeneriert werden konnte. Dabei kam eine Phasenseparationstechnik durch die FLLEX
zum Einsatz, die es ermoglichte, die wissrige kofaktorhaltige Phase erneut dem System
zuzufithren. Fur die gleichzeitige Nutzung der LBADH wurden hierdurch lediglich
substéchiometrische Mengen an Kofaktor bendtigt und folglich war eine
bemerkenswerte TTN von 12855 mol/mol fur NADP(H) moglich. Des Weiteren war ein
bis dato literaturunbekannter Substratwechsel im gleichen System moglich, sprich es
wurde fiir die Reduktion zweier Ketone nur eine einzige wassrige kofaktorhaltige Losung
benotigt. Zwischen den Substraten musste ein Spilschritt mit Aceton implementiert
werden und es konnte keine Kreuzkontamination der Produkte und der wéssrigen Phase
im TH-NMR-Spektrum festgestellt werden.

Wie eingangs erwihnt, sollte es sich bei dem etablierten System um ein anderweitig
einsetzbares ,Modul“ handeln. Dies meinte, dass es entweder mit anderen Katalysatoren
in eine Folgereaktion eingebaut werden kann oder dass die LbDADH durch ein anderes
Enzym ersetzt wird. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher beide Varianten
getestet. Im folgenden Kapitel 3.1.4 sollte zuerst eine Folgereaktion aus HaloTag™-

LHADH und der Lipase CalB betrachtet werden.

3.14 Konsekutivreaktion mit der Lipase CalB (Novozym 435)

Die CalB wurde in immobilisierter Form in einer Vielzahl von Flusssynthesen eingesetzt,
wie bereits in Kapitel 2.3.3 erlautert und sollte im Rahmen dieser Arbeit als
kommerzielles Novozym 435 ebenfalls in diesem Modus mit dem geschlossenen Kreislauf
in einer Enzymkaskade gekoppelt werden. Enzymkaskaden kombinieren dabei
verschiedene Biotransformationen innerhalb einer Produktsynthese und kdnnen so eine
umweltfreundliche und kostengiinstige Alternative zu konventionellen Verfahren

darstellen, weshalb sie immer weiter in den Fokus riicken.[223- 2241 Dazu waren jedoch
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noch einige Vorversuche im einfachen Durchfluss notwendig und die Vorgehensweise,

sowie Ergebnisse zu diesem Thema werden im Folgenden prasentiert.
3.1.4.1 Vinylacetat Konzentrationsscreening

Durch die Vorversuche mit einem Modellsystem im einfachen Durchfluss sollte gezeigt
werden, ob und wie gut die Lipase CalB (R)-1-Phenylethanol (17) mit Vinylacetat (86) als
Acetylquelle zum Produkt 87 in diesem Modus acetylieren kann. Bei dieser Reaktion kam
es gleichzeitig zur Bildung des Vinylalkohols 88, der spontan zu Acetaldehyd (89)

tautomerisiert (Schema 32):

3 x 50 mm Omnifit-Saule

OH 150 mg Novozym 435 OAc
+ AN + | 2
/'\ OAc 50 C /'\ OH ]
Ph Ph
17 86 87 88
AO
89

Schema 32. Reaktionsgleichung der Novozym 435-katalysierten Acetylierung von (R)-1-Phenyl-
ethanol (17) zum acetylierten Produkt 87.

Der Alkohol 17 wurde hier als Substrat eingesetzt, da dieser aus der HaloTag™-LbADH
katalysierten Reduktion von Acetophenon (16) hervorging (Reaktionsgleichung siehe
Schema 23 und Aufbau geschlossener Kreislauf siehe Kapitel 3.1.3.1). Unter der
Annahme, dass diese Reduktion nahezu vollstindig ablief, zum Beispiel durch die
Verwendung einer langeren HaloTag™-LbADH-Saule, wurde eine hypothetische 50 mm
Losung des Alkohols 17 angenommen, der nach der Phasentrennung in
Diisopropylether (DIPE) vorlag. Aufgrund dessen wurde diese Konzentration als
Startwert fur die Vorversuche verwendet. Beide Substrate 16 und 86 wurden in
Diisopropylether gelost und in den Pumpen 1und 2 vorgelegt. Zusatzlich wurde
Vinylacetat (86) in zwei Konzentrationen eingesetzt - 1:1%v/v und 1:3 %Vv/v
Vinylacetat (86) zu Diisopropylether. Die Flussrate fiir Pumpe 1 wurde variiert und jene
von Pumpe 2 auf 6 pL/min fixiert. Auf diese Weise wurde das Acetat 86 in verschiedenen

Uberschiissen relativ zum Alkohol 17 eingesetzt (Tabelle 10, Werte >1 = Uberschuss):
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Tabelle 10. Verschiedene Uberschiisse von Vinylacetat (86), Pumpe 2, Flussrate konstant 6 yL/min) relativ
zu (R)-1-Phenylethanol (17, Pumpe 1, variierte Flussraten) in Abhéngigkeit von der Flussrate. Bei Werten
>1ist ein Uberschuss vorhanden.

Flussrate (R)-1- Vinylacetat (86) in DIPE Vinylacetat (86) in DIPE
Phenylethanol (17) 1:1 %v/v 1:3 %v/v
55 uL/min 12 5.9
100 pL/min 6.5 3.3
150 pL/min 4.3 2.2
200 L/min 3.3 16
300 plL/min 2.2 1.1
400 plL/min 16 0.8

Auflerdem wurde dem Enzymreaktor (3 x 50 mm; 150 mg CalB) eine 3 x 100 mm
Trockensaule befiillt mit aktiviertem 4 A Molekularsieb (Menge: 500 mg) vorgeschaltet,
um mogliche Feuchtigkeit aus der Reaktionslosung zu entfernen, die das
Reaktionsgleichgewicht beeinflussen konnte. Der verwendete Flussaufbau ist in Schema

33.A gezeigt, die entsprechende Reaktionsgleichung in Schema 33.B.

A)

"50 mM" (R)-1-Phenylethanol (17)
Diisopropylether

4 A Molekularsieb H Novozym 435

50 °C

55 -
600 pL/min

1:1/1:3 %v/v Vinylacetat (86)
Diisopropylether

87, org.

6 pL/min

B
) Novozym 435
OH  "50 mM" 17 OAc

Ph/\ 1:1/1:3 %v/v Vinylacetat (86) Ph/T\
in Diisopropylether
17 Flussrate 55-400 pL/min 87

Schema 33. Einfacher Durchfluss fiir die lipasekatalysierte Acetylierung von (R)-1-Phenylethanol (17) mit
Vinylacetat (86). Dabei zeigt 33.A den schematischen Flussaufbau und 33.B die zugehorige
Reaktiongleichung.

Nachdem das Systemvolumen uberwunden wurde, begann die Sammlung der
Produktlésung. Fiir jede gewahlte Flussrate wurden hintereinander ohne Unterbrechung

des Laufs drei Proben a 250 uL/min gesammelt (technische Triplikate) und der Umsatz
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von (R)-1-Phenylethanol (17) zum acetylierten Produkt 87 mittels 'H-NMR-
Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 25 mit der
Standardabweichung aufgefiihrt. Unabhédngig der Konzentration des Vinylacetats (86,
1:1 %v/v in Blau vs. 1:3 %Vv/v in Griin) konnte bis zu einer Flussrate von 200 pL/min
vollstandiger Umsatz erzielt werden. Bei 400 pL/min konnte immer noch ein Umsatz von
rund 90 % erreicht werden, was im Vergleich zu 200 yL/min einer fast verdoppelten

Produktivitat entsprach.
CalB im einfachen Durchfluss - Umsetzung von Alkohol
17 zu acetyliertem Produkt 87

B 1:1%v/v B1:3 %v/v

]00 I I I I I I I
55 400

100 200
Flussrate [puL/min]

Umsatz [%]
N A O @
o o o o o

Abbildung 25. Darstellung des Umsatzes der Novozym 435-katalysierten Acetylierungsstudie von (R)-1-
Phenylethanol (17) zum acetylierten Produkt 87 im einfachen Durchfluss (Schema 22). In Blau ist die
Vinylacetat (86)-Konzentration von 1:1 %v/v und in Griin jene von 1:3 %Vv/v gezeigt. Es handelte sich um
technische Triplikate, da innerhalb eines Laufs hintereinander drei Produktmischungen gesammelt und
nach Entfernen des Lésungsmittels mittels "TH-NMR-Spektroskopie auf Umsatz iiberpriift wurden.

Fur die Kombination mit dem geschlossenen System war im vorliegenden Fall allerdings
nur die Flussrate von 55 puL/min von Bedeutung, da dies der Flussrate des organischen
Auslasses nach der FLLEX entsprach. Dennoch konnte gezeigt werden, dass die CalB den
Alkohol 17 problemlos im Fluss acetylieren konnte und hier eine Flexibilitat zu hoheren
Flussraten und somit hoherer Produktivitat gegeben ist. Aus diesem Grund sollte die
CalB nun folglich mit dem geschlossenen System in einer Folgereaktion gekoppelt
werden. Wie gut das funktionierte als auch welche Problemstellungen auftraten,

erlautert nun Kapitel 3.1.4.2.
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3.1.4.2 Geschlossenes System mit konsekutiver Acetylierung

Wie bereits im vorherigen Kapitel wurden zur Kombination des geschlossenen ADH-
Systems mit der Lipase-katalysierten Acetylierung ebenfalls die zwei Konzentrationen
1:1und 1:3 %v/v Vinylacetat (86) zu Diisopropylether getestet, um eine bessere
Vergleichbarkeit zum einfachen Durchfluss gewéhrleisten zu kénnen. Zuerst wurde
Acetophenon (16), wie bereits in Kapitel 3.1.3.2 detailliert beschrieben, im geschlossenen
System zum Alkohol 17 durch die HaloTag™-LbADH reduziert. Nun wurde der
organische Ausgang der FLLEX (griin) jedoch nicht gesammelt, sondern durch ein
T-Stiick mit einer weiteren Pumpe 4 verkniipft, die Vinylacetat (86) in Diisopropylether
zufiihrte. Der Fluss wurde anschlieBend iiber eine Trockensiule (befiillt mit 500 mg 4 A
Molekularsieb) und folgend tiber die Novozym 435-Kartusche geleitet, um das acetylierte
Produkt 87 zu erhalten (Reaktionsschema siehe Schema 34.A, Flielschema siehe

Schema 34.B).

Ao HaloTag- LbLADH OH ' Novozym 435 OAc
Ph 50 mM Acetophenon (16) Ph/\ Vinylacetat (86) Ph/\
10 %v/v 2-Propanol in Diisopropylether
16 0.6 mM NADP* 17 87
KP-Puffer
B)
K" ——— = wassriger Phase
KP -Puffer = organische Phase
NADP(H) ——— = Mischphase

50 pL/min

HaloTag-LbADH §» @& — —|— —|—

22°C
Acetophenon (16)
2-Propanol

Diisopropylether

5 pL/min
55 pL/min
verschiedene Saulen
Novozym 435 H Molekularsieb 4 A \
org. 50°C 3-6 pL/min

Schema 34.A) Schematische Darstellung der Reaktion — Umsetzung des Substrats 16 zum Produkt 87
durch die HaloTag™-LbADH und das Novozym 435 im geschlossenen System (Vergleich Kapitel 3.1.3.2).
34.B) Der Aufbau des geschlossenen Systems mit anschlieender Acetylierung durch die CalB.
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Zu Beginn wurde ermittelt, ob die Bedingungen fiir Vinylacetat (86) des einfachen
Durchflusses auf das erweiterte geschlossene System (ibertragen werden konnen und
dazu wurde die Flussrate fiir Pumpe 4 initial auf 6 yL/min fixiert. Der Enzymkartusche
wurde wie zuvor eine Trockensdule (3 x 100 mm; 4 A Molekularsieb, Menge: 500 mg)
vorgeschaltet und die Produktlésung gesammelt, nachdem das Totvolumen des Systems
tberwunden worden war (Zeitpunkt t=0). Die Ergebnisse der ersten Laufe sind in der

folgenden Abbildung 26 gezeigt:

Erweitertes geschlossenes System -
Umsetzung von Alkohol 17 zu acetyliertem Produkt 87

® 1:3 %v/v 1:1 %v/v

100
— 80
K,
N 60
©
2 40
= 20 ° o . R
0
0 10 20 30 40 50
Zeit [min]

Abbildung 26. Erstes Screening im erweiterten geschlossenen System mit fixierter Flussrate von 6 pL/min
fir Pumpe 4 und Volumenverhiltnissen von 1:1 und 1:3 %Vv/v Vinylacetat (86):Diisopropylether, um eine
Vergleichbarkeit zum einfachen Durchfluss (vgl. Abbildung 25) zu ermoglichen. Die produkthaltige
Losung wurde gesammelt, nachdem das Totvolumen des System iiberwunden worden ist und die
Umsatzbestimmung wurde mittels '"H-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt.

Obwohl mit beiden Konzentrationen im einfachen Durchfluss (vgl. Abbildung 25)
nahezu vollstindige Umsitze erzielt werden konnten, unterschieden sie sich in diesem
Modus nun sehr deutlich voneinander. Fiir 1:1 %v/v (12-facher Uberschuss - vgl. Tabelle
10) konnten bis auf einen Ausreifler bei 20 min vollstandige Umsatze erzielt werden. Fur
1:3 %v/v konnten hingegen lediglich 20 % Umsatz tiber 50 min erreicht werden, was
darauf hindeutete, dass ein grofler Uberschuss an Vinylacetat (86) unumganglich war,
da vermutlich ein Teil des Vinylacetats mit vorhandener Restfeuchte aus dem
geschlossenen System abreagierte und die eigentliche Reaktion verhinderte.

Entsprechend der Ergebnisse der ersten Tests wurde der Fokus im weiteren Verlauf auf
die Konzentration von 1:1 %v/v Vinylacetat (86) zu Diisopropylether gelegt. Aus

okonomischen Griinden war dennoch eine Minimierung des deutlichen Uberschusses an
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Vinylacetat 86 erstrebenswert und folglich wurde die Flussrate von Pumpe 4 auf

3-5 pL/min gesenkt (Abbildung 27).

Flussratenscreening von Pumpe 4 -
Umsetzung von Alkohol 17 zu acetyliertem Produkt 87

® 1:1, 3 pL/min 1:1, 4 uL/min 1:1, 5 pL/min

100
— 80
S
N 60
©
2 40
> 20

0 ® ° Y ° {

0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]

Abbildung 27. Flussratenscreening fiir Pumpe 4 (3-5 pL/min; Uberschiisse siehe Tabelle 10). In diesem
Fall wurde lediglich das Volumenverhaltnis von 1:1 %v/v Vinylacetat (86):Diisopropylether verwendet. Die
Produktlésung wurde gesammelt, nachdem das Totvolumen des System tiberwunden worden ist und die
Umsatzbestimmung wurde mittels '"H-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt.

Fur 3 puL/min wurden Umsatze vom ca. 10 % erreicht, 4 uL/min begann bei moderaten
60 % und fiel rasch auf 20 % herab. Bei 5 yL/min war zu erwéhnen, dass es nach 30 min
zu einem Systemfehler gekommen war - die FLLEX fiel aus, es war keine saubere
Phasentrennung und somit eine weitere Umsetzung nicht moglich. Der Trend aus den
vorherigen Ergebnissen war trotzdem erkenntlich und weit weg von vollstindigem
Umsatz.

Um einen Fehler im initialen Experiment mit 6 uL/min (Abbildung 26) fiir Pumpe 4 (fur
die Konzentration von 1:1%v/v) auszuschlieBen, wurde das Experiment erneut
durchgefiihrt und tiber einen Zeitraum von 170 min verfolgt. Der Umsatz blieb wie zuvor
tber 50 min vollstandig, brach anschlieflend jedoch ein, sodass nach weiteren 50 min nur
noch ein Umsatz von 26 % erzielt werden konnte. Die nachsten 60 min variierte dieser
zwischen 16 und 25 % (Abbildung 28, griine Messpunkte). Dennoch konnte gezeigt
werden, dass die Acetylierung kurzzeitig mit vollstindigem Umsatz bezogen auf das
Zwischenprodukt  (R)-1-Phenylethanol (17)  ablief. ~ Fiir den  anschlielenden
Umsatzeinbruch wurde vermutet, dass trotz der vorhandenen Trockensaule immer noch

genug Wasser prasent war, um die Ruckreaktion zum Alkohol 17 zu katalysieren. Zur
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Uberpriifung wurden drei weitere Experimente durchgefiihrt und die Ergebnisse sind

ebenfalls in Abbildung 28 gezeigt:

1. Keine vorgeschaltete Trockensaule (rote Messpunkte)
2. Eine 3 x 50 mm Trockens&ule (blaue Messpunkte)

3. Zwei 3 x 100 mm Trockensiulen (graue Messpunkte)

Einfluss der Trockensaulen auf die Umsetzung
von Alkohol 17 zu acetyliertem Produkt 87

®cine 3 x50 mm @ eine 3 x 100 mm © zwei 3 x 100 mm ® keine Trockensiule

100 e
° . ¢

—., 80 o0
i °

60 °
N
g ¢ .
% 40 .

. e0%
20 o...‘....o. ®
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Zeit [min]

Abbildung 28. Griine Messpunkte = Duplikat des ersten Versuchs mit 6 puL/min und 1:1 %v/v
Vinylacetat (86):Diisopropylether (vgl. Abbildung 26). Rote, blaue und graue Messpunkte = gleicher
Ansatz, jedoch mit unterschiedlicher Anzahl und Grofle an vorgeschalteten Trockensédulen. Die
produkthaltige Losung wurde gesammelt, nachdem das Totvolumen des Systems tiberwunden worden war
und die Umsatzbestimmung wurde mittels "H-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt.

Ohne eine vorhandene Trockensdule (rote Messpunkte) war von Anfang an nur ein
geringer Umsatz von 19 % moglich, der anschlielend auf 11 % nach 100 min abfiel. Dies
zeigte an dieser Stelle bereits, welchen Einfluss die vorgeschaltete Saule auf das die
Produkt 87-Bildung hatte. Bei Versuch 2 (3 x 50 mm Saule; blaue Messpunkte) konnte
Uberraschenderweise eine Verbesserung zum initialen Versuch mit einer doppelt so
langen Trockensdule (3 x 100 mm S&ule, grilne Messpunkte) erzielt werden, denn der
Umsatz blieb etwas langer stabil, fiel jedoch nach 120 min auf nur noch 14 % ab.
Moglicherweise war das Molekularsieb in der langeren Saule nicht vollstandig trocken.
Die Verwendung von zwei hintereinander geschalteten Saulen (Versuch 3, zwei
3 x 100 mm S&ulen, graue Messpunkte) war schlussendlich zielfithrend, denn so konnte
der Umsatz Giber 210 min konstant vollstandig gehalten werden. Erst im Anschluss fiel er

nach weiteren 150 min auf immer noch gute 82 %. Besonders auffillig war an dieser
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Stelle, dass die sonst undurchsichtige Saule mit dem Reaktionsverlauf milchig-
transparent wurde, da das 4 A Molekularsieb mit Wasser gesattigt war. Dies kénnte
zukiinftig als Indikator genutzt werden, um die Séule rechtzeitig gegen eine neue
austauschen zu konnen. Aulerdem wére ein paralleler Betrieb mehrerer Trockensaulen
denkbar, die gezielt durch eine Weiche zuganglich gemacht werden kénnten. Jedoch
sollte bedacht werden, dass mit jedem Austausch einer Siaule Substrat und Produkt
verloren geht, was quantifiziert und einkalkuliert werden muss, um in priparativen
Ansitzen eine genaue Raum-Zeit-Ausbeute angeben zu kénnen.

Als Zwischenfazit lasst sich festhalten, dass sich das geschlossene System mit einer
nachfolgenden Enzymreaktion koppeln liefl und vollstindige Umsiatze zum acetylierten
Produkt 87 moglich gewesen sind. Jedoch muss hier verdeutlicht werden, dass es sich
um ein sehr komplexes System handelte, da die organische Losung aus der FLLEX viele
verschiedene Komponenten enthielt: Acetophenon (16), (R)-1-Phenylethanol (17), 2-
Propanol, Diisopropylether und ggf. wassrigen Puffer, sofern die Extraktion nicht
vollstandig abgelaufen war. Aufgrund dieser Komplexitat konnten die ermittelten
Bedingungen der Vorversuche im einfachen Durchfluss (siehe Kapitel 3.1.4.1) nicht
einfach auf das geschlossene System (ibertragen werden. Besonders die wéssrigen
Anteile im System hatten einen grofen Einfluss auf den Reaktionsverlauf, denn sie waren
vermutlich dafiir verantwortlich, dass Vinylacetat (86) friihzeitig abreagierte und der
Reaktion somit entzogen wurde. Auflerdem musste beachtet werden, dass jede
Verstopfung im System, besonders der FLLEX-Membrane, dazu fiihrte, dass keine
Phasentrennung und Nachfolgereaktion mehr méglich waren. Jegliche gréfere
Druckschwankung durch Undichtigkeiten hatten denselben Effekt (mehr dazu wurde
bereits am Ende des Kapitels 3.1.3.2 erldutert).

3.15 Modellsystem HaloTag™-LbADH und PhosDH

Die Toleranz der HaloTag™-LbADH gegeniiber hoheren 2-Propanolkonzentrationen von
bis zu 15 %Vv/v, mindestens aber 10 %Vv/v Uber einen langen Zeitraum, konnte in
Kapiteln 3.1.2 & 3.1.3 erfolgreich demonstriert werden. Dies lasst sich aber nicht auf
jedes beliebige Enzym ubertragen, denn die Toleranz gegeniiber organischen
Losungsmitteln ist bei Enzymen oftmals begrenzt. Um diese Problematik gezielt
anzugehen, sollte nun ein alternatives Kofaktor-Regenerierungssystem im Fluss getestet
werden, bei dem 2-Propanol durch ein weniger wasserlosliches Losungsmittel, wie z.B.

2-MeTHF ersetzt werden konnte.
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Wie bereits in Kapitel 2.3.2 erlautert, katalysiert die Phosphitdehydrogenase (PhosDH)
die NADP*-abhangige Oxidation von Phosphit zu Phosphat und regeneriert dabei den
Kofaktor NADPH. Als Vorbereitung zur Anwendung im Fluss wurde das Enzym von
Niklas Kiel unter Betreuung von Beatrix Paschold mit einem HaloTag™ durch einen
Gibson Assembly versehen, sodass eine anschlieBende Immobilisierung auf dem
HaloLink™-Resin ermoglicht wurde. Als Basis diente hierbei das Plasmid der HaloTag™-
LbADH. Im Rahmen dieser Arbeit sollte anschlieBend eine Zwei-Enzym-Séule bestehend
aus HaloTag™-LbADH und HaloTag™-PhosDH hergestellt werden, um eine
asymmetrische Reduktion von 4-Chloracetessigsaureethylester (81) zum
entsprechenden Alkohol (82) durchzufiihren (Reaktionsschema und
Reaktionsbedingungen siehe Schema 35.A; FlieSschema siehe Schema 35.B). Die
PhosDH regenerierte dabei den Kofaktor, die LDADH reduzierte das Keton. Der Aufbau
des Flusssystems unterschied sich nicht von dem vorher genutzten einfachen Durchfluss.
A) 3 x50 mm

HaloTag-PhosDH
o O HaloTag-LbADH OH O
a AN a A
OFt 81125 mM OFt
81 5 %v/v2-MeTHF 82

2 mM NADP*

12.5 mM Phosphit

KP-Puffer

B)

HaloTag-LbADH +
HaloTag-PhosDH

22°C

——— = wassrige Phase
——— = organische Phase Diisopropylether
—— = Mischphase

org. wasstr.

Schema 35.A) Reaktionsbedingungen der asymmetrischen Reduktion von  4-Chloracet-
essigsaureethylester (81) zum entsprechenden Alkohol 82. Eingesetzt wurde ein Zwei-Enzym-Reaktor
bestehend aus HaloTag™-PhosDH zur Regenerierung des Kofaktors NADPH und HaloTag™-LbADH zur
Reduktion des Substrats 81. 35.B) Aufbau des einfachen Durchflusses - fir mehr Infos siehe Kapitel 3.1.2.1.

Fur die Studie im Rahmen dieser Arbeit wurden zu Beginn zwei verschiedene
Enzymsaulen gefertigt. Dazu wurden die benétigten Lysate gemischt und anschliefiend

tiber die mit HaloLink™-Resin befiillten Siulen geleitet:
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Sdule 1: 1.2 U (3 mL Lysat) HaloTag™-PhosDH + 384 U (3 mL Lysat) HaloTag™-LbADH
Sdule 2: 0.5 U (1.2 mL Lysat) HaloTag™-PhosDH + 614 U (4.8 mL Lysat) HaloTag™-
LbADH

Anschlielend wurde die Reduktion bei verschiedenen Flussraten (20, 30 und 50 pL/min)
durchgefiihrt und nachdem das Totvolumen iiberwunden war, hintereinander drei
500 puL-Proben der Reaktionslosung gesammelt und bzgl. des Umsatzes miteinander
verglichen. Die Ergebnisse sind als technische Triplikate in Abbildung 29 dargestellt.

Dabei entsprechen die Balken in blau der Saule 1 und jene in Grin der Saule 2.

Reduktion von 4-Chloracetessigsaureethylester (81) zu Alkohol (82)
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Abbildung 29. Flussratenscreening unter der Verwendung zwei Zwei-Enzym-Reaktoren, die mit
unterschiedlichen Mengen an HaloTag™-PhosDH und HaloTag™-LbADH hergestellt wurden. Saule 1
entspricht den blauen Balken; Saule 2 den griinen Balken. Gesammelt wurden die Proben, nachdem das
Totvolumen des Systems iiberwunden war.

Wie zu erwarten, sank der Umsatz mit steigender Flussrate als Folge der kiirzeren
Verweilzeit des Substrats im Reaktor und ferner war die Menge an PhosDH der
limitierende Faktor, da der Umsatz mit Sdule 1 entsprechend héher ausfiel. Besonders
auffallig war jedoch auch, dass der Umsatz mit dem Verlauf der Produktsammlung
abnahm, was die Folge entweder einer Deaktivierung des Enzyms oder einer zu
langsamen Kofaktor-Regenerierung aufgrund geringer Enzymaktivitat sein konnte.
Mogliche Losungsansitze waren hierbei sowohl die Annaherung der Aktivitaten der
Enzyme und die Erhéhung der Kofaktormenge als auch eine Erhéhung des Phosphits,

denn dieses wird fiir die Kofaktor-Regenerierung benétigt. Des Weiteren kdnnte eine
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Temperaturerhohung einen positiven Einfluss auf den Umsatz haben. Dies galt es in der
nachsten Studie zu testen. Daflir wurden zwei Saulen eingesetzt - Saule 1 (5 x 50 mm,
siehe Seite 109) und eine mit 5 x 100 mm doppelt so lange und mit 2.0 U PhosDH (5 mL
Lysat) aktivere Saule 2. Die Substratkonzentration betrug weiterhin 12.5 mm. Die
Ergebnisse sind der folgenden Tabelle 11 gezeigt, wobei Eintrage 1-3 Saule 1 und
Eintrage 4-6 der aktiveren Saule 2 entsprechen.

Tabelle 11. Screening verschiedener Reaktionsbedingungen unter der Verwendung zwei verschiedener
Zwei-Enzym-Reaktoren bestehend aus HaloTag™-LbADH und HaloTag™-PhosDH. Gesammelt wurden

die Proben, nachdem das Totvolumen des Systems iiberwunden war. Die Umsitze sind als technische
Triplikate mit der Standardabweichung (SD) angegeben.

2-MeTHF ~ NADP* Phosphit Temperatur ~ Umsatz + SD

Eintrag
[%vIV] [mMm] [mMm] [C] [%]
1 5 2 30 22 40 £ 1.2
2 5 5 30 22 34 +22
3 5 5 30 30 49+04
4 5 5 30 22 78 £13
5 5 2 30 30 89 + 1.3
6 5 5 30 30 98 + 0.6

Fur die Eintrage 1-3 konnte insgesamt festgestellt werden, dass lediglich die
Temperaturerh6hung von 22 °C auf 30 °C in einem Umsatzplus von rund 10 % resultierte,
wohingegen die Erh6hung des Kofaktors auf 5 mm sogar ein Umsatzdefizit zur Folge
hatte. Dies lief sich aber mit der Nutzungsdauer der Saule begriinden und konnte mit
der langeren Saule widerlegt werden: Eintrage 5 und 6 zeigen, dass die Erhohung des
Kofaktors ebenfalls einen positiven Effekt auf den Umsatz hatte (89 % zu 98 %). Neben
der Temperaturerhhung und der Erhéhung der Kofaktormenge hatte hier aber letztlich
die Menge der PhosDH den grofiten Einfluss auf den Umsatz. Generell war an dieser
Stelle festzuhalten, dass es sich hierbei lediglich um eine kurze Machbarkeitsstudie
handelte, bei der lediglich Trends zu erkennen waren. Hier sollte zukiinftig ein design of
experiment durchgefithrt werden, um verlassliche und reproduzierbare Ergebnisse zu
erhalten. Nichtsdestotrotz zeigte das System, dass die PhosDH erfolgreich mittels
HaloTag™ immobilisiert werden konnte und ebenfalls im Durchfluss dazu in der Lage

ist, den Kofaktor NADPH zu regenerieren.
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3.1.6 Morita-Baylis-Hillmann und das geschlossene System

Neben einer dem geschlossenen System nachgeschalteten Reaktion (vgl. Kapitel 3.1.4),
war ebenfalls denkbar, dem System eine Reaktion vorzuschalten. Im Rahmen einer
Studie in Kooperation mit Teresa Friedrichs sollte dies anhand einer Morita-Baylis-
Hillman(MBH)-Reaktion gezeigt werden. Die Kombination aus Chemo- und Biokatalyse
rickt dabei immer weiter in den Fokus, da so durchaus aufwendige Synthesen wichtiger
Produkte unter milden und umweltfreundlichen Bedingungen zuginglich werden
kénnen.[*]  Dabei sollte zuerst ausgehend von Benzaldehyd (90) und
Methylvinylketon (MVK, 18) das MBH-Produkt 91 im Fluss hergestellt werden (Schema
36, Schritt 1) und direkt in das etablierte geschlossene System zur Reduktion (92)
eingefiithrt werden (Schema 36, Schritt 2). Der entsprechende schematische Aufbau ist
in Schema 36.A und das Reaktionsschema in Schema 36.B dargestellt. Im ersten Schritt
wurden 0.2 M Benzaldehyd (90) und 2 Aq. MVK (18) in 2-Propanol gelést. Diese Losung
wurde daraufhin durch Pumpe 1 bei 20 pL/min Gber eine 80 x 5 mm grof3e Saule mit
immobilisiertem DMAP auf Polystyrol als Organokatalysator (ca. 3 mmol/g) geleitet,
wobei das MBH-Produkt 91 mit 96 % Umsatz erhalten werden konnte
(Reaktionsbedingungen wurden zuvor von Teresa Friedrichs ermittelt). Die resultierende
Losung wurde aufgefangen und ein Luftstrom durch diese geleitet, um tberschiissiges
MVK (18) zu strippen, da eine Umsetzung durch die LbBADH unterbunden werden sollte.
Eine Qualifikation der Effizienz des Strippings wurde jedoch nicht durchgefiihrt. Im
niachsten Schritt erfolgte die Einleitung dieser Reaktionslésung in das etablierte
geschlossene System (Pumpe 2; 2 uL/min) und eine Vereinigung dieser mit einer
wassrigen kofaktorhaltigen Losung (Pumpe 3; 20 uL/min) wurde durch ein Y-Stiick

ermoglicht.
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A)
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120 min-32% 240 min- 9% KP -Puff
180min-23% 360 min- 0% rruter
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Schema 36.A) Flussschema der Tandemreaktion bestehend aus einer Morita-Baylis-Hilmann-Reaktion im
ersten Schritt und einer direkten enzymatischen Reduktion im etablierten geschlossenen System im
zweiten Schritt. 36.B) Entsprechendes Reaktionsschema der Tandemreaktion.

Die MBH-Reaktion zum Alkohol 91 (Schritt 1) wurde kontinuierlich und die

anschlielende enzymatische Reduktion zum Diol 92 (Schritt 2) zweifach durchgefiihrt
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mit einem wdssrigen Spiilschritt zwischen beiden Laufen, um Komponenten des
vorherigen Laufs aus der Siule zu spiilen. Die Umsatzanalyse erfolgte mittels "TH-NMR-
Spektroskopie; eine ee- und D.V.-Bestimmung wurde zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht
durchgefiihrt, da zuerst eine Umsatzoptimierung im Fokus lag. Fiir beide enzymatischen
Reaktionen konnten lediglich niedrige Umsatze erzielt werden; wéhrend im ersten Lauf
nach 120 min maximal 32 % fir Schritt 2 moglich waren, die im weiteren Verlauf auf bis
zu 14 % abfielen, so konnten im zweiten Lauf zu Beginn rund 10 % und nach 6 h kein
Umsatz mehr verzeichnet werden.

An dieser Stelle waren mehrere Erklarungen denkbar. Einerseits konnte das MBH-
Produkt 91 nicht gut von der LbADH toleriert worden sein, dass beispielsweise mit einer
langeren und aktiveren Enzymkartusche gelost werden konnte. Andererseits konnte
noch vorhandenes MVK (18) ein Problem darstellen, welches entweder dazu in der Lage
war, das Enzym zu inhibieren oder es wurde schneller umgesetzt, da es aufgrund der
Grofle das aktive Zentrum schneller erreichte. Dies wurde allerdings bis zu diesem
Zeitpunkt nicht verifiziert und sollte sich dies durch weitere Studien bewahrheiten,
waren Optimierungen der MBH-Reaktion hinsichtlich der Reduzierung an eingesetztes
MVK (18) noétig. Sollte sich dies schliefilich als nicht zielfithrend erweisen, ware ein

semikontinuierlicher Reaktionsverlauf mit Isolierung des MBH-Produkts 91 denkbar.

3.1.7 Zusammenfassung und Ausblick

Die bis hier hin prasentierten Ergebnisse zeigten, dass ein System zur Regenerierung des
teuren Kofaktors NADP(H) in der kontinuierlichen Durchflusssynthese entwickelt
werden konnte. Die Anwendung einer Phasenseparationstechnik erméglichte es, diesen
zu rezirkulieren und somit nur einmal dem System zugeben zu missen. Aufgrund dessen
und der herausragenden Leistung der HaloTag™-LbADH, waren nur
substochiometrische Mengen des Kofaktors notwendig. Es wurden vier verschiedene
Ketone 16, 25a, 81, 83 zu den entsprechenden Alkoholen 17, 82, 84, 85 in guten bis sehr
guten Raum-Zeit-Ausbeuten umgesetzt. Zusatzlich konnte der Alkohol 82 in einer
kontinuierlichen Synthese tiber 32 h im Grammmafstab zuganglich gemacht werden.
Reaktionslaufe tiber 123 h waren ebenfalls erfolgreich moglich und es wurde eine der zu
dem Zeitpunkt hoéchsten total turnover number fur den Kofaktor NADP(H) von
12855 mol/mol erreicht. Zudem konnte ein Substratwechsel mit einer einzigen
kofaktorhaltigen wissrigen Phase durchgefiihrt werden, wofiir lediglich ein Spulschritt

zwischen den verschiedenen Substraten eingebaut werden musste. Um eine Flexibilitat
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fur vorgeschaltete oder nachgeschaltete Reaktionen zu bieten, wurden zudem
verschiedene organische Losungsmittel fiir die Extraktion in der FLLEX erfolgreich in
24 h-Laufen getestet.

Ein Beispiel fiir eine solche nachgeschaltete Folgereaktion war die Erweiterung des
geschlossenen Systems um ein zweites Enzym, wie es anhand der Lipase CalB
demonstriert wurde. Auch hier konnte gezeigt werden, dass die organische Phase sofort
in einer weiteren Reaktion umgesetzt werden kann. Acetophenon (16) wurde durch die
HaloTag™-LbADH zu (R)-Phenylethanol (17) im geschlossenen System reduziert und
anschlieflend durch die Lipase unter Zugabe von Vinylacetat (86) acetyliert. Vollstandige
Umsitze bezogen auf den Alkohol (17) zum acetylierten Produkt 87 konnten erzielt
werden, sofern einerseits Vinylacetat (86) in groflem Uberschuss und andererseits zwei
Trockensaulen mit 4 A Molekularsieb eingebaut wurden. Die kontinuierliche Synthese
des Produkts 87 konnte auf diese Weise liber 4 h aufrechterhalten werden. Neben der
Umsetzung weiterer Substrate fiir die Folgereaktion, ware zukiinftig die Verwendung von
DMARP als Organokatalysator anstelle der Lipase denkbar. Dies hatte den Vorteil, dass
die Notwendigkeit der Trockensaulen eliminiert werden konnte, da keine Riickreaktion
wie beim Einsatz des Enzyms katalysiert werden wiirde.

Neben einer dem geschlossenen System nachgeschalteten Reaktion, wurde ebenfalls eine
vorgeschaltete Reaktion anhand einer Morita-Baylis-Hillmann-Reaktion demonstriert.
Fur diesen Zweck wurde die produkthaltige Losung der MBH-Reaktion direkt in das
geschlossene System zur enzymatischen Reduktion eingefiihrt. Der organokatalytische
Schritt zum MBH-Produkt 91 konnte dabei mit hervorragenden 96 % Umsatz performt
werden, wahrend im zweiten Schritt lediglich geringe Umsatze von 10-32 % zum Diol 92
moglich waren (Tendenz iiber die Zeit sinkend). Hier sind weitere Studien nétig, die
neben der Akzeptanz des MBH-Produkts 81 besonders den Einfluss des MVK 18 auf die
LbADH herausstellen.

Eine weitere Moglichkeit fiir eine vorgeschaltete Reaktion wiare die Reduktion der
Doppelbindung eines Michael-Systems unter Verwendung der Enreduktase YqjM,
gefolgt von der bereits beschriebenen asymmetrischen Reduktion durch die HaloTag™-
LbADH. Ein solche Reaktionskaskade aus YgjM und LDADH wurde bereits 2014 von
Classen et al. in der Batchsynthese basierend auf Vorarbeiten von Korpak und Pietruszka
in 2011 durchgefiihrt.[3-225] Hier wire die Implementierung der Reaktionskaskade in den
Fluss unter Verwendung des geschlossenen Systems zur kontinuierlichen Kofaktor-

Regenerierung denkbar. Dazu passende Studien zur Anwendung einer HaloTag™-YgjM-
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Variante wurden von Diana-A. Amariei im Rahmen eines Forschungspraktikums und von
Marisa Bickmann im Rahmen einer Bachelorarbeit durchgefithrt und werden in
Kapitel 3.3 nochmal thematisiert.

SchlieBllich sollte ein weiteres Enzym, die Phosphitdehydrogenase (PhosDH) fiir die
Kofaktor-Regenerierung etabliert werden. Dies ist besonders interessant, wenn zukinftig
Enzyme verwendet werden sollen, die nicht in der Lage sind, den Kofaktor selbst zu
regenerieren oder eine Intoleranz gegeniiber organischen Lésungsmitteln wie 2-Propanol
aufweisen. Als Modellsystem wurde die HaloTag™-PhosDH zusammen mit der
HaloTag™-LbADH koimmobilisiert und im einfachen Durchfluss eingesetzt. Mit diesem
Zwei-Enzym-Reaktor konnte nun das Keton 81 zum Alkohol 82 erfolgreich in 98 %
Umsatz mit lediglich substochiometrischen Mengen an NADP* und in situ Regenerierung
zu NADPH umgesetzt werden. Fiir einen anschliefenden Einsatz im geschlossenen
System muss jedoch eine Moglichkeit gefunden werden, Phosphit permanent und in
genauer Menge dem System zugeben zu kdnnen. Die Verwendung eines zusatzlichen
Zuflusses durch eine weitere Pumpe wire allerdings problematisch, da die wassrige
Phase auf Dauer verdinnt werden wirde, was einen Einfluss auf die
Kofaktorkonzentration hatte.

Wie bereits in Kapitel 2.2 thematisiert wurde, sollte fir gewéhnlich fiir jedes Enzym eine
eigene Immobilisierungsstrategie entwickelt werden. Auch die HaloTag™-
Immobilisierung selbst bietet noch Spielraum fiir Anpassungen an verschiedene Enzyme.
So kdnnte zum Beispiel der HaloTag™-Ligand zwischen dem HaloTag™ und dem Enzym
der Wahl in der Kettenlinge modifiziert werden. Dazu konnten im Rahmen einer
Bachelorarbeit von Stella M. Pauls verschiedene glykolbasierte Reaktivlinker zuganglich

gemacht werden, wie in der folgenden Abbildung 30 dargestellt.[?]
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Abbildung 30. Ubersicht der verschiedenen hergestellten glykolbasierten Reaktivlinker von Stella Pauls.’]
Dabei ist der Linker 93 fiir die Kniipfung an Festphasen mit zum Beispiel Epoxiden gedacht. Die Linker 94
und 95 werden hingegen via CUAAC an Festphasen mit Dreifachbindungen gekniipft.

Auf diese Weise werden zwei Strategien zur Bindung an eine Festphase moglich -
einerseits via Aminogruppe (Linker 93) an z.B. Epoxide oder mittels eines Azids via
Kupfer-Azid-Alkin-Cycloaddition = (CuAAC, Linker94 und 95) an freie
Dreifachbindungen. Die erste Strategie ist dabei jedoch bereits durch den Hersteller u.a.
des HaloLink™-Resins Promega bekannt und dementsprechend sollte der Fokus auf der
Anwendung der Azid-Linker 94 und 95 liegen. Besonders der minimierte
Syntheseaufwand ist hierbei anzufiihren, da die beiden Azidlinker 94 und 95 in lediglich
zwei Stufen zugénglich gemacht werden konnten. Der aminbasierte Linker 93 (oder auch

Derivate mit anderer Kettenldnge) benétigten hingegen sechs Stufen.
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Synopsis: Kofaktor-Regenerierung in der kontinuierlichen Flusssynthese

11

Die Entwicklung eines Systems zur kontinuierlichen Kofaktor-Regenerierung im
Durchfluss konnte erfolgreich abgeschlossen werden. Dabei kam die HaloTag™.-
LbADH fiir die asymmetrische Reduktion der Ketone 16, 25a, 81, 83 zum Einsatz.
Das System performte in Dauerlaufen bis zu 32 h problemlos und generierte sehr
gute Raum-Zeit-Ausbeuten bis zu 121 g I'" h™', sowie eine TTN fir NADP* von
12855 mol/mol.

Ein Substratwechsel unter der Verwendung einer einzigen kofaktorhaltigen
wassrigen Losung ist moglich gewesen ohne Substrat- oder Produktkontamina-
tion der vorangegangenen Synthese.

Die Implementierung einer enzymatischen Folgereaktion als auch einer
organokatalytischen vorgeschalteten Reaktion waren ebenfalls moglich und

erfolgreich.
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3.2 Catalytically active inclusion bodjes (CatlBs)
3.2.1 Einleitung

Nachdem bis zu diesem Punkt mit dem HaloTag™ eine Immobilisierungsstrategie
verwendet wurde, die einerseits die Bildung eines Fusionsproteins und andererseits die
Verwendung einer teuren Festphase voraussetzt, sollte mit den catalytically active
inclusion bodies (im Folgenden CatlBs) nun eine weitere innovative Methode vorgestellt
und in der kontinuierlichen Durchflusssynthese mit Kofaktor-Regenerierung
angewendet werden.[226] Der generelle Einsatz von CatlBs im Fluss war bis zu diesem
Zeitpunkt in der Literatur nicht bekannt. Der Fokus wurde dabei auf CatIBs der
Alkoholdehydrogenase RADH aus Ralstonia species gelegt.

3.2.2 Kenntnisstand

Bei den catalytically active inclusion bodies (CatlBs) handelt es sich um
Bionanomaterialien oder Protein-Immobilisate, die durch heterologe Expression in
Bakterien hergestellt werden.[?27] Im Vergleich zu anderen Methoden wird keine
zusatzliches Tragermaterial benétigt (vgl. Kapitel 2.2.1), was einerseits Kosten,
andererseits auch zeitintensive Optimierungsstudien spart.[2% 228 Allerdings sind nicht
alle inclusion bodies auch katalytisch aktiv und lange Zeit ging man davon aus, dass
solche inclusion bodies nur inaktives Protein beinhalten, die bei der Uberexpression
rekombinanter Gene entstehen.[22% 230 Dementsprechend wurden sie gewdhnlich nur fiir
Studien zur Enzymfaltung und nicht fiir Laborsynthesen eingesetzt. Neue Studien
belegten jedoch, dass es sich um ein Gleichgewicht zwischen falsch gefaltetem inaktivem
und korrekt gefaltetem katalytisch aktivem Protein handeln muss, das z.B. durch
angepasste Kultivierung und Induktion gezielt beeinflusst werden kann.[2- 231 Aber auch
die Wahl gezielter Modifikationen auf molekularer Ebene am N- oder C-Terminus ist

essenziell, um CatlBs zu produzieren.[l Dazu zihlen beispielsweise:

1. Dimeres 3-HAMP coiled-coil (abgeleitet vom Sauerstoffsensorprotein Aer2 aus
Pseudomonas aeruginosa) und tetrameres TdoT coiled-coil
(Tetramerisierungsdoméane des Zelloberflachenproteins Tetrabrachio aus
Staphylothermus marinus)[227: 230, 232-235]

2. Aggregationsanfillige Dominen/Proteinel236-240]

3. synthetische Peptide als sogenannte ,,pull-down “~tags[23% 241-243]
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2019 wurde von Jdger et al. eine umfassende Studie zur Bildung von enzymatischen
CatlBs verdffentlicht.[23)] Dabei kamen unter anderem zwei Alkoholdehydrogenasen
LLADH und RADH sowie die Thiamin-Diphosphat (ThDP)-abhangige Benzaldehydlyase
PBAL aus Pseudomonas fluorescence zum Einsatz. In dieser Studie wurden neben TdoT-
Konstrukten auch 3HAMP-Konstrukte in Bezug auf folgende Punkte miteinander

verglichen:

1. die Bildungseffizienz der CatIBs als Aktivitait der unloslichen IB-haltigen
Pelletfraktion (oder Fluoreszenz bei Fluoreszenzproteinen) im Verhaltnis zur
Aktivitat des Zellrohextrakts nach der Zelllyse (entspricht 100 %)

2. die Ausbeute der CatIBs (gLyophilisat pro 100 g E. coli-Nasszellen)

3. Restaktivitat im Vergleich zum gelosten reinen Enzym

Sowohl TdoT-RADH als auch TdoT-PfBAL wurden mit einer Effizienz >80 % gebildet;
behielten dabei jedoch nur eine sehr geringe Restaktivitiat von 1-2 % im Vergleich zum
isolierten, gereinigten Protein. Im Vergleich dazu konnte unter Verwendung der 3HAMP-
Domane fur die beiden Enzyme eine Bildungseffizienz von ca. 75 % erzielt werden und
die Autoren betonten an dieser Stelle, dass mit Blick auf kcat und der Restaktivitat eine
6- und 18-fache Steigerung fiir 3HAMP-RADH und 3HAMP-PfBAL erreicht wurde.
Besonders auffallig im Rahmen der Studie waren hergestellte Konstrukte der LbADH.
Wihrend die Tdot-Variante lediglich mit einer Effizienz von ca. 5% bei einer
Restaktivitat von ca. 6 % gebildet wurde, konnte unter Verwendung der 3BHAMP-Doméine
mit rund 50 % Bildungseffizienz (allerdings mit einer sehr hohen Standardabweichung)
und einer Restaktivitiat von 10 % eine Verbesserung erzielt werden.

Allgemein wurde festgestellt, dass die Bildungseffizienz abhangig vom Enzym war und
im Speziellen von der fiir Lésungsmittel zuganglichen hydrophoben Oberflache.[230] Die
Verwendung der TdoT-Domine resultierte in einer hdheren Bildungseffizienz und
Reinheit der CatIBs, wohingegen im Kontrast dazu Enzyme mit der 3HAMP-Doméne
eine hohere Restaktivitat besaflen.[230] Mogliche Begriindungen fiir die héhere Aktivitat
der 3HAMP-Konstrukte war der hohere Lipidgehalt und die weniger dicht-gepackte
Struktur im Vergleich zu den TdoT-Pendants.[227]

In einer neuen Studie der Gruppe um Krauss wurde speziell die CatIiBs-Bildung der
RADH aufgegriffen. Bei dem Enzym handelt es sich um eine sehr grofle tetramere
Struktur, weshalb es moglicherweise kontraproduktiv gewesen war, eine grofle coiled

coil-Domane als Aggregation-induzierenden Tag zu verwenden. Diese wurde nun gegen
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kleine ca. 8 kDa grofie synthetische Peptide als ,pull-down*-tags substituiert, die tiber
z.B. PT-Linker (PTPPTTPTPPTTPTPTP) an den jeweiligen Terminus des Proteins
gebunden wurden. Die Autoren fokussierten sich in diesem Fall auf die Verwendung von
GFIL8, 18AWT und L6KD. Bei 18AWT handelte es sich dabei um ein alpha-helikales
Octadecapeptid 18A (EWLKAFYEKVLEKLKELF), bei L6KD (LLLLLLKD) um ein Tensid-
dhnliches und bei GFIL8 (GFILGFIL) um ein vollstandig hydrophobes Peptid.[241-243] Die
auf diese Weise gebildeten Konstrukte stellten sich dabei als beste Konstrukte bezogen

auf die Bildungseffizienz heraus.

1. GFIL8 am N-Terminus mit 76 %
18AWT am C-Terminus mit 71 %
L6KD am C-Terminus mit 66 %
L6KD am N-Terminus mit 58 %

o A~ W N

GFIL8 am N-Terminus mit 16 %

Gemafl der oben genannten Definition, bedeutete z.B. Punkt1 also, dass das
Fusionsprotein mit GFIL8 am N-Terminus, was der unloslichen IB-haltigen Pelletfraktion
entsprach, eine Restaktivitat von 76 % im Verhiltnis zum Zellextrakt nach der Zelllyse
besaf. Firr die weitere Charakterisierung wurde die Restaktivitat bezogen auf das
isolierte reine Protein (entspricht 100 %) bestimmt und dabei konnten besonders fiir N-
terminale GFIL8 und LK6D-Varianten eine Aktivitat von 18 % bzw. 17 % erreicht werden,
was im Vergleich zu den vorherigen coiled-coil Doménen eine Verbesserung darstellte.
Dies ging Hand in Hand mit einer ebenfalls hohen Biomassen-spezifischen Aktivitat von
ca. 30 U/g Nasszellen. Im Vergleich dazu lagen die anderen verwendeten Tags bei
lediglich <10 U/g Nasszellen. Zusitzlich spielte auch die CatlB-Stabilitat eine
entscheidende Rolle. Fir die N-terminalen Konstrukte waren nach finf Tagen
Inkubationszeit immer noch 87-96 % der Aktivitat vorhanden; angefiihrt vom GFIL8-Tag,
wohingegen das |6sliche Enzym dabei auf eine Aktivitat von nur noch 31 % zurtckfiel.
Die C-terminalen Varianten waren dabei signifikant schlechter, lediglich die TdoT-

Variante konnte nach fiinf Tagen noch eine Restaktivitat von 45 % aufweisen.

3.23 Zielsetzung

Da sich schlief3lich das RADH-Konstrukt mit dem N-terminalen GFIL8 als beste Option
herausstellte, wurde dieses im Rahmen der vorliegenden Arbeit im ersten Schritt fiir den

Einsatz in der Flusssynthese vorbereitet. Der Dank geht an dieser Stelle an Gizem Olcucu

122



Catalytically active inclusion bodies (CatIBs)

fur die Bereitstellung der CatlBs. Dazu sollten zuerst eine geeignete
Immobilisierungsmethode entwickelt und im weiteren Verlauf die CatlBs im Fluss
eingesetzt werden. Fur diesen Zweck sollten die etablierten Systeme (siehe Kapitel 3,
einfacher Durchfluss und geschlossenes System) unter der Verwendung von 2-Propanol
als Kosubtrat zum Einsatz kommen. Anschlieflend sollte ein kombiniertes Zwei-Enzym-
System angewendet werden, um die im Vergleich zur LbBADH weniger aktive RADH (in
CatlIBs) bzgl. der Kofaktor-Regenerierung zu unterstiitzen und somit hohere Umsiatze zu
ermoglichen. Die dabei auftretenden Problematiken sollten herausgearbeitet und soweit
moglich, eine Losungsstrategie prasentiert werden. Einige Ergebnisse wurden bereits

publiziert.[2]

3.24 Immobilisierung

Die Verwendung von catalytically active inclusion bodies (CatlBs) in der Flusssynthese
brachte eine entscheidende Hurde mit sich - die Grofle dieser kleinen Aggregate.
Aufgrund dessen konnen sie einerseits aus Reaktoren ausgewaschen werden, was die
Gesamtaktivitidt des Enzymreaktors minimiert, andererseits konnen sie fiir einen hohen
Systemdruck sorgen, was unter Umstinden zum Abbruch des Laufs fithrt. Daher musste
eine geeignete Methode entwickelt werden, um dieses Bionanomateriall22] in z.B. eine
Omnifitsdule packen zu kénnen. Die ldee und das Ziel waren nun, solche Aggregate
physikalisch durch die Verwendung eines Fiillmaterials in einer Sdule zu fixieren, ohne
dabei die Enzymaktivitat durch z.B. extreme pH-Schwankungen zu beeinflussen. Zudem
sollte das verwendete Material einfach zugénglich und kostengiinstig sein. Die
Verwendung von Kieselgel lag hier nahe, da dieses schon seit vielen Jahren fir die
Immobilisierung von Enzymen verwendet wird und als enzymvertraglich gilt.[244 2451 Als
Fullstrategie sollte das ,Sandwich-Prinzip“ angewendet werden und die folgende, im

Rahmen dieser Arbeit entwickelte Methode erwies sich als zielfiithrend:

1. Einfillen von etwas Kieselgel, um den Boden der Siule zu bedecken.

2. Spilen mit Puffer (50 mm TEA, pH=7.5, 0.8 mm CacCly) von der Seite, tiber die das
Kieselgel eingefiihrt wurde, um die Lage zu verdichten und so ein Herausspiilen
der CatIBs zu vermeiden.

3. Hinzufiigen der CatlBs und Wiederholung des Spiil- bzw. Verdichtungsschritts
(siehe Punkt 2).
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4. Auffullen der Siule mit Kieselgel und erneute Wiederholung des Spiilschritts. Die
Fillhohe des Kieselgels in diesem Schritt ist dabei etwas hoher als die Tiefe des
Stempels des Deckels, damit schlief3lich eine leichte Kompression durchgefiihrt

wird, um so ebenfalls ein Auswaschen zu verhindern.

Jedoch war diese Vorgehensweise fiir die Verwendung von ausschlie8lich CatlBs nicht
zielfiithrend, da es bereits bei der o.g. Fiillprozedur zu einer erheblichen Steigerung des
Gegendrucks kam. Um dies zu quantifizieren, wurde anschlieiend der Systemdruck bei
50 uL/min mittels Asia Manager Software verfolgt und in der folgenden Abbildung 31
dargestellt. Dabei ist der zeitliche Verlauf auf der Abszisse und der Systemdruck auf der

Ordinate dargestellt:
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Abbildung 31. Der Druckverlauf des Systems wurde mittels Asia Manager Software verfolgt. Der Peak

bei 1:30 min indiziert den Systemabbruch, da bei einem Druck von 25 bar die Sicherheitsschaltung der
Pumpen eingreift.

Bereits nach einer Minute konnte ein Anstieg des Drucks verzeichnet werden und nach
ca. 1:30 min kam es zum Abbruch des Systems, da der durch die Sicherheitsschaltung der
Pumpen vorgegebene maximale Systemdruck von 25 bar erreicht wurde. Somit war ein
Einsatz dieser Saule in der Flusssynthese nicht moglich. Da als Hauptproblem die Grof3e
der CatlBs vermutet wurde, wurde Punkt 3 der Fiillmethode / Teil @ der Saulen
angepasst (vgl. Abbildung 32) - die CatlBs wurden nun vorher mit Kieselgel im
Verhaltnis von 1:2-1:2.5 %m/m (CatlBs:Kieselgel) gemischt. Bereits bei den zur
vorherigen Vorgehensweise analogen Spiilversuchen konnte kein signifikanter

Gegendruck mehr festgestellt werden und auch das Verwenden der Pumpen
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funktionierte auf Anhieb ohne Komplikationen hinsichtlich des Gegendrucks. Fiir den
weiteren Verlauf wurden auf diese Weise mehrere Siulen unterschiedlicher Grofle und
Gesamtaktivitiat gepackt. Entsprechende Fiillparameter und die Gesamtaktivitaten der
Saulen sind in der folgenden Tabelle 12 gezeigt:

Tabelle 12. Spezifische Parameter (z.B. Kieselgelmenge, Gesamtaktivitat und CatIB-Menge) der
verwendeten Enzymreaktoren. Dabei besteht ein direkter Bezug zu Abbildung 32.

Parameter 5x 150 mm (links) 5 x 50 mm (rechts)
Ho6he des Reaktorbetts @-® 5.6 cm 2.2cm
Kieselgelbett Hohe > @ 2 mm 2 mm
Menge an CatlBs > @ 137 mg (30 U) 55 mg (12 U)
Menge an Kieselgel > @ 343 mg 138 mg
Hohe der CatlB/Kieselgel-Mixtur 2> @ 5cm 1.9 cm
Kieselgelbetthohe > ® 4 mm 2 mm

Die Menge an Kieselgel oberhalb und unterhalb der CatIB-Mischung kann je nach Bedarf
variiert werden, sollte aber mindestens 2 mm betragen. Mogliche fertige Sdulen sind in
Abbildung 32 dargestellt. Dabei entspricht @ der ersten Kieselgel-Lage, @ der CatIB
oder im folgenden auch CatIB-Kieselgel-Mixtur und ® der abschlielenden Kieselgel-

Lage.

Abbildung 32. Darstellung zwei verwendeter Enzymreaktoren. Linke Abbildung: 5 x 150 mm Omnifit-
Saule, die mit 165 mg (36 U) GFIL8-CatlBs befiillt wurde. Einsatz: kontinuierliche und préparative
Synthese. Rechte Abbildung: 5 x 50 mm Omnifit-Saule, befiillt mit 55 mg (12 U) GFIL8-CatIBs. Einsatz:
Studien zur Ermittlung geeigneter Reaktionsbedingungen. @ Kieselgel, @ CatlB/Kieselgel-Mixtur, ®
Kieselgel.
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Fur die ersten Studien in der Flusssynthese wurde jedoch die kleinere Siule (Abbildung
32, rechte Saule, 5 x 50 mm) verwendet. Die groflere Saule (Abbildung 32, linke Saule,
5x 150 mm) wurde spater fiir die kontinuierliche, semi-praparative Synthese genutzt

(siehe Kapitel 3.2.9).

3.2.5 RADH-CatIBs im einfachen Durchfluss

Da nun eine Moglichkeit gefunden wurde, den Enzymreaktor mit dem Bionanomaterial
zu befullen, konnte sich der Nutzung im Fluss angenommen werden, da dies der Literatur
zur Folge noch nicht durchgefithrt wurde. Als Hauptziel stand, wie schon bei der
HaloTag™-LbADH (vgl. Kapitel 3), die Verwendung im geschlossenen System mit
kontinuierlicher Kofaktor-Regenerierung im Vordergrund (vgl. Kapitel 3.1.3).

In einer ersten Studie wurde das Keton 81 eingesetzt, da es sich im Rahmen der Studien
zur LbADH als gutes Substrat erwies. Die Reaktionsgleichung sowie -bedingungen sind

im folgenden Schema 37 gezeigt:

3 x50 mm
17 U GFIL8-RADH
81 10 mM
0.1-10 %v/v 2-Propanol
O 2.0-8.0 mM NADPH OH
C[\)J\/COZEt TEA-Puffer CIQ*\/COZEt
81 Flussrate 15-60 pL/min 82
22°C

Schema 37. Reaktionsbedingungen der Umsetzung des Ketons 81 zum Alkohol 82 durch RADH-CatIBs
im einfachen Durchfluss. Dabei wurde die Menge an Kosubstrat 2-Propanol und Kofaktor NADPH variiert.
Zudem wurden die Experimente in einem Flussratenbereich von 15-60 puL/min durchgefiihrt. TEA-Puffer:
50 mM, pH 7.5, 0.8 mm CacCl,.

Das Substrat 81 wurde erst im einfachen Durchfluss (Aufbau vgl. Schema 22) eingesetzt
und des Weiteren wurden die Flussrate als auch die Menge des Kosubstrats 2-Propanol
variiert, um einen moglichen Einfluss auf die Enzymaktivitat zu ermitteln. Zusatzlich
wurde zu Beginn der reduzierte Kofaktor NADPH verwendet (zuvor NADP*), um die
erste Umsetzung zu beschleunigen, da dieser nicht zuerst reduziert werden musste, denn
die verwendete RADH-Saule hatte lediglich eine Gesamtaktivitat von ca. 17 U. Die
Umsatz- und ee-Bestimmung erfolgte gaschromatographisch und die Ergebnisse des
Screenings sind in Tabelle 13 gezeigt.

Die Versuche 1-5 wurden mit einer Kofaktor-Konzentration von 2 mm durchgefiihrt,

sodass bei einer Substratkonzentration von 10 mM ein maximaler Umsatz von 20 %
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moglich war - sofern der Kofaktor nicht regeneriert wurde. Dabei sollte zuerst die
generelle Leistung des Systems liberprift werden, ohne grofilere Mengen des teuren
Kofaktors zu verwenden. Auf den Umsatz hatten weder die getesteten Flussraten noch
die Menge an 2-Propanol einen signifikanten Einfluss, denn dieser stagnierte zwischen
30 und 35 %. Schlielich wurde die NADPH-Konzentration auf 8 mm sowie die 2-
Propanolkonzentration auf 10 %v/v angehoben und mit 91 %, respektive 94 % konnte
unter diesen Bedingungen nahezu vollstandiger Umsatz erzielt werden; allerdings war

der ee mit max. 58 % nicht zufriedenstellend.

Tabelle 13. Screening von Reaktionsbedingungen der Reduktion des Substrats 81 zum Alkohol 82.

Flussrate NADPH 2-Propanol Umsatz ee

Eintrag [uL/min] [mMm] [%v/v] [%] [%]
1 30 2 0.1 29 23

2 15 2 1 33 35

3 30 2 1 34 37

4 30 2 5 37 35

5 60 2 5 32 46

6 30 8 5 91 n.b.

7 30 8 10 94 58

Bereits an dieser Stelle wurde deutlich, dass das Keton 81 kein ideales Substrat fiir die
RADH war, da einerseits keine guten ee erreicht werden konnten und andererseits nur
(fast) stochiometrische Mengen an Kofaktor einen hohen Umsatz ermoglichten.
Dennoch wurde es testweise im geschlossenen Kreislauf eingesetzt und der Aufbau
wurde bereits in Kapitel 3.1.3.1 erlautert und in Schema 25 dargestellt.

Die Bedingungen waren identisch zum einfachen Durchfluss, wobei nun der Kofaktor zu
Beginn aquimolar eingesetzt wurde, um auszuschlieen, dass eine zu geringe
Konzentration fur einen niedrigen Umsatz verantwortlich wire. Die
Flussratenkombination betrug 3/27/30 pL/min (Pumpe 1, 2, 3) und die Produktsammlung
erfolgte tiber 120 min mit Probennahme in 30 min-Abstianden. Die Umsétze sowie ee sind
in der folgenden Abbildung 33 dargestellt. Blau stellt hierbei den ersten Versuch und
orange den zweiten Versuch dar. Im ersten Lauf konnte zu Beginn ein Umsatz von 53 %
erzielt werden. Dieser fiel danach allerdings auf ca. 20 % ab, da vermutlich der Kofaktor
verbraucht war und unzureichend regeneriert wurde. Der ee stagnierte hingegen bei ca.
60% und war somit vergleichbar zum einfachen Durchfluss (vgl. Tabelle 13). Im zweiten

Lauf konnte das Ergebnis jedoch nicht reproduziert werden.
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Reduktion von Keton 81 zu Alkohol 82 - Geschlossener

Kreislauf
—#—1-Umsatz —8—1-ee 2-Umsatz —e—2-ee
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Abbildung 33. Zwei Laufe im geschlossenen Kreislauf unter der Verwendung des Ketons 76. Pumpe 1:
100 mM 4-Chloracetessigsidureethylester (81) in 2-Propanol (entspricht 10 mM im Reaktor bei idealer
Mischung); Pumpe 2: 2 mL einer 1 mM NADPH-Lésung in TEA-Puffer (50 mMm, pH 7.5, 0.8 mm CaCly);
Pumpe 3: Diisopropylether.

Da eine mogliche Begriindung die zu niedrige Gesamtaktivitat war, um zusétzlich zur
Substratreduktion die Kofaktor-Regenerierung durchzufithren, wurde nun ein
kombiniertes System mit der HaloTag™-LbADH getestet. Die Funktionsweise des
Systems, entsprechende Ergebnisse sowie aufgetretene Probleme sind im folgenden

Kapitel erlautert.

3.2.6 RADH-CatIBs und HaloTag™-LbADH im kombinierten System

Die HaloTag™-LbADH performte im Rahmen vorangegangener Studien bereits sehr
zuverlassig tiber einen langen Zeitraum (siehe Kapitel 3.1.3). Aus diesem Grund sollte sie
in einem kombinierten System mit den RADH-CatIBs eingesetzt werden. Die
Voraussetzung war allerdings eine raumliche Trennung, da die LbADH nur fir das
Kofaktor-Recycling genutzt werden sollte, wohingegen eine gemischte Saule nicht
zielfiihrend gewesen wire, da die LbDADH Ketone ebenfalls umsetzt und die beiden
Enzyme enantiokomplementir zueinander sind. Aufgrund der Verwendung zweier
Enzyme wurde das System deutlich komplexer und eine reibungslose Phasentrennung
durch die FLLEX war hier absolut notwendig, da das Substrat ansonsten partiell in die
wassrige Phase extrahiert werden wiirde und eine Umsetzung durch die LbADH
stattfindet. Der Aufbau des kombinierten Systems ist in Schema 38.A dargestellt. Das
kombinierte System bestand aus vier Pumpen. Drei Pumpen (hier Pumpen 2-4) waren

dquivalent zum bekannten geschlossenen Kreislauf (siehe Kapitel 3.1.3) und in diesem
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Fall wurde das System um Pumpe 1 erweitert. Sie pumpte eine Losung bestehend aus
15 mM NADP* in TEA-Puffer und 1 %v/v 2-Propanol tber die HaloTag™-LbADH-Saule,
um den Kofaktor zu NADPH zu reduzieren. Die resultierende Losung wurde aufgefangen
und durch einen N2-Strom sollte entstandenes Aceton ausgegast werden, um die
Konzentration an organischen Bestandteilen, die die RADH inaktivieren konnten, so
gering wie moglich zu halten. Anschlielend wurde sie durch Pumpe 2 dem ,RADH-
System® zugefiihrt. Pumpe 3 war mit Pumpe 2 durch ein Y-Stiick verbunden und stellte
«w-Chloracetophenon (92) in 2-Propanol bereit. Die Wabhl fiel nun auf dieses Keton 92, da
es der Literatur zur Folge durch die RADH mit einer hohen relativen Reaktionsrate zum
Alkohol 93 mit exzellenten Enantioselektivit >99 % umgesetzt wurde.'] Das

entsprechende Reaktionsschema ist in Schema 38.B dargestellt.
A)

HaloTag-LbADH

22°C
TEA-Puffer
2-Propanol
NADP*
GFIL8-RADH =" & — —|— —|—
30 °C

Substrat 96
2-Propanol

Diisopropylether

——— = wassrige Phase

org. wassr.
——— = organische Phase
——— = Mischphase
B) 5 x 100 mm (RADH)
3 x 50 mm (LbADH)
96 15 mM
0 1 0. 10 %v/v 2-Propanol OH

)J\/ 15 mM NADP* .
Ph €l TEA-Puffer Ph)\/c'
96 97
Schema 38.A) Kombiniertes System unter der Verwendung der RADH-CatIBs (12 U) und der HaloTag™-
LbADH (270 U) basierend auf dem geschlossenen Kreislauf. 38.B) Reaktionsschema der Reduktion des

Ketons 96 zum Alkohol 97 durch die RADH-CatlIBs. TEA-Puffer (50 mm, pH 7.5, 0.8 mm CaCl, + 0.8 mm
MgCly).
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Zu Beginn wurde ein Flussratenscreening mit folgenden Flussratenkombinationen
durchgefuhrt (Pumpe 1/2/3/4 pL/min): 27/27/3/30, 33/33/3/36 und 36/36/4/40. Allerdings
ist hier anzumerken, dass fir die erste Flussraten-Kombination aufgrund eines
Systemfehlers (Ausfallen der FLLEX) lediglich vier Messpunkte vorhanden waren.

In Abbildung 34 sind die Umsiatze zum Alkohol 97 dargestellt und die angegebenen
Zeiten entsprachen der Produktsammlung, nachdem das Totvolumen durchlaufen
wurde. Die Enantiomerentiberschiisse sind in Abbildung 35 gezeigt und eine

Bestimmung erfolgte mit Hilfe der Gaschromatographie.

Flussratenscreening - Umsatz -
Reduktion des Ketons 96 zu Alkohol 97

® FR 27/27/30/3 FR 33/33/36/3 FR 36/36/40/4
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Abbildung 34. Umsitze des Flussratenscreenings im kombinierten System unter Verwendung des
Ketons 96. Flussraten (FR) sind angegeben fiir Pumpe 1/2/3/4 (vgl. Schema 38). Die Umsatzbestimmung
erfolgte gaschromatographisch an chiraler stationarer Phase.

Die Umsitze variierten deutlich voneinander und es fiel auf, dass es zu einer lag-Phase
kam. Der Umsatz startete zuerst auf hohem Niveau, sank dann um bis zu 15 % nach
60 min und stieg anschlieBend wieder auf nahezu vollstandigen Umsatz nach 115 min.
Fiir letztere Kombination blieb dieser dann auch bis zu 165 min konstant. Die
Enantiomerentberschiisse lagen bei rund 90 % und waren damit im Vergleich zur

Literatur (99 %[*4) nicht zufriedenstellend.
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Flussratenscreening - ee -
Reduktion des Ketons 96 zu Alkohol 97

® FR 27/27/30/3 FR 33/33/36/3 FR 36/36/40/4
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Abbildung 35. Zugehérige Enantiomereniiberschiisse des Flussratenscreenings. Reaktionsbedingungen
sieche Abbildung 34. Flussraten (FR) sind angegeben fiir Pumpe 1-4. Der Enantiomereniberschuss wurde
gaschromatographisch an chiraler stationarer Phase bestimmt.

Im nachsten Schritt lag der Fokus zuerst auf der Eliminierung der lag-Phase. Dabei
wurden verschiedene Reaktionsbedingungen des neuen, geschlossenen kombinierten
Systems getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 36 (Umsatz) und Abbildung 37
(ee) illustriert. Vorab eine kurze Erlauterung zu der Vorgehensweise:

Zu Beginn wurde das System ohne die substrathaltige Lésung (Pumpe 3) fiir 30 min
gesplilt (siehe blaue Kurve), da auf diese Weise eine NADPH-Sattigung im CatlB-Reaktor
erzielt werden sollte. Allerdings konnte auf diese Weise keine Verbesserung der lag-Phase
festgestellt werden. Als nichstes wurde dieser Lésung 1 %v/v Aceton zugegeben (siehe
griine Messpunkte), um von Beginn an dem realen System néher zu kommen, da bei
nicht vollstandigem Entgasen durch das N2 mit der Zeit Aceton in der Losung von
Pumpe 2 akkumulierte. Allerdings war die lag-Phase hier ebenfalls vorhanden, jedoch
mit zu Beginn vollstandigem Umsatz. Dies konnte jedoch daran liegen, dass der
Spulvorgang nach dem vorherigen Experiment nicht erfolgreich gewesen war und somit
ein Teil des Substrats bis zur vollstandigen Umsetzung auf der Saule verweilte. Da diese
lag-Phase unabhingig von der gewdhlten Flussraten-Kombination rund 2 h andauerte,
wurde das System nun fir diesen Zeitraum mit allen Komponenten aufler dem Substrat
gesplilt (in Grau). In der Tat war auf diesem Wege keine lag-Phase mehr zu sehen und
der Umsatz blieb fiir 160 min nahezu konstant vollstandig. Auffallig war hierbei jedoch

der Einbruch des ee auf 70 % und fallend, was an einer nicht idealen Phasentrennung
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liegen konnte, da so eine Umsetzung durch die enantiokomplementire LbADH

ermoglicht wurde.

Kombiniertes System - Umsatz -
Reduktion des Ketons 96 zu Alkohol 97

® Spiilen ohne Substratlosung ® Zusatz von 1 % Aceton
Inkubieren fiir 2 h ohne Substrat
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Abbildung 36. Umsitze der Durchlaufe im kombinierten System unter der Verwendung des Ketons 96.
Blaue Kurve: Das System wurde ohne substrathaltige Losung (Pumpe 3) fiir 30 min gespiilt. Griin: Zugabe
von 1%v/v Aceton zur subtrathaltigen Losung (Pumpe 3). Grau: Inkubieren des System mit allen
Komponenten aufler dem Substrat 96. Weitere Parameter sind bereits in Abbildung 34 beschrieben. Die
Umsatzbestimmung erfolgte gaschromatographisch an chiraler stationérer Phase.

Kombiniertes System - ee -
Reduktion des Ketons 96 zu Alkohol 97

® Spilen ohne Substratlgsung ® Zusatz von 1 % Aceton
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Abbildung 37. Zugehdorige Enantiomereniiberschiisse. Reaktionsbedingungen siehe Abbildung 34 und
Abbildung 36. Der Enantiomereniiberschuss wurde gaschromatographisch an chiraler stationarer Phase
bestimmt.
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Obwohl die Studie hinsichtlich des ee keine mit der Literatur vergleichbaren Ergebnisse
erzielte und auch die Verwendung des geschlossenen Systems generell mit der RADH
problematisch erschien, sollte dennoch mit den besten Bedingungen ein Langzeitversuch
durchgefuihrt werden. Allerdings traten ab diesem Zeitpunkt Probleme auf, die nicht
gelost werden konnten. Beim Zusammentreffen der wassrigen und organischen
Losungen (Pumpen 2 und 3) begann das Substrat 96 auszukristallisieren, was fur einen
direkten  Druckanstieg und Ausfall der Pumpen sorgte. Verschiedene
Salzkonzentrationen des Puffers, andere Flussraten und Substratkonzentrationen,
zusitzliche Losungsmittel, aber auch neue und grofiere Schliuche konnten dieses
Problem nicht beheben.

An dieser Stelle musste leider festgestellt werden, dass jegliche Losungsansitze, sowohl
fur die Reaktionsbedingungen als auch fiir den Systemaufbau, nicht erfolgreich verliefen.
Zudem war der Systemaufbau ohnehin nicht ideal, da zwei verschiedene
Immobilisierungstechniken angewendet und zueinander enantiokomplementare
Enzyme eingesetzt wurden. SchlieBllich sollte eine letzte Studie durchgefiihrt werden, in
der 2-Propanol fiir die Kofaktor-Regenerierung durch Cyclohexanol ersetzt wurde, da
bekannt ist, dass die RADH Substrate mit zwei groflen Substituenten sehr gut

tolerierte.[151.152]

3.2.7 Batch-Synthese

Durch Kroutil und Mitarbeiter war bereits bekannt, dass es sich bei 2-Propanol um ein
schlechtes (Ko-)Substrat fiir die RADH handelte.['’] Aus diesem Grund sollte mit
Cyclohexanol ein weiteres Kosubstrat fiir die Kofaktor-Regenerierung getestet und mit
2-Propanol hinsichtlich der Leistung (Umsatz und ee) verglichen werden. Dazu wurden
zwei Reduktionen mit w-Chloracetophenon (96) als Substrat im Batch durchgefiihrt. Als
Kosolvent waren 7.5 %v/v 2-MeTHF notwendig, um den Loslichkeitsproblemen, wie sie
zum Ende des vorangegangenen Kapitels 3.2.6 beschrieben wurden, entgegenzuwirken.
Der Kofaktor NADP* wurde substochiometrisch eingesetzt und die exakten
Reaktionsbedingungen und Ergebnisse sind in Schema 39 zu sehen.

Nach 96 h Reaktionszeit konnte kein Umsatz bei Verwendung von 2-Propanol
verzeichnet werden und das Substrat 96 kristallisierte tiberraschenderweise mit der Zeit
am Kolbenrand aus. Dementsprechend konnte hier auch keine Aussage iiber den ee

getroffen werden. Fiir Cyclohexanol hingegen als Kosubstrat war hingegen nach 24 h ein
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Umsatz von 28 % mit einem ee von 98 % zu sehen. Nach weiteren 72 h konnte nahezu

vollstandiger Umsatz und keine Kristallisation festgestellt werden.

2.2 U GFIL8-RADH
/lOJ\/ 0.15 Aq NADP* OH
cl TEA -Puffer cl
Ph 5 Aq. Cyclohexanol Ph)\/
% oder 2-Propanol 97
7.5 %v/v 2-MeTHF

e Cyclohexanol: 99 % / 96 h
ee 88 %

2-Propanol: 0.5 % /96 h
eend”

Schema 39. Reaktionsbedingungen und Ergebnisse der Reduktionen im Batch von -
Chloracetophenon (96) durch die RADH-CatIBs. TEA-Puffer: 50 mm, pH 7.5, 0.8 mm CaCl..

Allerdings war hier auffallig, dass der ee im Laufe der Reaktion auf 88 % sank. Ob der ee
mit einer kiirzeren Reaktionszeit verbessert werden konnte, wurde in einem weiteren
Ansatz mit der doppelten Enzymmenge (4.4 U) bezogen auf die Enzymaktivitat U
tberprift. Es wurden nach jeweils 24 h Proben gaschromatographisch analysiert. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 14 zusammengefasst.

Tabelle 14. Uberpriifung der Auswirkung auf den ee durch kiirzere Reaktionszeit und doppelter Menge
an Enzym (bezogen auf die Enzymaktivitit U) im Batch.

Zeit Umsatz ee
(h] (%] (%]
24 59 95
48 99 90
72 99 86

Im Vergleich zu dem vorherigen Versuch konnte der Umsatz nun innerhalb von 24 h auf
knapp 90 % gesteigert werden, allerdings unter leichten ee-Einbuflen auf 95 %. Nach
weiteren 24 h war die Reaktion vollstandig abgelaufen, aber auch hier wurde eine weitere
Abnahme des ee auf 90 % festgestellt und im weiteren Verlauf sank er auf lediglich 86 %.
An diesem Punkt ist allerdings anzumerken, dass keine weitere Optimierungsstudie
durchgefiihrt wurde, da es sich hier lediglich um eine Machbarkeitsstudie handelte. Es
konnte gezeigt werden, dass die RADH nahezu keine Aktivitiat unter der Verwendung
von 2-Propanol aufwies. In Anbetracht dessen erklarte dies nun auch die schlechte

Leistung in den Systemen der vorangegangenen Kapitel 3.2.5 und 3.2.6. Das
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Hauptaugenmerk sollte jedoch, wie bereits zuvor, die Verwendung unter

Flussbedingungen sein, um so eine synthetische Anwendung zu ermoglichen.

3.2.8 Einfacher Durchfluss

Nachdem die gepackte CatlB Saule vorbereitet wurde (12 U, 5 x 50 mm Omnifit-Saule;
siehe Kapitel 3.2.4), konnte diese nun zunichst im einfachen Durchfluss getestet werden.
Der Aufbau entsprach dabei jenem aus Schema 22 und es wurden -
Chloracetophenon (96) und Cyclohexanon (98) mit einer Substratkonzentration von
15 mM als Testsubstrate verwendet. Diese wurden im Laufe der Reaktion zu den
entsprechenden  Alkoholen 97 und 99 reduziert, wobei der Fokus auf der
asymmetrischen Reduktion des Ketons 96 lag. Die Reaktionsbedingungen und das
passende Reaktionsschema sind in Schema 40 dargestellt:

O OH

5x 50 mm

12 U GFIL8-RADH

15 mM 94 oder 92
98 7.5 %v/v 2-MeTHF

15 mM NADPH 99
oder TEA—Puffer oder
FR: 20-30 puL/min
O 30 °C OH
)J\/Cl /‘\/C|
Ph Ph
96 97

99 (33 pL/min): 86 %
97 (33 pL/min): 99 %, ee 94 %

Schema 40. Reaktionsschema und Reaktionsbedingungen der Synthese der Alkohole 97 und 99 im
einfachen Durchfluss mit stéchiometrischen Mengen an NADPH. FR = Flussrate. TEA-Puffer: 50 mm,
pH 7.5, 0.8 mm CaCl,.

Der Umsatz wurde tiber 120 min mit Probennahme in 20-minutigen Abstanden verfolgt
und die Sammlung des Produkts begann, nachdem das Totvolumen des Systems
tberwunden wurde. Fiir Cyclohexanon (98) wurden drei verschiedene Flussraten,

10/20/33 pL/min, getestet. Die Ergebnisse des Screenings sind in Tabelle 15 dargestellt.
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Tabelle 15. Flussratenscreening der Umsetzung von Cyclohexanon (98) im einfachen Durchfluss. Zeit der
Sammlung - t=0 entspricht dem Zeitpunkt, wenn der Fluss das System durchlaufen hatte. Die
Reaktionbedingungen sind in Schema 40 beschrieben.

Flussrate [pL/min] 33 20 10
Zeit [min] Umsatz [%] Umsatz [%] Umsatz [%]
20 88 85 81
40 87 85 79
60 86 85 79
80 85 85 77
100 85 86 77
120 86 86 n.b.

Fur eine Flussrate von 33 pulL/min konnte ein durchschnittlicher Umsatz von ca. 86 % tber
120 min erreicht werden. Uberraschenderweise erzielte eine Erniedrigung der Flussrate
auf 20 bzw. 10 uL/min keine Verbesserung, sondern fiihrte tendenziell zu schlechteren
Ergebnissen. Da 33 pL/min im Rahmen dieser Studie die besten Ergebnisse zeigte, wurde
fur die asymmetrische Reduktion von w-Chloracetophenon (96) von Beginn an ebenfalls
diese verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 gezeigt.

Tabelle 16. Flussratenscreening der Umsetzung von w-Chloracetophenon (96) im einfachen Durchfluss.

Zeit der Sammlung - t=0 entspricht dem Zeitpunkt, wenn der Fluss das System durchlaufen hatte. Die
Reaktionbedingungen sind in Schema 40 beschrieben.

Zeit [min]  Umsatz [%]  ee [%]

20 >99 94
40 >99 94
60 >99 93
80 >99 94
100 >99 93
120 >99 94

Uber einen Verlauf von 120 min verlief die Reaktion mit vollstindigem Umsatz zum
Produkt 97 und sehr guten ee um 94 %, der dennoch im Vergleich zur Literatur etwas
niedriger ausfiel (99 %!'5"). Aufgrund der hervorragenden Ergebnisse sollten die
Reaktionsbedingungen auf das etablierte geschlossene System tibertragen werden, wie

im folgenden Kapitel 3.2.9 gezeigt werden soll.
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3.2.9 RADH-CatIB im geschlossenen System

Das System wurde bereits im Rahmen der HaloTag™-LbADH zur kontinuierlichen
Kofaktor-Regenerierung in der Durchflusssynthese etabliert (sieche Kapitel 3.1.3). Dabei
wurde eine Phasentrennung durchgefiihrt, sodass die kofaktorhaltige wassrige Phase
rezirkuliert und folglich nur substochiometrische Mengen NADP(H) benétigt wurden.
Wie zum Schluss des Kapitels 3.2.6 beschrieben, traten bei der Verwendung von
2-Propanol in Kombination mit «-Chloracetophenon (96) zu dem Zeitpunkt nicht
losbare Probleme auf, da «w-Chloracetophenon (96) im Y-Stiick kristallisierte (vgl.
Kapitel 3.2.6), was im weiteren Verlauf ebenfalls im Batch beobachtet wurde (vgl.
Kapitel 3.2.7). Mit Cyclohexanol als Kosubstrat und Losungsmittel konnte dies im
Batchversuch unterbunden werden, sodass nun vermutet wurde, dass eine Ubertragung
auf das geschlossene System moglich war.

Es wurden verschiedene Substratkonzentrationen (10/12.5/15 mM) eingesetzt und der
Kofaktor NADP* wurde mit 10/12.5/15 mM entsprechend der Substratkonzentration
aquimolar verwendet (Tabelle 17). Direkt zu Beginn konnte die Annahme bestéatigt
werden, dass kein zusitzliches 2-MeTHF benétigt wurde. Die Probleme der
Kristallisation beim Zusammentreffen der wissrigen und organischen Phase konnten an
dieser Stelle nicht mehr beobachtet werden und traten auch nach einigen Stunden nicht
mehr auf. Fiir eine Konzentration von 10 mm konnte ein durchschnittlicher Umsatz von
ca. 75 % erreicht werden. Der ee wurde auf beeindruckende 99 % gesteigert und war somit
dquivalent zur Literatur(’®], was sich entsprechend auf das Fehlen von 2-MeTHF
zuriickfiihren liefl. Im Vergleich zum einfachen Durchfluss konnte der Umsatz um 5 %
und im Vergleich zu 2-Propanol als Kosubstrat um 15-25 % gesteigert werden. Mit
erhohter Substratkonzentration auf 12.5 bzw. 15 mM wurden im Mittel 70 bzw. 57 %
Umsatz erreicht; der ee blieb dabei unverdndert bei 99 %. Eine Reduktion auf
substochiometrische 2 mm NADP* resultierte schlie8lich einer Umsatzsteigerung auf
69 %, allerdings mit leichten ee-Einbuf3en auf 98 %. In Anbetracht dessen, dass hier mit
2 mmM NADP* im Vergleich zu den vorherigen 15 mm nur ein Bruchteil verwendet wurde,

war dies aus 6konomischer Sicht dennoch bevorzugt.
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Tabelle 17. Screening veschiedener Substratkonzentrationen im geschlossenen Kreislauf (System siehe
Schema 25).

Konz. [mM] 10 (96), 12.5 (96), 15 (96), 15 (96),
10 (NADP¥) 12.5 (NADP") 15 (NADP¥) 2 (NADP™)
Zeit [min] Umsatz ee Umsatz ee Umsatz ee Umsatz ee
(%] (%] (%] (%] [%] (%] (%] (%]
60 76 99 71 98 55 99 76 98
120 77 99 71 99 55 99 71 98
180 76 99 70 99 58 99 69 98
240 75 99 69 99 58 99 69 98
300 74 99 70 99 58 99 67 98
360 73 98 70 99 39 99 66 98

Diese Bedingungen wurden schlie3lich in der kontinuierlichen Synthese des Alkohols 97
eingesetzt. Dafiir wurde zudem eine groflere Saule mit der 2.5-fachen Enzymmenge
(5x 150 mm, 38 U Gesamtaktivitat, siche Kapitel 3.2.4) verwendet, um einerseits
vollstandigen Umsatz zu ermdglichen und andererseits die Stabilitat tiber die Zeit zu

gewihrleisten.

Kontinuierliche Produktion von 97 im geschlossenen Kreislauf

® Umsatz ®ee

100 o @
e o it e ool sty

0000049 9%
o ®
— 80 0000000,
5
8 60
N
T 40
£
= 20

0

0 50 100 150 200 250 300

Zeit [h]

Abbildung 38. Kontinuierliche Produktion tiber 280 h des Alkohols 97 im geschlossenen Kreislauf. Dabei
ist in blau der Umsatz und in griin der ee dargestellt.

Nach 120 h kontinuierlicher Produktion konnte eine hervorragende Gesamtausbeute von

3.0 mmol (92 %) mit 98 % ee erreicht werden. Dies entsprach einer Raum-Zeit-Ausbeute
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von 3.6 g L' h7!, sowie einer TTN fiir NADP(H) von 374 mol/mol. Der Umsatz wurde
anschlielend noch weitere 160 h beobachtet, um die Stabilitat der Saule Gber die Zeit zu
verifizieren, wie in Abbildung 38 zu sehen ist. Der Enantiomerentiberschuss bliebt dabei

unverdndert und der Umsatz sank auf immer noch gute 78 %.

3.2.10 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Abschnitt konnte eine Methode zur Nutzung von catalytically active inclusion
bodies (CatIBs) in der Durchflusssynthese etabliert werden. Fiir das Packen eines
Enzymreaktors in Form einer Saule musste das Bionanomaterial mit Kieselgel in einem
Verhiltnis von 1:2.5 %m/m (CatIBs:Kieselgel) gemischt werden, um durch Verstopfungen
verursachte Druckprobleme zu vermeiden, die ohne Kieselgel auftraten. Die auf diese
Weise hergestellten Enzymreaktoren konnten so anschlieBend im einfachen Durchfluss
und geschlossenen Kreislauf erfolgreich eingesetzt werden.

Der initiale Einsatz im einfachen Durchfluss unter Verwendung des Ketons 81, mit dem
zuvor im Rahmen der HaloTag™-LbADH hervorragende Ergebnisse produziert werden
konnten, stellte sich als nicht ideales Substrat fiir die RADH heraus. So konnten zwar
gute Umsitze, jedoch keine guten ee erzielt werden. Im geschlossenen Kreislauf konnten
dann in beiden Fillen keine zufriedenstellenden Ergebnisse erhalten werden.

Die niachste Verwendung im Zwei-Enzym-System bestehend aus HaloTag™-LhADH und
CatIB-RADH funktionierte besser, war dennoch nicht ideal, da hier zwei
Immobilisierungsstrategien in einem System verwendet wurden. Es wurde, je nach
Reaktionsbedingungen, entweder ein guter Umsatz oder ein guter ee erzielt, wenngleich
letzterer mit maximal 90 % nicht die von Kroutil und Mitarbeitern postulierten 99 %
erreichte.[’] Schliellich war dieses System auch aus &konomischer Sicht nicht
zielfihrend, da der Kofaktor in zum Produkt stéchiometrischen Mengen eingesetzt
werden musste. Des Weiteren traten hier schliellich nicht losbare Komplikationen auf,
da das Keton 92 innerhalb des Systems kristallisierte und zur Verstopfung des Systems
fuhrte.

Im letzten Schritt konnte dann ein sehr gut funktionierendes System etabliert werden,
indem lediglich das Kosubstrat 2-Propanol durch Cyclohexanol ersetzt wurde. Auf diese
Weise konnte der ,klassische® geschlossene Kreislauf verwendet werden und es wurde
keine Kristallisation des Ketons 96 mehr festgestellt. Mit lediglich 2 mm NADP* wurde
der Alkohol 97 so nach 120 h mit einer Ausbeute von 3.0 mmol und 98 % ee erhalten, was

folglich einer Raum-Zeit-Ausbeute von 3.6 g L'"h™" und einer TTN fur NADP(H) von
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374 mol/mol entsprach. Nach weiteren 280 h fiel der Umsatz auf immer noch gute 78 %.
Entsprechend lasst sich hier zusammenfassend sagen, dass die herausfordernde Aufgabe
der Verwendung von CatIBs in der Flusssynthese mit kontinuierlicher Kofaktor-
Regenerierung erfolgreich bewiltigt wurde. Am Ende benotigte es keine komplexen
Zwei-Enzymsysteme, sondern lediglich einen simplen Austausch des Kosubstrats zu
Cyclohexanol. Da an dieser Stelle der Fokus auf der Etablierung des Systems lag, sollten
nun weitere Substrate unter den Bedingungen mit Cyclohexanol als Kosubstrat getestet
werden. Denkbar wéren hier die in Kapitel 3.1.3.2 verwendeten Ketone 16, 25a, 81, 83,
um nach Reduktion die entsprechenden Enantiomere zu erhalten. Dies wire besonders
im Falle des (S)-Enantiomers 85 interessant, da es nicht Literatur-bekannt ist (vgl.

Schema 41).

OH

bekannt /'\[r\OBn
(@]
R)-85
)YOB“ ®
OH

nicht E

25a bekannt /\”/\OBn

(9)-85

Schema 41. Darstellung der Produkte (R)-85 und (5)-85 nach der asymmetrischen Reduktion des MBH-
Ketons 25a. Dabei war das Produkt (R)-85 bereits enzymatisch im Fluss zugénglichl'l, das Enantiomer (S)-
85 hingegen noch nicht.

Wie bereits in Kapitel 3.1.6 erlautert, waren so auch Reaktionskaskaden denkbar, in
denen einerseits das MBH-Keton 25a im Fluss hergestellt wird und anschlielend direkt
enzymatisch durch die RADH (in CatlBs) reduziert wiirde.

Neben dem Einsatz im reduktiven Modus, kénnte das System auch im oxidativen Modus
fur z.B. die Desymmetrisierung von cis-4-Cyclopenten-1,3-diol (100) eingesetzt werden,
wie Holec et al. bereits im Batch unter Verwendung der RADH gezeigt haben.[2%6] Das
Produkt 100 gehort zur Klasse der 4-Hydroxy-2-Cyclopentenone und diese stellen eine
wichtige Klasse fiir Bausteine fiir eine Vielzahl von Naturstoffen dar.[246-252]

Die Autoren konnten selektiv ein stereogenes Zentrum eliminieren und das Keton (R)-
101 in 78 % Ausbeute und exzellenten 94 %ee zuganglich machen. Als Kosubstrat kam
hier Cyclohexanol anstelle des Cyclohexanons zum Einsatz. Das Reaktionsschema ist im

Folgenden dargestellt:
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OH OH
D RADH Q
P / \ (R)-101
OH O 78%
100 NADP* NADPH/H* 94 %ee
Cyclohexanol \/ Cyclohexanon
RADH

Schema 42. Desymmetrisierung von cis-4-Cyclopenten-1,3-diol (100) zum Keton (R)-101 unter der
Verwendung der RADH nach Holec et al. Diese Reaktion wire denkbar fiir den Einsatz im geschlossenen
System unter oxidativen Bedingungen.

Eine weitere Moglichkeit ware die Etablierung einer Reaktionskaskade in Kombination
mit der YqjM, wie Classen et al. bereits ausfihrlich fiir die Batchsynthese beschrieben
haben.37]
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Synopsis: Catalytically active includion bodies (CatIBs) in der kontinuierlichen

Flusssynthese

142

Erfolgreiche Herstellung von Enzymreaktoren mit CatIBs durch physikalisches
Fixieren in einer Siule mit Kieselgel.

Der Einsatz von Cyclohexanol als Kosubstrat anstelle des 2-Propanols fir die
Kofaktor-Regenerierung war fiir die RADH notwendig, um stabile Umsétze und
Enantiomereniiberschiisse generieren zu kénnen.

Nach 120 h kontinuierlicher Produktion mit substochiometrischen Mengen
NADP(H) konnte der Alkohol 93 mit einer Gesamtausbeute von 3.0 mmol (92 %)
in 98 % ee erhalten werden. Dies entspricht einer Raum-Zeit-Ausbeute von
3.6 g LT h', sowie einer TTN fiir NADP(H) von 374 mol/mol.

Der Umsatz fiel nach insgesamt 280 h dauerhafter Produktion auf immer noch

gute 78 % ab bei konstantem ee.
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3.3 Old Yellow Enzymes und YqjM

Die Klasse der Enreduktasen lasst sich in fiinf Unterkategorien einteilen.[253] Dabei wird

unterschieden zwischen

1. Fe-S Cluster-abhingigen Enoatreduktasen

Mittelkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (MDR)
Kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR)
NADPH-abhéngigen Chinon-Reduktase-ahnlichen Enreduktasen
Old Yellow Enzymes (OYE)

ok w N

Da der Fokus im Rahmen dieser Arbeit auf der YgjM aus Bacillus subtilis, einem Old
Yellow Enzyme liegt, soll sich im Folgenden auch nur auf diese Klasse der Enreduktasen

beschrankt werden.

3.3.1 Einleitung

Die Old Yellow Enzymes (OYE) beschreiben eine der fiinf Klassen der Enreduktasen, die
zu den Flavoproteinen gehoren und Flavinmononukleotid (FMN) als Kofaktor tragen.
Das erste Enzym (OYE, EC 1.6.99.1) dieser Klasse wurde von Christian und Warburg 1933
aus untergiriger Hefe isoliert und als ,gelbes Ferment® betitelt.[54] Daraufhin konnten
weitere gelbe Enzyme isoliert werden und es erfolgte nachtraglich die Umbenennung in
Old Yellow Enzyme (OYET).1253] Die erste Kristallstruktur des OYE wurde Mitte der 1950er
Jahre von Theorell veréffentlicht.[29] Fiir seine herausragende Forschung zu
Oxidationsenzymen wurde er mit dem Medizinnobelpreis im gleichen Jahr geehrt.[256]
Viele Jahre spater konnten Fox und Karplus 1994 die oxidierte und reduzierte Form der
OYE mit einer Auflosung von 2.00 A abbilden.[?57- 23] Dabei handelte es sich um ein
Dimer mit einer Grofle von ~45 kDa und einem nicht-kovalent gebundenen FMN pro
Einheit. Das FMN ist fir die gelbe Farbe verantwortlich und mit dem Riboflavin, auch
als Vitamin B2 bekannt, identisch. Der Farbstoff l4sst sich vom Holoprotein trennen und
das eigentliche Apoprotein ist farblos.159] Generell handelt es bei diesen Enreduktasen
um NAPDH-abhingige Oxidoreduktasen, die die asymmetrische Reduktion von mit
elektronenziehenden Gruppen aktivierten Olefinen katalysieren und dabei in einem
Schritt ein bis zwei stereogene Zentren aufbauen. Zu dem breiten Substratspektrum
gehoren o, f-ungesattigte Aldehyde und Ketone, Carbonsduren und eine Vielzahl an
Derivaten wie Ester, zyklische Imide, Nitrile, Lactone.[260-262] Aber auch Nitroalkene

werden von diesen Enzymen akzeptiert und umgesetzt, wie z.B. sowohl Groger als auch
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Faber und Mitarbeiter gezeigt haben.[263. 2641 Auch wenn bereits viel iiber Enreduktasen
bekannt ist, sind ihre physiologische Rolle sowie die natiirlichen Substrate bis heute
unbekannt.[] Jedoch ist bekannt, dass sie ein entscheidende Rolle in der Antwort auf
oxidativen Stress spielen, sowie an der Detoxifizierung von elektrophilen Substanzen
beteiligt sind.[253. 25°]

Nichtsdestotrotz konnten zahlreiche herausragende Veroffentlichungen von Brown et
al[26°1 Kohli und Massey,!266] Barna et al.[267] und Breithaupt et al.[268] tiefe Einblicke in
den katalytischen Mechanismus der OYE-Familie gewihren. Die Kombination aus
ortsspezifischer Mutagenese und verschiedenen Kristallstrukturen bewiesen die
Wichtigkeit von His'™! und Asn* fiir die Bindung des Sauerstoffatoms von zum Beispiel
a,f-ungesittigten Carbonylen. Kommt es zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken-
bindungen an die beiden erwahnten Aminosduren, kann sich entsprechend der
B-Kohlenstoff des Substrats tiber das N-5 des Flavins positionieren. Dies erklart auch,
warum der Hydridtransfer tiber das N-5 des Flavins geschieht. Fur die anschlieende
Protonierung des a-Kohlenstoffs ist Tyr'% unabdingbar.[2°6 266] Dieser Mechanismus
wird oft als ,Ping-Pong-bi-bi“-Mechanismus bezeichnet, da sowohl das Substrat, der
Kofaktor FMN, als auch das Koenzym NADPH im selben aktiven Zentrum gebunden
werden. Hier kommt es dann aus der Sicht des FMN zu einem reduktiven und oxidativen
Schritt. Im ersten Teilschritt wird der Kofaktor FMN stufenweise zu FMNH; via FMNH
durch das Koenzym NADPH reduziert. Im folgenden oxidativen Schritt Gbertragt die
reduzierte FMNH>-Spezies nun formal ein Hydrid auf das f-Kohlenstoffatom des
Substrats 102. Eine anschliefende Protonierung des Tyr'° schliefit die Reaktion zum
Produkt 103 ab. In seltenen Fallen ist eine cis-Addition an die Doppelbindung maglich,
allerdings laufen nahezu alle Reaktionen der OYE bedingt durch die Ausrichtung der
beteiligten Aminosauren und Kofaktoren tiber eine anti-Addition an die Doppelbindung

ab. Ein Reaktionsschema ist im folgenden Schema 43 dargestellt:

R’ . H
OYE R, )
X _ R? R
EWG 7~ N EWG R}
R’ H
102 FMNH, FMN 103

NADP* LL NADPH / H*

Schema 43. Reaktionszyklus der OYE ausgehend des Substrats 102 mit aktivierter Doppelbindung zum
anti-konfigurierten Produkt 103 unter Oxidations des Kofaktors FMNH; zu FMN. EWG (engl. electron
withdrawing group) fiir elektronenziehende Gruppe.
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Ein bekanntes Enzym der OYE-Familie ist die YqjM aus Bacillus subtilis, bei der es sich
um ein thermophilic-like (Klasse 1) Enzym handelt. Im Vergleich zu anderen OYEs besteht
sie aus zwei katalytisch abhangigen Dimeren, wobei ein Arginin am C-Terminus in das
aktive Zentrum des anderen ragt, und an der Substratbindung beteiligt ist. Zwei solcher
Dimere lagern sich dann zu einem Dimer von Dimer zusammen wie von Kitzing et al.
beschrieben wurde.[?8) Ein weiterer Unterschied sind die Aminosauren im
hochkonservierten aktiven Zentrum, die einerseits fiir die Regulierung des
Redoxpotentials des FMN und andererseits fiir die Ligandenbindung zustandig sind.
Wihrend in vielen OYEs fiir ersteres Tyr3” verantwortlich ist, wird dies in der YgjM durch
Cys? reguliert. Fiir die Liganden- und Inhibitorbindung ist im ,klassischen® Fall Tyr37>
involviert, wohingegen die YgjM lediglich ein N-terminales Tyr?® benétigt, welches
bereits in weiteren Enzymen dieser Klasse gefunden werden konnte.

Die YqjM hat eine besondere Anwendung in der Synthese von enantiomerenreinen
Verbindungen gefunden. Classen et al. konnten mit ihrer Hilfe ausgehend von E/Z-Ethyl-
4-oxopent-2-enoat-Derivaten (104) in einer zweistufigen Batch-Reaktionskaskade
chirale y-Butyrolactone (105) zugéanglich machen. Im ersten Schritt wurde das o/f-
ungesattigte Keton (E)-104/(2)-104 durch die YgjM zum anti- bzw. syn-Produkt 106
reduziert. Der zweite Reaktionsschritt wurde anschlielend von verschiedenen
Alkoholdehydrogenasen tibernommen und so konnten selektiv
Hydroxyketone anti/syn 107 mit drei stereogenen Zentren zugénglich gemacht werden
(Abbildung 39).137]

o R o R OH R

YgiM ADHy, « * spontan / H*
= — —_—
)J\'/kCOZEt MCO Et )\/I\

X = CO,Et
1 |i1

o

R]
(E)-104 anti-106 anti-107
\’(gojo
R*1 RZ
O  CO,Et
N s YgiM ADHT/LK * |
R CO,Et CO,Et

R spontan / H'

(2)-104 syn—106 syn—107

Abbildung 39. Zwei-Enzym-Reaktionskaskade im Batch nach Classen et al.. Im ersten Schritt kommt es
zur Reduktion der Doppelbindung durch die YqjM und im folgenden zweiten Schritt zur Reduktion der
Carbonylfunktion durch die Alkoholdehydrogenase.[3”]
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3.3.2 YqjM in der Durchflusssynthese

Im Rahmen eines Forschungspraktikums von Diana-A. Amariei und einer Bachelorarbeit
von Marisa Bickmann sollte die YqjM in der Flusssynthese eingesetzt werden, um solche
y-Butyrolactone, wie am Ende des vorherigen Kapitels beschrieben, zukiinftig ebenfalls
in diesem Modus zuginglich machen zu konnen.' Im Rahmen dieser Projekte wurden
einerseits die Grundlagen dafiir geschaffen (Immobilisierung der YgjM; Anwendung im
einfachen Durchfluss), und andererseits sollte die YgjM in einem kombinierten System
mit der HaloTag™-LbADH eingesetzt werden, um eine Kofaktor-Regenerierung in der
kontinuierlichen Flusssynthese zu erméglichen.[®] Das etablierte System wurde bereits in
Kapitel 3.2.6 erlautert. Die wichtigsten Ergebnisse des Forschungspraktikums und der
Bachelorarbeit sollen an dieser Stelle prasentiert werden.

Fur den Einsatz in der Flusssynthese wurde die HaloTag™-Immobilisierungsstrategie
angewendet, da es sich hierbei, wie bereits mit der LbDADH gezeigt werden konnte, um
eine einfache und effiziente Immobilisierungsmethode handelt. Die HaloTag™-LbADH
erwies sich tiber einen langen Zeitraum als stabil und es konnten gute Ergebnisse in der
kontinuierlichen Flusssynthese erzielt werden (vgl. siehe Kapitel 3).

Unter Anleitung von Martin Wiascher wurden von Marisa Bickmann und Diana-A.
Amariei im Rahmen der Studie zur Enreduktase YqjM verschiedene Konstrukte
hergestellt - zum einen wurde der HaloTag™ an den N-Terminus (als YqjM-NHalo) und
zum anderen an den C-Terminus (als YqjM-CHalo) gekniipft. Hinsichtlich der
spezifischen Aktivitat stellte sich die CHalo-Variante mit ca. 950 U/mg (ca. 30 % im
Vergleich zum Wildtyp) der N-Halo-Variante mit ca. 350 U/mg (ca. 10 % im Vergleich
zum Wildtyp) als tiberlegen heraus und dies dnderte sich auch nach viertagiger Lagerung
im Kiihlschrank nicht, weshalb der Einsatz der YqgjM-CHalo-Variante im Fluss im Fokus
lag.

Der fiir den Fluss eingesetzte Enzymreaktor (3 x 50 mm oder 3 x 100 mm) wurde nach
bereits bekannter Anleitung durchgefiihrt.[:36] Dazu wurden fiir die kiirzere Saule 5 mL
des Lysats und fiir die langere Saule 10 mL des Lysats bei 30 pL/min tGber das HaloLink™-
Resin gepumpt und diese sollten zunachst hinsichtlich des Umsatzes miteinander
verglichen werden. Dazu wurde der etablierte einfache Durchfluss verwendet und eine

Stammlosung bestehend aus Cyclohexenon (108) und 20 Mol% NADPH in KPi-Puffer

' Die Bachelorarbeit von Marisa Bickmann und das Forschungspraktikum von Diana-A. Amariei wurden
unter Anleitung des Verfassers dieser Dissertation, Benedikt Baumer, und Martin Wascher im Institut fiir
Bioorganische Chemie der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf angefertigt.[%]
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(20 mMm, pH 6.5) mit einer Flussrate von 10 plL/min tber die Sdulen gepumpt. Nachdem
das Totvolumen des Systems Uberwunden war, wurden 300 pL Fraktionen gesammelt.
Hier ist zu beachten, dass zu Beginn ein Unterschuss an Kofaktor zugesetzt wurde, um
zu Beginn moglichst sparsam mit dem teuren Kofaktor umzugehen, sodass lediglich
maximal 20 % Umsatz méglich waren. So konnte bei Verwendung des 3 x 50 mm-YqjM-
CHalo-Enzymreaktors ein Umsatz zu Cyclohexanon (98) von 9 % und bei Verwendung
des 3 x 100 mm-Reaktors vollstindiger Umsatz erzielt werden (Schema 44, Schritt 1).
Aufgrund der besseren Leistung der langeren Saule wurde diese fiir weitere Experimente
verwendet und eine Steigerung der Flussraten auf 20, 30 und 50 uL/min erzielte hier
ebenfalls vollstandigen Umsatz und der Einsatz von stochiometrischen Mengen NADPH
bei 50 pL/min erreichte einen hervorragenden Umsatz von 90 % (siehe Schema 44,

Schritt 2).
108 10 mM
2/10 mM NADPH

KP-Puffer
e) Flussrate 10-50 pL/min 0

CHaloH-YgjM *—»

22.°C
108 98
Saule NADPH Flussrate Umsatz
[mm]  [mM] [pl/min] [%]

Schritt 1:  3x 50 2 10 9
3x 100 2 10 quant.

Schritt 2: 3 x 100 2 20 quant.
3 x 100 2 30 quant.
3x 100 2 50 quant.
3x 100 10 50 90

Schema 44. Schematische Darstellung und Ergebnisse des einfachen Durchflusses mit Cylohexenon (108)
als Substrat, das durch die CHaloH-YqjM zu Cyclohexanon (98) reduziert wurde. Schritt 1 entspricht dabei
dem Saulenvergleich; Schritt 2 dem Flussratenscreening.

Als  niachstes Testsubtrat wurde (E)-2-Methyl-4-oxopentansaureethylester (109)
verwendet, da dieses bereits durch Classen et al. in einer Batchkaskade fiir die Synthese
von chiralen y-Butyrolactonen 105 eingesetzt wurde und zukiinftig eine ahnliche
Synthese im Fluss erméglicht werden soll (Abbildung 39). Die Reaktionsbedingungen
waren identisch zu Cyclohexenon (108), jedoch wurde direkt die langere und aktivere
Enzymsdule genutzt. Mit 20 Mol% NADPH konnten fiir 30 und 40 pL/min gute Umsitze
zum Produkt 110 von 14 % (maximal 20 %) erreicht werden. Fiir 50 yl/min sank der

Umsatz allerdings auf 8 % und folglich, da kein vollstindiger Umsatz erreicht werden
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konnte, wurde der &quimolare Lauf bei 30 pL/min durchgefiithrt. Unter diesen
Bedingungen konnte schlieflich unter Aufbau eines stereogenen Zentrums ein guter
Umsatz von 75 % erzielt werden (Schema 45). Eine Bestimmung des ee wurde an dieser
Stelle nicht durchgefiihrt, da die Methodenentwicklung und Umsatzoptimierung im

Vordergrund lagen. Dies ist auch fiir den weiteren Verlauf giiltig.

3 x 100 mm

109 10 mM

2/10 mM NADPH

KP-Puffer

o Flussrate 30-50 uL/min (¢]
M(OEt CHanH-YqJM }__»/U\J\[(OEt
0 22°C 0
109 110

Saule NADPH Flussrate Umsatz
[mm]  [mM] [pL/min] [%]

3x 100 2 30 14
3x 100 2 40 14
3 x 100 2 50 8
3x 100 10 50 90

Schema 45. Schematische Darstellung und Ergenisse des einfachen Durchflusses mit (E)-2-Methyl-4-
oxopentansaureethylester (109) als Substrat, das durch die CHaloH-YqjM zum Produkt (110) reduziert
wurde.

Nachdem erste Versuche im einfachen Durchfluss durchgefiihrt wurden und zeigen
konnten, dass die HaloTag™-immobilisierte YgjM im Fluss einsetzbar war, sollte nun
zusatzlich ein Kofaktor-Regenerierungssystem implementiert werden. Als Grundlage
wurde das Kombinationssystem verwendet, welches aus Kapitel 3.2.6 bekannt ist, um mit
der HaloTag™-LbADH als zweites eingesetztes Enzym den Kofaktor zu regenerieren.
Zum einen war hier unabdingbar, dass die beiden Enzyme voneinander raumlich
getrennt vorlagen, da die ADH das fur die YqjM benétigte aktivierte Michael-System
zerstoren wiirde und somit keine Reduktion der Doppelbindung mehr stattfinden konnte
und zum anderen die Zugabe von 2-Propanol notwendig war, um NADP* zu NADPH zu
reduzieren. Jedoch war an dieser Stelle nicht bekannt, welchen Einfluss das Kosubstrat

auf die YgjM hatte. Das zugrundeliegende Reaktionsschema ist in Schema 46 gezeigt:
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Rl

H
1
CHaloH-YqjM R 2
. R? «R
Ewc)\/ 7~ EWG e
H

R3
108 0. 109 NADPH/H™  NADP 98 0. 110

2-Propanol
AGEron HaloTag-LbADH E

Schema 46. Reaktionszyklus der CHaloH-YqjM ausgehend der Substrate 108 0. 109 zu den
Produkten 98 o. 110. Dabei lag der Fokus auf dem Zwei-Enzym-System bestehend aus CHaloH-Yg@jM und
HaloTag™-LbADH. Die ADH ist dabei fiir die Kofaktor-Regenerierung zustandig. EWG (engl. electron
withdrawing group) fiir elektronenziehende Gruppe.

Das verwendete System ist in Schema 47 dargestellt und die Funktionsweise wurde
bereits in Kapitel 3.2.6 ausfuhrlich erlautert, sodass an dieser Stelle darauf verzichtet

wird.

30 pL/min

HaloTag-LbADH

22°C
KP-Puffer
2-Propanol
NADP*
30 pL/min FMN
N, CHaloH-YgiM o/ &/ —|—|—|—|—
22°C

Substrat 108 o. 109

2-Propanol Diisopropylether
3 pt/min org. wassr.
66 pL/mi 3 ’
——— = wassrige Phase =~ ——— = Mischphase i 98 o.
110

——— = organische Phase

Schema 47. Kombiniertes System unter der Verwendung der CHaloH-YqjM und der HaloTag™-LbADH
basierend auf dem geschlossenen Kreislauf. Im Vergleich zum geschlossenen System (Schema 25) bestand
das System aus vier Pumpen.

In diesem System wurden, wie zuvor im einfachen Durchfluss, Cyclohexenon (108) oder
der Ketoester 109 zu den entsprechenden Produkten 98 und 110 durch die Enreduktase
YqjM reduziert. Die Substratkonzentration betrug 15 mm und der Kofaktor aquimolar
eingesetzt. Die Sammlung der produkthaltigen Lésung nach der FLLEX geschah tber
einen Zeitraum von 240 min mit Probennahme in 30 min Abstinden nach dem das

Totvolumen des Systems tiberwunden wurde. Fiir beide Laufe war auffillig, dass zu
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Beginn nur sehr geringer Umsatz vorhanden war, der dann stetig bis auf 0 % abfiel. Erst
nach ca. 90 min fur Cyclohexenon (108) bzw. 120 min fiir den Ketoester 109 stieg er
wieder an und erreichte nach etwa 150 bzw. 180 min ein Umsatzmaximum von in beiden

Fallen knapp 30 %. Anschlielend fiel er wieder ab (Abbildung 40).

YqjM und LbADH im kombinierten System

® Cyclohexenon (108) Ketoester 109
100
80
60
40

0 50 100 150 200 250
Zeit [min]

Umsatz 108/109 zu 98/110 [%]

Abbildung 40. Ergebnis der Anwendung des Kombinationssystems aus CHaloH-YgjM and HaloTag™-
LbADH zur Reduktion von Cyclohexenon (108) und des Ketoesters 109. Gesammelt wurde, nachdem das
Totvolumen durchlaufen worden war, fiir 240 min mit Probenbnahme in 30 min Abstanden.

Dieses Verhalten war an dieser Stelle iiberraschend, da das System bereits im Rahmen
der RADH-CatIBs mit guten Umsétzen uber einen lingeren Zeitraum funktionierte.
Jedoch ist das hier vorliegende System komplexer, da fiir die Reduktion neben NADPH
ebenfalls FMN benétigt wird. Dieses wurde zwar initial dem System zugegeben,
allerdings war denkbar, dass es das aktive Zentrum des Enzyms nicht schnell genug
erreichte. Des Weiteren war im Vergleich zum oben beschriebenen einfachen Durchfluss
2-Propanol anwesend, welches einerseits tiber Pumpe 2 und andererseits zusatzlich
durch die substrathaltige Lésung in Pumpe 3 zugefiihrt wurde. Dies konnte dafiir sorgen,
dass FMN aus dem Enzym gewaschen wurde. In beiden Fallen ware die Begriindung eine
unzureichende Bereitstellung des Kofaktors, was zusatzlich dadurch untermalt wurde,
dass sich die durch FMN bedingte gelbe YqjM-Séaule mit der Zeit entfarbte. Dies wurde
einmal beispielhaft in Abbildung 41 illustriert. Bei der oberen leuchtend gelben Saule
handelte es sich um eine neue, frisch hergestellte HaloTag™-YqjM-Saule, wahrend die
untere kleine Saule bereits einige Reaktionszyklen durchlaufen hat und mit der Zeit

entfarbte.
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Abbildung 41. Die obere Saule zeigt eine neu hergestellte HaloTag™-YqjM-Siule, die eine durch FMN-
bedingte leuchtend gelbe Farbe hat. Die untere Siule stellt eine Saule dar, die bereits einige
Reaktionszyklen durchlaufen hat und in einer Entfarbung resultierte.

3.3.3 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieses Projekts konnte gezeigt werden, dass der HaloTag™ eine geeignete
Maoglichkeit ist, die YqjM zu immobilisieren, um diese anschliefend im einfachen
Durchfluss einzusetzen. Die Verwendung einer mindestens 3 x 100 mm langen Saule
erwies sich als notwendig, um je nach Substrat gute bis sehr gute Umsatze mit
aquimolaren Mengen NADPH erzielen zu kénnen. Anschlielend wurde die YqjM im
kombinierten System mit der HaloTag™-LbADH eingesetzt, die bendtigtes NADPH
bereitstellen sollte. Allerdings kam es an diesem Punkt zu einigen Hirden hinsichtlich
des Umsatzes. So war unabhingig des eingesetzten Substrats zuerst nahezu kein Umsatz
zu sehen, dann kam es zu einem sprunghaften Anstieg und letztlich wieder zu einem
Abfall. Wie bereits im vorherigen Kapitel erlautert, wére eine mogliche Begriindung eine
unzureichende Bereitstellung des Kofaktors FMN, der mit der Zeit zusatzlich durch
2-Propanol rausgewaschen werden konnte. Sollte sich der Einsatz von 2-Propanol fir die
YqjM im geschlossenen System als problematisch herausstellen, konnte dies durch den
Einsatz alternativer Kofaktor-Regenerierungsmethoden gelost werden (siehe Schema

48).
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R H
g2 _CHaloH-YgiM R 2
EWG / \ EWG ‘R3
R’ H

102 NADPH/H* NADP?* 103

1) Cyclohexanon # Cyclohexanol

RADH

oder 2) Gluconsaure Glucose

GDH

oder3)  Phosphat ~<~———————  Phosphit
PhosDH

Schema 48. Reduktion eines Substrats 102 zum Produkt 103 unter der Verwendung der CHaloH-YqjM.
Die Kofaktor-Regenerierung kann hierbei auf verschiedene Arten durchgefithrt werden. EWG (engl.
electron withdrawing group) fur Elektronen-ziehende Gruppe.

Bereits in Kapitel 3.2.9 stellte sich der Einsatz der RADH-CatIBs mit Cyclohexanol als
Kosubstrat als effiziente Methode heraus. Das System konnte dabei tiber mehrere Tage
stabil gefahren werden, ohne eine weitere Zugabe von NADP(H) zu benétigen. Es ist
jedoch zu beachten, dass dann Cyclohexenon (108) nicht als Substrat eingesetzt werden
sollte, da nach YgjM-katalyierter Reduktion der Doppelbindung Cyclohexanon (98)
entsteht, welches die LbADH-katalysierte Oxidation von NADPH zu NADP* zur Folge
hatte.

Eine weitere Moglichkeit wire der Einsatz der GDH, die in der Vergangenheit bereits
vielfach eingesetzt wurde. Diese regeneriert dabei den Kofaktor unter Oxidation von
Glucose zu Gluconsdure. In dem System konnte, je nach Substrat, ginzlich auf
organische Solvenzien verzichtet werden, die einen negativen Einfluss hinsichtlich der
Stabilitat von Enzymen haben kénnen. Allerdings wiirde der Einsatz von Glucose zu
hoheren Viskositaten der Losungen fiihren, jedoch ist hier entscheidend, wie viel Glucose
eingesetzt und bei welcher Temperatur das System gefahren werden wiirde. Telis et al.
bestimmten mit Hilfe eines Rheometers die Viskosititen verschiedener wassriger
Glucoselésungen  bei  unterschiedlicher = Temperatur.70]  Je  hoher die
Glucosekonzentrationen, desto viskoser die resultierende Losung. Bei 20 °C und einer
Konzentration von 10 %w/w liegt die dyn. Viskositat bei ca. 1.3 mPa™s; bei Verdopplung
der Konzentration bei ca. 2.0 mPa*s. Eine Erhéhung der Temperatur auf 25 °C resultiert
in 1.1 respektive 1.7 mPa*s. Zum Vergleich: Die Viskositat von Milch liegt im Vergleich
bei 20 °C ebenfalls bei 2.0 mPa*s und sollte keine Probleme darstellen (gilt es jedoch zu

testen). Ein Auszug der Ergebnisse ist in der folgenden Tabelle 18 gezeigt.
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Tabelle 18. Viskositaten wiassriger glukosehaltiger Losungen in Abhingigkeit von der Konzentration und
Temperatur. Tabelle angelehnt an Telis et al[?7] Als Referenz gilt destilliertes Wasser: 1,001 mPa*s bei
20 °C.

Konzentration (%w/w) 10 %w/w 20 %w/w 30 %w/w

Temperatur [°C] Dyn. Viskositat n [mPa*s]
20 1.26 1.96 3.21
25 1.13 1.70 2.65
35 0.89 1.35 2.07

Ein weiterer wichtiger Punkt ist an dieser Stelle aber auch die Bildung der Gluconsaure,
die in der wassrigen Phase akkumuliert und folglich fuir einen pH-shift sorgen wiirde. Die
Entfernung konnte mit Hilfe einer lonentauschersaule durchgefuhrt werden; fiir einen
moglichen pH-shift wére der Einsatz eines Titrators (ggf. inline) denkbar.

Die letzte hier erwdahnte Moglichkeit wire die Verwendung der Phosphitdehydrogenase,
die bereits im Rahmen dieser Arbeit in einer Machbarkeitsstudie getestet wurde. Sie
katalysiert die Regenerierung des NAD(P)H durch die Oxidation von Phosphit zu
Phosphat mit einer sehr hohen thermodynamischen Gleichgewichtskonstante von
Keq = 1x 10"". Die Reaktion verlauft hier nahezu irreversibel, allerdings miisste hier eine
geeignete Losung gefunden werden, wie Phosphit allmahlich tber einen Zeitraum
zugegeben werden kann, da dieses im Verlauf der Reaktion verbraucht wird.

Sollte ein geeignetes Kofaktor-Regenerierungssystem gefunden werden, sollte das
Augenmerk auf eine Reaktionskaskade gelegt werden, wie bereits von Classen et al. im
Batch durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.3.1 und Abbildung 39). In Schema 49 ist hierzu
eine schematische Darstellung einer Durchfluss-Reaktionskaskade im geschlossenen
Kreislauf dargestellt, wobei jedes Modul als in sich geschlossenen System fungieren
sollte. Dies soll ebenfalls betonen, dass das geschlossene System zukiinftig als Blaupause
gelten konnte. Ausgehend von Substrat -104 wirde im ersten Schritt die aktivierte
Doppelbindung durch die CHaloH-YgjM reduziert werden. Anschlieend sollte der
organische Ausgang der FLLEX in das zweite geschlossene System (Modul 2) eingefiihrt
werden, um die Ketofunktionalitat des Zwischenprodukts 106 via
Alkoholdehydrogenase (z.B. LbBADH oder RADH) zum entsprechenden Alkohol zu
reduzieren. Hier wire allerdings zu ermitteln, ob eine weitere Kosubstrat-Zugabe
notwendig wire und wenn ja, wie diese am besten dem System zugegeben werden kann.

Mit 2-Propanol kénnte dies tiber die wissrige Phase geschehen.
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Wenn man hingegen in Modul 1 bereits die RADH fiir die Kofaktor-Regenerierung
einsetzen wiirde, so wiirde Cyclohexanol als Kosubstrat eingesetzt werden. Anschlieflend
wiirde das oxidierte Kosubstrat Cyclohexanon in Modul 2 eingefiihrt und folglich tiber
die HaloTag™-LbADH (oder RADH) gepumpt. Die Kofaktor-Regenerierung konnte nun
auf diese Weise stattfinden, ohne das weiteres 2-Propanol benétigt wird. Hier ware
allerdings zuerst zu testen, ob die HaloTag™-LbADH das Cyclohexanon/Cyclohexanol-
System akzeptiert (Schema 49).
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Modul 1

Kofaktor-
Regenerierung ?
Puffer

NADP(H)
(Kosubstrat)

CHaloH-YgjM

Substrat
Kosubstrat

Losungsmittel

Modul 2

HaloTag-LbADH
oder CatIB-RADH

Puffer
NADP(H)
(Kosubstrat)

Losungsmittel

——— = Mischphase

——— = wassrige Phase

——— = organische Phase

Old Yellow Enzymes und YqjM

O  COEt 0o R

A, __CHaloH-YgiM
N CO,Et

R R
104 NADPH/H® NADP® 106

Kosubstrat N S Kosubstrat

(oxidiert) z.B. Enzym 2 (reduziert)

OH R?

HaloTag-LbADH
/ \

NADPH/H*

CO,Et
R'I

107 NADP*

Kosubstrat Kosubstrat
(reduziert) HaloTag-LbADH (oxidiert)

Schema 49. Reaktionskaskade im geschlossenen System mit kontinuierlicher Kofaktor-Regenerierung sowohl fiir die Reduktion CHaloH-YqjM (Modul 1), als auch

anschlieflend fiir die HaloTag™-LbADH oder CatIB-RADH (Modul 2).
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Synopsis: Old Yellow Enzymes und YqjM
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Im Rahmen der Bachelorarbeit von Marisa Bickmann und des
Forschungspraktikums von Diana-A. Amariei konnte die CHaloH-YgiM
erfolgreich kloniert (fur weitere Informationen siehe Bachelorarbeit) und
anschlieend immobilisiert werden.

Erfolgreicher Einsatz der CHaloH-YgiM im einfachen Durchfluss mit
stochiometrischen Mengen an NADPH und Cyclohexenon (108) und (E)-2-
Methyl-4-oxo-2-pentensiureethylester (109) als Modellsubstrate.

Der Einsatz im geschlossenen Kreislauf (Kombinationssystem mit HaloTag™.-
LbADH) unter der Verwendung von 2-Propanol als Kosubstrat war nicht
erfolgreich. Es konnte erst nach einiger Zeit ein Umsatz verzeichnet werden, der

jedoch schnell wieder abfiel - unabhingig des eingesetzten Substrats.
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3.4 Technische Zusammenfassung
3.4.1 Realer Flussaufbau

Da sich bis zu diesem Zeitpunkt darauf beschrankt wurde, die eingesetzten Flusssysteme
lediglich schematisch zu zeigen, sollten nun einmal die verwendeten Gerite von Syrris

anhand des Aufbaus zum geschlossenen System illustriert werden (Abbildung 42).

Enzym
Produkt | Eeicen
(organisch) l Kofaktor
(wissrig)

Wissrig Organische Phase

Aball Kofaktor-Reservoir Substrat

Extraktion

Abbildung 42. Abbildung des geschlossenen Kreislaufs mit entsprechenden Geraten von Syrris. Zu sehen
sind zwei Pumpen (unten in der Mitte und unten rechts) a vier Pumpenkanile von denen hier drei benétigt
werden. Das obere Geridt entspricht der FLLEX zur Phasentrennung mit schematisch angedeutetem
Funktionsprinzip. Rechts daneben ist eine Omnifit-Saule als Enzymreaktor und auf der linken Seite der
Autosampler fiir die Sammlung des Produkts - an dieser Stelle konnte auch ein einfaches Becherglas
eingesetzt werden. Farbcode: Blau - wissrige kofaktorhaltige Phase, griin - organische substrathaltige
Phase und Lésungsmittel zur Extraktion, Magenta - Mischphase. Der Dank geht an Dr. Andreas Klein fiir
die Aufnahme und Bereitstellung der Abbildung.

Sowohl der Aufbau als auch die Funktionsweise wurden bereits detailliert im Rahmen
der vorliegenden Arbeit erlautert, sodass an dieser Stelle nur noch einmal die wichtigsten
Punkte hervorgehoben werden sollten.

Generell wurden fiir das geschlossene System zwei Pumpen mit je zwei einzelnen
Kanalen bendtigt, von denen insgesamt drei zum Einsatz kamen. Abhéngig von der
Flussrate waren diese flexibel durch verschiedene Spritzen anzupassen. Die hier
verwendeten gelben Spritzen deckten einen Bereich von 1.0-250 puL/min ab. Fiir héhere
Flussraten wurden zusatzlich blaue Spritzen eingesetzt, die normalerweise von 10 yL/min

bis 2.5 mL/min eingesetzt werden konnten. Daneben sind noch zwei weitere Modelle
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vorhanden: Griine Spritzen von 5.0 pL/min bis 1.25 mL/min und rote Spritzen von
50 pL/min bis 10 mL/min, die im Rahmen dieser Arbeit nicht benétigt wurden.

Ein Kanal (rechte Pumpe, linker Kanal) pumpte eine wiassrige Phase (Blau) bestehend
aus Kofaktor und Puffer in das System, der zweite Kanal (rechte Pumpe, rechter Kanal)
wurde fiir die organische Phase (Griin) aus Substrat in Kosubstrat verwendet. Beide
Kanale wurden im weiteren Verlauf durch ein Y-Stiick miteinander verkniipft und die so
erzielte Durchmischung war fur die durchgefithrten Experimente ausreichend und
entsprechende Ergebnisse reproduzierbar. Eine bessere Durchmischung vor dem Reaktor
konnte beispielsweise durch den Einsatz von Chipmixern erzielt werden. Die nun
resultierende Mischphase (Magenta) wurde tiber den Enzymreaktor gepumpt, damit die
enzymkatalysierte Reaktion stattfinden konnte. Anschlielend erfolgte die
Phasentrennung durch die FLLEX in eine wissrige kofaktorhaltige und eine organische
substrathaltige Phase und dazu wurde durch einen weiteren Kanal (linke Pumpe, linker
Kanal) ein organisches Losungsmittel zur Extraktion (Griin) zugefiihrt. Die wassrige
Phase wurde schlie3lich in einem Vorlagekolben gesammelt und konnte so dem System
erneut zugefuhrt werden, wahrend die produkthaltige Losung mittels Autosampler
gesammelt wurde. Die Steuerung der Geréte erfolgte an der Asia Manager Software oder
bei Experimenten tber 24 h (und linger) an den Geraten, da die Software zeitweise

abstiirzte und den Lauf beendete.

3.4.2 Hergestellte (Enzym-)Reaktoren

Abschlieflend werden noch einmal die unterschiedlichen
HaloTag-LbADH

(Enzym-)Reaktoren hervorgehoben, die wahrend dieser
Arbeit hergestellt wurden. Die Grundlagen der vorliegenden Arbeit liegen in
vorangegangenen Arbeiten von Dobber et al. und insbesondere im Einsatz der HaloTag™-
LBADH im einfachen Durchfluss.[36 137] Dieser wurde adaptiert und darauf aufbauend
konnte der neuartige geschlossene Kreislauf entwickelt werden, mit dem eine Kofaktor-
Regenerierung und -Rezirkulierung in der kontinuierlichen Flusssynthese durch eine
Phasentrennung ermoglicht wurde. So konnten ausgehend von vier verschiedenen
Ketonen die jeweiligen Alkohole mit vollstindiger Enantioselektivitat in guten bis
hervorragenden Raum-Zeit-Ausbeuten von bis zu 117 gL' h™' zuginglich gemacht
werden. Da das System iiber 123 h ohne Umsatzeinbuflen performte, waren zudem
hervorragende total turnover numbers >12000 mol/mol fir den Kofaktor NADP(H)

moglich. Schlieilich konnte gezeigt werden, dass mit lediglich einer kofaktorhaltigen
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wassrigen Phase nacheinander zwei verschiedene Substrate ohne Kreuzkontamination

umgesetzt werden konnen.[']

HaloTag-LbADH + Als nichstes wurde eine alternative Strategie zur
Kofaktor-Regenerierung im Fluss entwickelt. Dazu wurde

{ HaloTag-PhosDH
die literaturbekannte Phosphitdehydrogenase PhosDH mit einem HaloTag™ versehen,
sodass diese ebenfalls z.B. in einer Omnifit-Saule auf HaloLink™-Resin immobilisiert
werden konnte. Es wurde eine Zwei-Enzym-Saule bestehend aus HaloTag™-PhosDH und
HaloTag™-LbADH hergestellt, wobei die PhosDH fiir die NADPH-Regenerierung
zustindig war und die LbADH fir die asymmetrische Reduktion des verwendeten
Ketons. Nach Optimierung der Saule und des Systems konnte der entsprechende Alkohol
mit nahezu vollstindigem Umsatz mit substéchiometrischen Mengen an NADPH

zugénglich gemacht werden.

Mit der Enreduktase YgjM wurde ein weiteres Enzym mit
CHaloH-YgjM
dem HaloTag™ versehen und fiir den Einsatz im Fluss

vorbereitet. Nach Optimierung des Enzymreaktors konnte dieser erfolgreich im
einfachen Durchfluss eingesetzt werden und die Doppelbindungen zwei verschiedener
Substrate in guten bis sehr guten Umsatzen reduzieren. Fur den Einsatz im geschlossenen
Kreislauf wurde ein paralleles System aus YqjM fur die Reduktion des Substrats und die
LbADH fiir die Regenerierung des Kofaktors aufgebaut und beide Enzyme lagen separiert
voneinander vor. Allerdings brachte dieser Aufbau einige Herausforderungen mit sich,

die im Rahmen dieser Arbeit nicht gelost werden konnten.

Durch einfaches Befiillen einer Omnifit-Saule wurde ein
Novozym 435 . .

{ * Novozym 435-Enzymreaktor hergestellt. Mit diesem
konnte im Anschluss im einfachen Durchfluss die Acetylierung eines Alkohols erfolgreich
mit nahezu vollstindigen Umsitzen abhingig von der Flussrate durchgefiihrt werden.
Anschlielend konnte gezeigt werden, dass durch die Kombination aus Novozym 435 und
HaloTag-LbADH eine enzymatische Dominoreaktion im Fluss durchgefiihrt werden
kann. Dazu wurde zuerst die asymmetrische Reduktion eines Ketons durch die LbADH
im geschlossenen Kreislauf vollzogen und folgend wurde die organische Phase nach der
Phasentrennung der FLLEX direkt mit einem zuvor hergestellten Novozym 435-
Enzymreaktor gekoppelt. Durch den zusitzlichen Einsatz von Molekularsiebsiulen

konnte die Acetylierung erfolgreich fiir tiber 200 min betrieben werden.
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Neben der bisher eingesetzten HaloTag™-
GFIL8-RADH-CatIBs
Immobilisierungsstrategie, wurde im Rahmen der Arbeit

eine weitere innovative Strategie angewendet und in der Flusssynthese eingesetzt, was
der Literatur entsprechend vorher nicht moglich war. Fiir diesen Zweck wurden
sogenannte catalytically active inclusion bodies (CatIBs) der RADH hergestellt, die trotz
der geringen Grofle in einer Omnifit-Saule fixiert werden konnten. Nach einigen
Optimierungen des Systems konnten die RADH-CatIBs im geschlossenen Kreislauf die
asymmetrische Reduktion eines Ketons durchfithren. Nach 120 h kontinuierlicher
Produktion konnte der entsprechende Alkohol in sehr guter Ausbeute von 92 % mit
98 %ee isoliert werden. Dies entsprach einer Raum-Zeit-Ausbeute von 3.6 g L'" h™' und
durch den substochiometrischen Einsatz von NADP(H) sowie kontinuierlicher Kofaktor-
Regenerierung durch dasselbe Enzym, wurde zusitzlich eine TTN fir NADP(H) von
374 mol/mol erzielt. Um die Stabilitat der Saule hervorzuheben, wurde das System fur

weitere 160 h betrieben ohne Verianderung des ee und leichten Umsatzeinbuf3en.[2

Zuletzt sollte gezeigt werden, dass dem geschlossenen
immob. DMAP . . .
Kreislauf ebenfalls eine Reaktion vorgeschalten werden

konnte. Dabei sollte im ersten Schritt eine Morita-Baylis-Hillmann (MBH)-Reaktion
unter Verwendung von immobilisiertem DMAP durchgefiihrt werden, welches fur diesen
Zweck in einer Omnifitsaule immobilisiert wurde. Auf diese Weise konnte die MBH-
Reaktion erfolgreich im einfachen Durchfluss mit nahezu vollstindigem Umsatz
durchgefiihrt werden. Das produkthaltige Gemisch wurde nach Verlassen der Saule
direkt mit dem geschlossenen System mit HaloTag™-LbADH verknuipft und nach der
enzymkatalysierten Reduktion konnte ein entsprechendes Diol in dieser Dominoreaktion

mit 10-32 % Umsatz zuganglich gemacht werden.

3.4.3 System- und Fehleranalyse

Wie bereits zu Anfang der vorliegenden Arbeit erwahnt, wurde sich im Verlauf der Arbeit
auf die Ergebnisse und die Entwicklung der verschiedenen Flusssysteme fokussiert und
dabei aufgetretene technische Problemstellungen oftmals vernachlassigt. Trotz der
chemischen Erfolge ist an dieser Stelle zu erwéhnen, dass es durchaus sehr aufwendig
war, die recht komplexen Systeme zu betreiben. Es wurde mit diesem System Neuland
in der Arbeitsgruppe beschritten, weshalb immer wieder neue Herausforderungen
auftraten, die es zu losen galt. Neben einigen in den Service-Materialien des Herstellers

diskutierten Losungsansatzen, sind verschiedene wichtige Ansitze fir vorher
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unbekannte Engpdsse erst zum Ende dieser Arbeit moglich geworden. Um den
Arbeitseinsatz des Systems fiir folgende Arbeiten intensivieren zu konnen, sollten die
nachfolgenden Aspekte beachtet werden, die sich speziell auf den laufenden und
erhaltenden Betrieb fokussieren.

Die FLLEX zur Phasentrennung der wissrigen von der organischen Phase stellte eine
essenzielle Basis fur die vorliegende Arbeit dar, um die Kofaktor-Regenerierung und
-Rezirkulierung in der kontinuierlichen Flusssynthese zu erméglichen. Dabei handelte es
sich jedoch um ein sehr sensibles Gerit, welches auf kleine Druckschwankungen und
Undichtigkeiten im System mit einer fehlerhaften Phasentrennung reagierte. Dies liefy
sich insbesondere an zwei Ursachen erkennen: Einerseits lielen sich in den Schlauchen
von der Membrankammer der FLLEX zu den back pressure regulator (kurz BPR, dt.
Gegendruckregler; von denen zwei vorhanden sind) zwei Phasen erkennen und
andererseits erreichte das System nicht den voreingestellten Systemdruck von
beispielsweise 3.0 bar (laut. Asia Manager Software). Dabei wurde der Druck des in
diesem Fall Zuflusses fiir Losungsmittel (Extraktion) der FLLEX als Anhaltspunkt
genommen, da hier keine zusatzlichen Gegendriicke durch vorhandene Saulen
entstanden und bei reibungsloser Funktionsfahigkeit lag dieser zwischen 3.0 bar und
3.1 bar. Die Hauptursachen fiir die auftretenden Probleme waren gewdhnlicherweise
verstopfte Membrane und Glaschips in der FLLEX und den BPR, als auch undichte
Kolben der Spritzen in den Spritzenpumpen und Anschlisse innerhalb des Systems. Eine
vorherige Sauberung des Systems und Filtration des Puffers und der substrathaltigen
Losungen halfen die Probleme zu minimieren. Nichtsdestotrotz kam es auch so immer
wieder zu Salzablagerungen an den rauen Oberflachen der Chips, welche fiir eine
Verstopfung und damit gehinderte Phasentrennung sorgten. Eine regelmaflige Kontrolle
des Systems, vor und besonders waihrend der Laufe, war entsprechend absolut
notwendig, um die Funktionsfahigkeit aufrecht zu erhalten. Zusatzlich konnten die
Omnifit-Saulen mit blauen Endstiicken als weitere Fehlerquelle identifiziert werden, da
diese Saulen sehr anfillig fiir Glasbruch am Glasgewinde durch Verunreinigungen feiner
Partikel waren, was auflerdem eine Beschadigung des innenliegenden abdichtenden
Gummirings zur Folge hatte. Durch das Umwickeln des Gewindes mit Teflonband bei

neuen Saulen konnte auch dies schlielich minimiert werden.
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4 EXPERIMENTELLER TEIL

Sometimes we search for one thing but discover another.

Barney Stinson
aus der Serie »How | Met Your Mother« (S03E14)

4.1 Allgemeine Angaben
4.1.1 Chemikalien und Lésungsmittel

Soweit nicht anders erwdhnt, wurden alle Reagenzien und Losungsmittel kommerziell

erworben. Losungsmittel wurden zudem nach laboriblichen Vorschriften von Wasser

befreit.[271]

4.1.2 Kleinteile der Durchflusschemie

Kleinteile (z.B. Schlauche, Adapter, Verteiler, Schrauben und Schneidringe) wurden
entweder von Syrris oder durch die Firma Techlab erworben. Die Spritzen in den
Spritzenpumpen wurden ebenfalls von Syrris erworben oder von der SETonic GmbH

tiberholt.

4.2 Analytik, Gerite und Software
4.2.1 Durchflusschemie
Fur die Durchflusschemie wurden Gerate der Firma Syrris des Typs Asia verwendet.

Spritzenpumpen: Die Spritzenpumpen wurden bis zu einer Flussrate von 200 yL/min mit
gelben (50 pL/100 pL) und fiir hohere Flussraten mit blauen (500 puL/1.00 mL) Spritzen

ausgerdistet.

FLLEX: Das FLLEX (Flow Liquid Liquid EXtraction)-Modul wurde mit originalen FLLEX
PTFE oder Merck FHLP02500 PTFE-Membranen ausgestattet. Im Falle der Merck-
Membrane musste zusitzlich der Polyethylen-Trager entfernt werden. Der Systemdruck
wurde auf 3.0 bar festgelegt und der CMP (cross-membrane pressure) war abhingig vom
Losungsmittel. Weitere Werte konnen der Software Asia Manager, dem Service-
Handbuch der FLLEX oder einschlagigen Experimenten (z.B. 100 mbar fiir EtOAc,

50 mbar fiir CH2Cl2 und 50 mbar fur Diisopropylether) entnommen werden.
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Temperatursteuerung: Fir Temperaturen Uber 37 °C wurde der Asia Heater mit
Saulenaufsatz verwendet. Fiir Temperaturen unter 37 °C wurde ein temperiertes
Wasserbad verwendet, in das die benutzte Saule eingetaucht wurde.

Autosampler: Als Autosampler wurde jener des Typs FC 203B der Firma Gilson
verwendet. Dieser wurde entweder tber die Asia Manager Software gesteuert oder im

manuellen Modus direkt am Gerét.

Software: Als Software diente die Asia Manager Software (Version 1.71). Mit Hilfe dieser

wurden alle Gerite gesteuert, als auch die entsprechenden Flussraten definiert.

4.2.2 Praparative Saulen-/Flashchromatographie

Die Produktisolierung erfolgte im Rahmen dieser Arbeit saulenchromatographisch an
Kieselgel 60M (0.040-0.063 mm, 230-400 mesh) der Firma Macherey-Nagel unter leicht
erhohtem Druck durch Druckluft. Die verwendete mobile Phase ist in den
entsprechenden Versuchsvorschriften angegeben, wobei tberwiegend PE:EtOAc-

Losungsmittelgemische verwendet wurden.

4.2.3 Diinnschichtchromatographie (DC)

Die qualitative Verfolgung der Reaktionen erfolgte mittels der Diinnschichtchromato-
graphie. Hierfur wurden Fertigfolien des Typs POLYGRAM® SIL G/UV2s4 beschichtet mit
0.2 mm Kieselgel mit Fluoreszenzindikator der Firma Macherey-Nagel verwendet. Die
Entwicklung erfolgte fiir gewohnlich einerseits mit einer UV-Lampe bei einer
Wellenldnge von 254 nm und andererseits durch das Anfarben mittels wiéssriger
Kaliumpermanganat-Losung (1.5 g KMnOas, 10 g K2COs3, 1.25 mL 10 %iger NaOH, 200 mL
H20) und anschlieender Trocknung mit einem Heif}luftféhn. Als mobile Phase wurden

uberwiegend PE:EtOAc-Losungsmittelgemische verwendet.

4.24 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden mit einem Bruker Avance DRX 600 aufgenommen. Als
Losungsmittel fur die Proben dienten deuterierte Losungsmittel, welche kauflich
erworben wurden; speziell CDClz und DMSO-d¢. Die Kalibrierung erfolgte ebenfalls auf
diese Losungsmittel bei 297 K und lautet wie folgt: CDCI3 6 [ppm]: "TH-NMR = 7.26, 13C-
NMR = 77.2; DMSO-ds 6 [ppm]: "TH-NMR 2.50, 3C-NMR = 39.5.

Die chemischen Verschiebungen wurden relativ zu diesen Resonanzen aufgenommen.

Zur Auswertung wurden ferner DEPT-(135°-Pulse)-, 'TH-"H-COSY, 'H-3C-HSQC und H-
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BBC-HMBC-Spektren aufgenommen. Die abschlielende Auswertung erfolgte mittels der
Software MestReNova 10 der Firma Mestrelab Research S.L.. Konnte keine eindeutige

Zuordnung der Peaks durchgefiihrt werden, so sind diese mit einem * markiert.

4.2.5 Infrarotspektroskopie (IR)

Infrarotspektren wurden mit einem PerkinElmer SpectrumTwo Infrarotspektrometer im
ATR-Verfahren (attenuated total reflection, abgeschwichte Totalreflexion) vermessen. Die

Absorptionsbanden im Spektrum sind in & [cm™'] angegeben.

4.2.6 Hochauflésende Massenspektrometrie (HRMS)

Die HRMS (High Resolution Mass Spectrometry, Hochauflosende Massenspektrometrie)
wurde im Analytik-Zentrum der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf (HHUCeMSA)
durchgefiihrt. Verwendet wurden folgende Gerate: UHR-QTOF maXis 4G von Bruker
Daltonics oder das lon-Trap-APl-Massenspektrometer Finnigan LCQ Deca von Thermo
Quest mit Elektronensprayionisation (ESI). Die Messungen wurden von Dr. P. Tommes

ausgefiihrt.

4.2.7 Gaschromatographie (GC)

Die GC wurde im Rahmen dieser Arbeit fiir Umsatzbestimmungen als auch fir die
Bestimmung von Enantiomerenverhiltnissen (ee) verwendet. Als Gerat diente das GC-
System TraceGC von Thermo Scientific. Die Parameter und benutzten chiralen

stationédren Phasen sind den jeweiligen Produkten angefiigt.

4.2.8 Bestimmung des spezifischen Drehwertes [«]

Die Bestimmung der Drehwerte von optisch aktiven und enantiomerenreinen Proben
wurde mit Hilfe des Polarimeters P8000-TF der Firma Kriss durchgefiihrt. Der
Drehwinkel in einer 0.5 dm langen Kiivette bei 598 nm (Na-D-Linie) mindestens dreimal

gemessen. Die Probentemperatur betrug 20 °C. Ausgehend vom gemessenen Drehwinkel
konnte der spezifische Drehwert [a]3° tber [a]?’ = % bestimmt werden. Dabei

entspricht @ dem gemessenen Drehwinkel, ¢ der Konzentration der Lésung in g/100 mL

und d der Lange der Kiivette in dm.
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4.3 Methoden
AAV 1:  Aligemeine Vorschrift zum Enzymaufschluss

HaloTag™-LbADH: Als Grundlage wurde die HaloTag™-LbADH, die in E. coli BL21(DE3)
exprimiert wurde, genutzt. Dazu wurden 2.0 g Zellpellet in 8.0 mL KPi-Puffer (100 mm,
pH 7, 1.0 mm MgCly) gelost. Der anschlieBende Zellaufschluss wurde mittels Ultraschall
und der Bandelin SONOPLUS Sonotrode mit einer SONOPLUS KE76-Kegelspitze im
Modus 2 x5 min, 5x 10 %-Zyklen bei einer Leistung von 35 % durchgefiihrt. Der
erhaltene Rohextrakt wurde bei einer relativen Zentrifugalbeschleunigung von 7084 rcf
zentrifugiert und der erhaltene Uberstand dekantiert und ohne weitere Schritte fiir die
Immobilisierung, die hier zeitgleich auch eine Reinigungsmethode darstellt, genutzt.
Nicht eingesetztes Lysat wurde fir die spatere Verwendung aliquotiert (1.0 mL Aliquots),

mit N2 schockgefroren und bei -20 °C gelagert.

AAV 2:  Aktivitatsassay HaloTag™-Lb5ADH

Die Aktivitat des Zellrohextrakts wurde vor und nach der Immobilisierung durch einen
photometrischen Assay bestimmt. Dabei wurde die NADPH-Abnahme bei einer
Wellenldnge von 340 nm und 30 °C in einem Shimadzu UV-Spektrometer UV-1800
verfolgt. Die verwendete Kiivette hatte ein Volumen von 1.00 mL und wurde mit einer
Losung aus 970 puL (11 mm) Acetophenon (16), 20 uL (10 mm) NAPDH und 10 uL Enzym
befullt. Als Puffer wurde KP; (100 mm, pH=7, 1.0 mM MgCly) verwendet. Die
Gesamtaktivitit vor der Immobilisierung betrug 768 U, nach der Immobilisierung 406 U.
Somit befand sich in der Siule eine theoretisch maximale Aktivitit des Enzyms von

362 U.

AAYV 3:  Aligemeine Vorschrift fiir die Inmobilisierung mit HaloTag™

Die Immobilisierung erfolgte grundlegend nach einer Vorlage von Débber et al.[38] Dazu
wurde eine Omnifit-Saule wurde mit dem HaloLink™-Resin und unter Zuhilfenahme
einer 3.0 mL-Spritze mit Luer-Lock-Adapter und passendem Schlauch (ID: 0.5 mm)
befillt. Dazu wurde das HaloLink™-Resin in Puffer suspendiert, in die Spritze gefiillt und
anschlieflend in die Saule gespritzt. Auf diese Weise konnten Lufteinschlisse verhindert
und das Saulenvolumen nahezu vollstindig ausgenutzt werden. Das Nassgewicht in der
Saule betrug z.B. ca. 400 mg fiir eine 3 x 50 mm Saule. Anschlielend wurde die befiillte
Saule mit einer Syrris Asia-Spritzenpumpe (mit gelben Spritzen) verbunden und fiir

30 min bei einer Flussrate von 250 uL/min mit Puffer gespilt. Fiir die eigentliche
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Immobilisierung wurde nun das vorhandene Lysat bei einer Flussrate von 30 pL/min tber
die Saule gepumpt und abschlielend der Spiilschritt wiederholt. Die Saule war nun
einsatzbereit und wurde bei Nichtnutzung bei 4 °C tber Puffer mit geschlossenen Enden
gelagert.

Fur die Herstellung der HaloTag™-LbADH/HaloTag™-PhosDH-Kombisaule wurden die

verwendeten Lysate erst gemischt und anschlieBend wurde die Mischung tber die Saule

gepumpt.
AAV 4:  Allgemeine Synthese der racemischen Standards

Das Keton der Wahl (1.0 Aq) wurde in 1.8 mL Losungsmittel gelést und auf 0 °C gekiihlt.
Anschlieend wurden 1.6 Aq Cer(lll)chloridsHeptahydrat hinzugefiigt und solange
geriithrt, bis eine homogene Losung entstanden war. Nun wurde Natriumborhydrid
(2.0 Aq) portionsweise (vier Portionen, jede nach 15 min) hinzugefiigt. Nach Zugabe der
letzten Portion wurde fiir weitere 60 min geriihrt. Nun wurde ein Tropfen Essigsiure
hinzugefiigt und es bildete sich ein grauer Niederschlag. Durch die Zugabe von dest.
Wasser konnte eine homogene Losung wiederhergestellt werden, die dreimal mit EtOAc
extrahiert wurde. Die kombinierten organischen Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat
getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die
Isolierung des Produkts erfolgte saulenchromatographisch mit PE:EtOAc (8:2) als mobile
Phase. Das Produkt konnte als leicht gelbes Ol erhalten werden. Die exakten Einwaagen

und Ausbeuten sind in Tabelle 19 gezeigt.

Tabelle 19. Einwaagen und Ergebnisse der Synthese der racemischen Standards.

Keton 83 Keton 25a Keton 81 Keton 96
100 mg, 100 mg, 220 mg, 100 mg,
Substrat
0.5 mmol 0.5 mmol 1.3 mmol 0.7 mmol
1.8 mL 1.8 mL 1.8 mL 2.2 mL
Losungsmittel
Methanol Ethanol Methanol Methanol
205 mg. 196 mg, 1.1Aq, 523 mg, 1.6 Aq, 252 mg,
CeC[3-H20
0.8 mmol 0.8 mmol 1.1 mmol 1.1 mmol
40 mg, 38 mg, 101 mg, 49 mg,
NaBH4
1.1 mmol 1.0 mmol 2.7 mmol 1.3 mmol
Ausbeute [%] rac-84, 94 rac-85, 80 rac-83, 72 rac-97, 75
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AAV 5:  Allgemeine Vorschrift fiir das Screening im einfachen Durchfluss

Enzymkartusche @ @ —|—|— — —
Substrat
Kosubstrat
NADP* Losungsmittel
Puffer
= wassrige Phase org.  WassK.

——— = organische Phase

——— = Mischphase

Es wurde eine Ldésung aus 10/30/50 mm Substrat, 10/15 %v/v 2-Propanol, KP;i-Puffer
(100 mm, pH 7, 1.0 mm MgCl2) und 2.0 mM NADPNa; hergestellt.

Dazu wurde das Substrat zuerst in einem Vial 1 in 2-Propanol vorgelést; in Vial 2 wurde
dasselbe mit NADPNa; in Puffer durchgefiihrt. Anschlieend wurden beide Losungen
unter standigem Rithren gemischt. Die erhaltene Losung wurde nun in Pumpe 1, die bis
zu Flussraten von 250 puL/min mit gelben Spritzen bestiickt war, gefiillt. Als Enzymreaktor
wurde eine Omnifit-Saule (3 x 50 mm) mit HaloTag™-LbADH verwendet. Der Lauf
wurde mit entsprechender Flussrate (an geeigneter Stelle definiert) gestartet und durch
die Enzymkartusche gepumpt. Das Produkt wurde anschlieBend durch die FLLEX mit
einem Losungsmittel der Wahl (Diisopropylether, Ethylacetat oder Dichlormethan)
extrahiert und mit einem Autosampler in beliebigen Zeitabstinden gesammelt. Mittels
Diinnschichtchromatographie erfolgte eine schnelle Umsatziberpriifung. Die exakte

Bestimmung des Umsatzes und des ee erfolgte mittels GC oder HPLC
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AAV 6:  Aligemeine Vorschrift fiir das Screening und die Synthese im

geschlossenen Kreislauf

Puffer
NADP(H)

Enzymkartusche §w @ — —|— —|—

Substrat

Kosubstrat Lésungsmittel

——— = wassrige Phase org.  wassr.
——— =organische Phase

——— = Mischphase

Grundlegende Informationen

Pumpe 1 (Losung 1, kofaktorhaltige wissrige Phase): 0.5 mg (0.64 mmol) NADPNa;
wurde in 1.0 mL KP;-Puffer (100 mm, pH 7, 1.0 mm MgCl.) gelost.

Pumpe 2 (Lésung 2, substrathaltige organische Phase): Zur Einstellung verschiedener
Konzentrationen wurde das Substrat in 10 %v/v 2-Propanol geldst.

Pumpe 3 (Losungsmittel zur Extraktion, organische Phase): Verschiedene Losungsmittel
zur Extraktion, wie Diisopropylether, Essigsaureethylester oder Dichlormethan wurden
verwendet.

FLLEX: Der Systemdruck wurde auf 3.0 bar fixiert. Der CMP war anhéngig vom
verwendeten Losungsmittel (Diisopropylether 50 mbar, Ethylacetat 100 mbar).

Reaktionsverfahren fiir das Screening

Insgesamt wurden drei verschiedene Pumpen bendtigt, um das Screening der
Reaktionsbedingungen durchfithren zu kénnen. Pumpen 1 und 2 wurden mit gelben
Spritzen (50 uL und 100 uL) bestiickt, sofern die Flussrate 250 uL/min nicht iiberstieg, und
mit den entsprechenden Losungen 1 und 2 befullt. Als Enzymreaktor wurde eine mit
Omnifit-Saule mit immobilisierter HaloTag™-LbADH (3 x 50 mm, Immobilisierung siehe
AAV 3) verwendet. Pumpen 1 und 2 wurden mit entsprechender Flussrate gestartet und

durch ein Y-Stuick miteinander verkniipft. Die entstandene Mischphase wurde durch die
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Enzymkartusche gepumpt, in der das verwendete Keton zum Alkohol reduziert wurde.
Anschlieflend wurde die Mischphase durch die FLLEX in eine wassrige und organische
Phase separiert. Nun, nachdem das Totvolumen des Systems tiberwunden wurde, wurde
die wéssrige Phase zuriick in das Vorlagegefal von Pumpe 1 geleitet, um eine
Rezirkulation und Wiederverwendung des Kofaktors zu ermoglichen. Die organische
produkthaltige Phase wurde hingegen mit einem Autosampler gesammelt.

Dabei wurden neben verschiedenen Substraten und Substratkonzentrationen auch
verschiedene Flussraten getestet - entsprechende Parameter sind an geeigneter Stelle
angegeben. Die Analyse des Produkts wurde unter der Verwendung verschiedener

Verfahren wie GC, HPLC oder 'TH-NMR durchgefiihrt.

Reaktionsverfahren fiir die Synthese im geschlossenen Kreislauf.

Das Verfahren entspricht weitestgehend dem des Screenings. Allerdings wurde,
nachdem der Vorlagekolben von Pumpe 2 (Substrat) leergelaufen war, 2-Propanol
hinzugefiigt, um das System zu spiilen (Dauer war abhangig von den verwendeten
Flussraten). Die anderen Pumpen blieben unberiihrt und liefen weiter. Die Isolierung des
Produkts erfolgte saulenchromatographisch (n-Pentan:EtOAc 9:1). Die wéssrige Phase
wurde dreimal mit Diisopropylether extrahiert, tiber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel in vacuo entfernt. Die abschliefende Analyse auf Substrat- oder

Produktkontaminationen erfolgte mittels TH-NMR.
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AAV 7:  Vorschrift fiir Substratwechsel im geschlossenen Kreislauf
1. Schritt
Keton 81
S < ool HaloTag-LbADH
Spulschritt
22°C
3. Schritt NADP?/
Keton 83 NADPH

Alkohol Alkohol
82 84

Grundlegende Informationen

Pumpe 1 (Losung 1, kofaktorhaltige wissrige Phase): 0.5 mg (0.64 mmol) NADPNa,
wurde in 1.0 mL KP;-Puffer (100 mm, pH 7, 1.0 mm MgCly) gelost.

Pumpe 2(Lésung 2, substrathaltige organische Phase): Es wurden drei separate Losungen
hergestellt. Losung 1: Keton 81 (23 mg, 0.14 mmol) wurde in 260 uL 2-Propanol gelost,
was in einer 500 mMm Ldsung resultierte. Lsung 2: Keton 83 (21 mg, 0.11 mmol) wurde in
512 uL  2-Propanol gelést, was einer 200 mm  Losung entsprach. Die
Reaktorkonzentrationen  entsprachen  aufgrund  des  Flussratenverhiltnisses
50 bzw. 20 mM.

Pumpe 3 (Losungsmittel zur Extraktion, organische Phase): Verschiedene Losungsmittel
zur Extraktion, wie Diisopropylether, Essigsaureethylester oder Dichlormethan wurden
verwendet.

Spiillésung (fir Pumpe 1): 300 mM Aceton in KP;-Puffer.

Reaktionsverfahren

Das Ziel des konsekutiven Experiments war die Umsetzung zwei verschiedener Ketone
mit nur einer einzigen wissrigen kofaktorhaltigen Phase. Die Vorgehensweise entsprach
dennoch im Grunde der AAV 6. Zuerst wurden die Pumpen 1und 2 mit den
Losungen 1 und 2 befiillt. Das Keton 71 (Lésung 1) wurde anschlieflend zuerst umgesetzt
(Schritt 1). Die Flussraten betrugen hier: Pumpe 1 90 puL/min, Pumpe 2 9.0 uL/min,
Pumpe 3 99 pL/min. Nach dem eigentlichen abschliefenden 2-Propanol-Spiilvorgang

wurde ein weiterer Spiilvorgang mit der Spiillésung (Pumpe 1, 300 mm Aceton in KP;) fur
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10 min bei 90 pL/min durchgefiihrt (Schritt 2). Dafiir wurde zunachst Pumpe 2 in den
Vorlagekolben fiir die kofaktorhaltige wéssrige Phase entleert und nun die Spritze mit
der Spiillésung befiillt. Bis diese das Totvolumen durchlaufen hatte, wurde der Reste der
kofaktorhaltigen Losung, der sich noch im System befand, aufgefangen. Anschlieflend
wurde Keton 83 (Losung 2) nach dem gleichen Prinzip umgesetzt (Schritt 3). Das System
wurde mit derselben wissrigen kofaktorhaltige Phase neu gestartet. Die Flussraten
betrugen: Pumpe 150 uL/min, Pumpe 25 pl/min, Pumpe 3 55 puL/min. Der abschlielende
Spulvorgang mit der Spiillosung wurde aufgrund der niedrigeren Flussrate nur fiir 10 min
durchgefiihrt (Schritt 4). Der Alkohol 82 wurde vollstandig umgesetzt und mit 92 %
Ausbeute als gelbes Ol (ee>99 %, 21 mg, RZA 114 g L' h-', nach Schritt 1 und 2)
erhalten. Fur den Alkohol 84 wurde eine Produktmischung von 97/3 erhalten, die
saulenchromatographisch (n-Pentan:EtOAc 8:2) gereinigt wurde. Abschlielend konnte
das Produkt 84 als gelbes Ol mit einer Ausbeute von 87 % (ee>99 %, 18 mg, RZA
31g L' h™', nach Schritt 3 und 4) erhalten werden.

AAV 8:  Allgemeine Vorschrift fiir das Screening im einfachen Durchfluss mit

der Lipase CalB (Novozym 435)

"50 mM" (R)-1-Phenylethanol (17)
Diisopropylether

4 A Molekularsieb H Novozym 435

50 °C

55 -
600 pL/min

1:1/1:3 %v/v Vinylacetat (86)
Diisopropylether

87, org.

6 pL/min

Grundlegende Information

Pumpe 1 (Losung 1, Alkohol 17): Es wurde eine 50 mM Losung des Alkohols 17 in
Diisopropylether angesetzt.

Pumpe 2 [(Losung 2, Vinylacetat (86)]: Vinylacetat (86) wurde zu 1:1oder 1:3 %v/v
Vinylacetat (86) zu Diisopropylether im Losungsmittel gelst.

Druck: Der Systemdruck wurde auf 3.0 bar fixiert.
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Reaktionsverfahren

Die Pumpen wurden vorab mit den vorbereiteten Lésungen 1und 2 befiillt und mit
einem Y-Stick verkniipft. Eine mit 150 mg CalB befiillte Omnifit-S4ule (3 mm x 50 mm)
wurde als Enzymreaktor verwendet. Die Flussraten fir Pumpe 1 wurden variiert und
daraus ergaben sich ebenfalls verschiedene Vinylacetat (86)-Konzentrationen in der
Losung. Pumpe 2 wurde hingegen auf 6 uL/min fixiert und nachdem der Fluss das
Totvolumen des Systems tiberwunden hatte, begann die Sammlung der Produktlosung
mittels des Autosamplers. Eine Umsatzbestimmung wurde mit Hilfe des 'H-NMR

durchgefiihrt.
AAV 9:  Geschlossener Kreislauf mit Lipase CalB (Novozym 435)
K’- ——— = wassriger Phase
KP -Puffer = organische Phase
NADP(H) —— = Mischphase

50 pL/min

HaloTag-LbLADH @B~ @& — —|—|—|—

22°C
Acetophenon (16)
2-Propanol
Diisopropylether

5 pL/min
55 pL/min
verschiedene Saulen
Novozym 435 H Molekularsieb 4 A \
org. 50 C 3-6 uL/min

Vinylacetat (86) in
Diisopropylether

Grundlegende Information

Pumpe 1(Losung 1, kofaktorhaltige wissrige Phase): 0.5 mg (0.64 umol) NADPNa; wurde
in 1.0 mL KP;-Puffer (100 mm, pH 7, 1.0 mm MgCly) gelost.

Pumpe 2 (L6sung 2, substrathaltige organische Phase): Es wurde eine 0.5 M Losung aus
Acetophenon (16) in 2-Propanol angesetzt.

Pumpe 3 (Lésungsmittel zur Extraktion, organische Phase): Fiir das FLLEX-System wurde

Diisopropylether als Extraktionsmittel verwendet.
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Pumpe 4: Es wurden zwei verschiedene Losungen unterschiedlicher Konzentration von
Vinylacetat (86) in Diisopropylether angesetzt (1:1 oder 1:3 %v/v), die separat
voneinander getestet wurden.

Enzymreaktoren: Fur den Aufbau wurden eine HaloTag™-LbADH (3 x 50 mm) und eine
CalB-Saule (3 x 50 mm; 150 mg) hergestellt.

Trockensdulen: Es wurden verschiedene Trockensiulen benétigt. Dazu wurden Omnifit-
Saulen mit aktiviertem 4 A Molekularsieb befillt.

FLLEX: Es wurde die FHLP02500 PTFE-Membran von Merck mit entferntem
Tragermaterial verwendet. Die CMP der FLLEX betrug 50 mbar bei einem Systemdruck

von 3.0 bar.

Reaktionsverfahren

Das System wurde dem geschlossenen Kreislauf in AAV 6 entsprechend begonnen.
Nachdem das Totvolumen durchlaufen worden war, wurde der organische Ausgang der
FLLEX nicht gesammelt, sondern tber ein T-Stiick mit Pumpe 4 verknipft. Der
kombinierte Fluss wurde tber keine/eine/zwei Trockensaule/n und anschlieend tiber die
Lipase CalB geleitet. Die Flussraten betrugen: Pumpe 1 50 ulL/min, Pumpe 2 5 pul/min,
Pumpe 3 55 pL/min, Pumpe 4 3-6 pL/min. Die Sammlung der Produktlosung erfolgte
mittels des Autosamplers in definierten Zeitabstanden. Die Uberpriifung des Umsatzes

erfolgte mittels TH-NMR-Spektroskopie.

AAV 10: Vorschrift fiir Screening im einfachen Durchfluss (RADH-CatIBs)

Systemaufbau siehe AAV 5. In Vial 1 wurde eine 15 mMm Losung von Cyclohexanon (98)
oder w-Chloroacetophenon (96) mit 4.0 mL Gesamtvolumen und 7.5 %v/v 2-MeTHF
hergestellt. In Vial 2 wurde eine ebenfalls 15 mm aus NADPH in TEA-Puffer (50 mm,
pH 7.5, 0.8 mm CaCl,) angesetzt. Die beiden Lésungen wurden anschlielend gemischt
und unter standigem Rihren in Kanal 1 einer Syrris Asia-Pumpe gefullt. Als
Enzymreaktor wurde eine RADH-CatlIBs befiillte Omnifit-Saule (Grofie: 5 x50 mm)
verwendet. Der Lauf wurde mit gewiinschter Flussrate gestartet (an entsprechender
Stelle angegeben). Die Extraktion erfolgte durch das FLLEX-System mit Diisopropylether
mit identischer Flussrate, und das resultierende Produktgemisch wurde mit einem
Autosampler mit Probennahme in 20 min Abstinden gesammelt, nachdem das
Totvolumen durchlaufen worden war. Mittels Diinnschichtchromatographie (PE:EtOAc

9:1) erfolgte eine schnelle Umsatziiberpriifung. Die exakte Bestimmung des Umsatzes
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und des ee erfolgte gaschromatographisch. Die GC-Methoden sind an entsprechender

Stelle angefugt.

AAV 11:  Allgemeine Vorschrift fiir Screening und Synthese im geschlossenen
Kreislauf (RADH-CatlBs)

Grundlegende Information

Der Systemaufbau entspricht dem aus AAV 6.

Pumpe 1(L6sung 1, kofaktorhaltige wassrige Phase): In einem 10 mL Spitzkolben wurden
4.0 mL einer Losung aus 2.0/10/12.5/15 mm NADPNa; in TEA-Puffer (50 mMm, pH 7.5,
0.8 mMm CaCl,) angesetzt. 2.0 mMm entsprach dem Ansatz mit substochiometrischer Menge
an Kofaktor.

Pumpe 2 (Losung 2, substrathaltige organische Phase): Das Keton 96 wurde in
Cyclohexanol zu 100/125/150 mm gelost. Aufgrund des Flussratenverhiltnisses betrug
die tatsiachliche Konzentration im Reaktor jedoch 10/12.5/15 mM und war somit
aquivalent zur Kofaktor-Konzentration (bei idealer Mischung).

Pumpe 3 (Losungsmittel zur Extraktion, organische Phase): Zur Extraktion in der FLLEX
wurde Diisopropylether als Losungsmittel verwendet.

FLLEX: Es wurde die FHLP02500 PTFE-Membran von Merck mit entferntem
Tragermaterial verwendet. Die CMP der FLLEX betrug 50 mbar bei einem Systemdruck

von 3.0 bar.

Reaktionsverfahren

Die Pumpen wurden vorab mit den vorbereiteten Losungen 1 und 2 befiillt. Eine mit
RADH-CatIBs (GFIL8) befiillte Omnifit-Saule (Screening: 5 mm x50 mm, 55 mg/12 U;
Synthese: 5 mm x 150 mm 138 mg/30 U) wurde als Enzymreaktor verwendet. Die
Flussraten wurden wie folgt eingestellt: Pumpe 130 pL/min, Pumpe 2 3 uL/min, Pumpe 3
33 pL/min. Nachdem der Fluss das Totvolumen des Systems tiberwunden hatte, begann
die Sammlung der produkthaltigen Losung mit Hilfe des Autosamplers im manuellen
zeitgesteuerten Modus (Bedienung am Gerit) in 60 min Abstianden. Zudem wurde die
wissrige Phase in den Vorlagekolben von Pumpe 1 zuriickgefiihrt, um die Rezirkulation
und Wiederverwendung des Kofaktors zu erméglichen. Der Umsatz sowie der ee wurden

gaschromatographisch tberprift - die Methode ist an entsprechender Stelle erwahnt.
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AAV 12: Allgemeine Vorschrift fiir das Packen/Befiillen einer CatIB-Saule

Um die RADH-CatIBs physikalisch in einer Saule einzuschlieflen, wurde Kieselgel als
weitere  stationdre Phase verwendet. Fiir das Screening fiir optimale
Reaktionsbedingungen wurde eine 5x50 mm Omnifit-Saule verwendet. Fiir die
kontinuierliche Synthese des Alkohols 97 wurde hingegen eine 5 x 150 mm Omnifit-
Saule mit verstellbarem Stempel verwendet. Beide Saulen wurden zunéchst mit einer
Kieselgelschicht (ca. 2mm hoch) befullt. AnschlieBend wurde von der
gegeniiberliegenden Seite mit Puffer (TEA 50 mm, pH 7, 0.8 mm CaCly) gespiilt, um das
Kieselgel zu verdichten. Darauf wurde eine Mischung (gut durchmischt!) aus CatIBs und
Kieselgel (1:2.5 %w/w) gefiillt und der Spiilvorgang wiederholt. Schlieilich wurde
vorsichtig (!) eine weitere Schicht Kieselgel zugefiigt, die dabei etwas hoher sein musste
als der obere Stempel, damit beim VerschlieBend eine leichte Kompression stattfand.
Dies war zwingend notwendig, damit ein Rausspiilen der CatIBs verhindert werden

konnte. Der Spiilvorgang wurde ein nochmal durchgefuhrt.

AAV 13: Allgemeine Vorschrift fiir CatlBs und HaloTag™-LbADH

(kombiniertes System) im geschlossenen Kreislauf

270 U HaloTag-LbADH
22 °C
TEA-Puffer

2-Propanol
NADP*

12U GFIL8-RADH = &% — — | — —|—

30°C

Substrat 81

2-Propanol Diisopropylether

——— = wassriger Phase org. Wwassr.
82
——— = organische Phase

Mischphase
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Grundlegende Information

Pumpe 1(Losung 1, kofaktorhaltige wassrige Phase): 35.4 mg NADPNaz wurde in 3.0 mL
TEA-Puffer (50 mm, pH 7.5, 1.0 mm MgCla, 0.8 mM CaCly,) gelost. AnschlieBend wurden
32 uL 2-Propanol zugegeben.

Pumpe 2: (Losung 2, gesammelte Losung von Pumpe 1).

Pumpe 3 (Losung 3, substrathaltige organische Phase): Es wurden 150 mm Keton 81 in 2-
Propanol gelost (Losung musste ggf. leicht temperiert werden).

Pumpe 4 (Lésungsmittel zur Extraktion, organische Phase): Fur das FLLEX-System wurde
Diisopropylether als Extraktionsmittel verwendet.

Enzymreaktoren: Fur den Aufbau wurden eine HaloTag™-LbADH und eine RADH-CatIB-
Saule benétigt.

FLLEX: Es wurde die FHLP02500 PTFE-Membran von Merck mit entferntem
Tragermaterial verwendet. Die CMP der FLLEX betrug 50 mbar bei einem Systemdruck

von 3.0 bar.

Reaktionsverfahren

Die Pumpen wurden mit gelben Spritzen (50 ulL und 100 plL) ausgestattet und
anschlieend wurden Pumpe 1/3/4 mit den hergestellten Losungen befillt. Pumpe 1
wurde gestartet und Gber die HaloTag™-LbADH geleitet, in einem 2.0 mL Vial
aufgefangen und solange gesammelt, bis ca. 1.0 mL vorhanden waren. Die Losung wurde
vorsichtig mit einem N2-Strom durchspiilt, um gebildetes Aceton partiell zu entfernen.
Die restliche Vorgehensweise entspricht dem geschlossenen Kreislauf mit den RADH-

CatlBs und ist in AAV 11 erlautert.
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4.4 Synthesen und Analytik
4.4.1 rac-3-[(Benzyloxy)methyl]but-3-en-2-ol (rac-85)

OH Der allgemeinen Vorschrift folgend wurde Keton 25a (1.0 Aq.,
o 1 5

N 0 100 mg, 0.5 mmol) in 1.8 mL Ethanol gelost und auf 0°C
by gekihlt. AnschlieBend wurde Cer(lll)chlorideHeptahydrat

(1.6 Ag., 196 mg, 0.8 mmol) zugefiigt und es wurde so lange geriihrt, bis eine homogene

—

Lésung entstanden war. Die folgende Zugabe von Natriumborhydrid (2.0 Aq., 38 mg,
1.0 mmol) erfolgte portionsweise in vier Portionen und jede nach 15 min. Nach
Hinzufiigen eines Tropfens Essigsdure bildete sich ein grauer Niederschlag und die
Zugabe von dest. H2O resultierte wieder in einer homogenen Losung. Diese wurde
dreimal mit EtOAc extrahiert und die kombinierten organischen Phasen wurden tber
Magnesiumsulfat getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Die Isolierung des Produkts rac-85 erfolgte saulenchromatographisch mit
PE:EtOAc (8:2) als mobile Phase. Das Produkt rac-85 konnte als leicht gelbes Ol mit einer
Ausbeute von 80 % erhalten werden. Die analytischen Daten stimmten mit jeden der

enantiomerenreinen Verbindung tiberein (vgl. Kapitel 4.4.8).

4.4.2 rac-7-Hydroxynon-8-ensaureethylester (rac-84)

OH 0O Der allgemeinen Vorschrift folgend wurde
9 ¢ 5 3 B
\8 [ ; g 0~ > Keton 83 (1.0 Aq.,, 100 mg, 0.5mmol) in 1.8 mL

Methanol gelost und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wurde Cer(lIl)chlorideHeptahydrat
(1.6 Ag., 205 mg, 0.8 mmol) zugegeben und solange geriihrt, bis eine homogene Lésung
entstanden war. Die nun folgende Zugabe von Natriumborhydrid (2.0 Aq., 40 mg,
1.1 mmol) erfolgte portionsweise in vier Portionen und jede nach 15 min. Nach
Hinzufiigen eines Tropfens Essigsaure bildete sich ein grauer Niederschlag und die
Zugabe von dest. H2O resultierte wieder in einer homogenen Losung. Diese wurde
dreimal mit EtOAc extrahiert und die kombinierten organischen Phasen wurden tber
Magnesiumsulfat getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck
entfernt. Die lIsolierung des Produkts rac-84 erfolgte sidulenchromatographisch mit
PE:EtOAc (8:2) als mobile Phase. Das Produkt rac-84 konnte als leicht gelbes Ol mit einer
Ausbeute von 94 % erhalten werden. Die analytischen Daten stimmten mit jeden der

enantiomerenreinen Verbindung tiberein (vgl. Kapitel 4.4.9).
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443 rac-4-Chlor-3-hydroxybuttersareethylester (rac-82)

OH O Der allgemeinen Vorschrift folgend wurde Keton 81 (1.0 Aq.,
Cl y 3 v 0~ N 220 mg, 1.3 mmol) in 1.8 mL Methanol gelsst und auf 0°C
gekiihlt. AnschlieBend wurde Cer(lll)chlorideHeptahydrat (1.1 Aq., 523 mg, 1.1 mmol)
zugegeben und solange geriihrt, bis eine homogene Losung entstanden war. Die nun
folgende Zugabe von Natriumborhydrid (2.0 Aq., 101 mg, 2.7 mmol) erfolgte
portionsweise in vier Portionen und jede nach 15 min. Nach Hinzufiigen eines Tropfens
Essigsaure bildete sich ein grauer Niederschlag und die Zugabe von dest. H2O resultierte
wieder in einer homogenen Losung. Diese wurde dreimal mit EtOAc extrahiert und die
kombinierten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, abfiltriert
und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die Isolierung des
Produkts rac-82 erfolgte saulenchromatographisch mit PE:EtOAc (8:2) als mobile Phase.
Das Produkt rac-82 konnte als leicht gelbes Ol mit einer Ausbeute von 72 % erhalten
werden. Die analytischen Daten stimmten mit jeden der enantiomerenreinen

Verbindung berein (vgl. Kapitel 4.4.10).

4.4.4 rac-2-Chlor-1-phenylethan-1-ol (rac-97)

OH Der allgemeinen Vorschrift folgend wurde Keton 96(1.0 Aq., 100 mg,

_-Cl
)

1 0.7 mmol) in 1.8 mL Methanol gelést und auf 0°C gekiihlt.
Anschlieend wurde Cer(Ill)chlorideHeptahydrat (1.6 Aq., 252 mg,
1.1 mmol) zugegeben und solange geriihrt, bis eine homogene Losung entstanden war.
Die nun folgende Zugabe von Natriumborhydrid (2.0 Aq., 49 mg, 1.3 mmol) erfolgte
portionsweise in vier Portionen und jede nach 15 min. Nach Hinzufiigen eines Tropfens
Essigsaure bildete sich ein grauer Niederschlag und die Zugabe von dest. H>O resultierte
wieder in einer homogenen Losung. Diese wurde dreimal mit EtOAc extrahiert und die
kombinierten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, abfiltriert
und das Losungsmittel unter reduziertem Druck entfernt. Die Isolierung des
Produkts rac-97 erfolgte sdulenchromatographisch mit PE:EtOAc (8:2) als mobile Phase.
Das Produkt rac-97 konnte als leicht gelbes Ol mit einer Ausbeute von 75 % erhalten
werden. Die analytischen Daten stimmten mit jeden der enantiomerenreinen

Verbindung tberein (vgl. Kapitel 4.4.11).
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4.4.5 3-[(Benzyloxy)methyl]but-3-en-2-on (25a)

0o ] Die Veretherung nach Morita-Baylis-Hillman wurde nach
5

3 £ O/\© literaturbekannter ~ Vorschrift von  Mantel et al
2 durchgefiithrt.[%] Der Aufschluss des para-Formaldehyds
wurde in einem 100 mL Schlenkkolben, der aus einem Heizschrank (107 °C) entnommen
wurde, durchgefiihrt. Dazu wurden der Paraformaldehyd (1.40 Aq, 1.24 g, 41.5 mmol),
Benzylalkohol (6.5 Aq, 20 mL, 192 mmol) und DABCO (0.05 Aq, 166 mg, 1.5 mmol)
vorgelegt und anschlieflend bei 80 °C so lange gerihrt, bis eine klare Lésung entstanden
war. Nun wurde die Losung auf Eis gelegt und Methylvinylketon (18, 1.00 Aq, 2.4 mL,
30 mmol) tropfenweise hinzugegen und fiir sieben Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.
Anschlieflend erfolgte die Zugabe von Benzoesiure (0.05 Aq., 183 mg, 1.5 mmol) und im
folgenden Verlauf wurde die Temperatur auf 45°C angehoben und fiir weitere
64 gerihrt.
Anschlielend wurde das Gemisch direkt auf eine Sdule gegeben und das Produkt konnte
nach saulenchromatographischer Reinigung (PE:EtOAc 93:7) mit einer Ausbeute von
69 % bzw. 3.9 g als farbloses Ol erhalten werden. Die analytischen Daten stimmen mit
der Literatur tiberein.
TH NMR (600 MHz, DMSO-dp): 8 [ppm]=7.37-7.30 (m, 4H, 0-CH, m-CH), 7.30-7.28 (m,
1H, p-CH), 6.27 (s, TH, 2-H), 6.06 (s, TH, 2-H), 4.52 (s, 2H, 5-H), 4.14 (s, 2H, 1-H), 2.31 (s,
3H, 4-H); 3C NMR (151 MHz, DMSO-de): 8 [ppm]=198.7 (C-3), 144.6 (C-2), 138.2 (ipso-
CH), 128.3 (p-CH), 127.5 (m-CH, 0-CH), 126.0 (C-2°), 71.8 (C-5), 67.4 (C-1), 26.1 (C-4).
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4.4.6 7-Oxonon-8-ensaureethylester (83)

O 0o Die Synthese wurde nach einer Vorschrift von Huo
9 5 3
\3 ™~ 7 ' 0~ durchgefiihrt.2% 2721 |n einem 250 mL Schlenk-

Kolben wurde Zinkpulver (1.5 Aq, 4.4 g, 67 mmol) vorgelegt und anschlieSend wurde der
Kolben sekuriert. Nun wurde im Stickstoffgegenstrom und unter Riihren lod (0.05 Aq,
570 mg, 2.3 mmol) zugegeben und solange geriihrt, bis sich ein lila Nebel gebildet hatte.
Anschlielend wurden langsam 45 mL DMA hinzugegeben und nach einiger Zeit
entstand eine graue Suspension. Schlieilich erfolgte die Zugabe von 6-
Bromhexansaureethylester (1.0 Aqg, 8.0 mL, 45 mmol) und das Reaktionsgemisch wurde
fir 17.5 Stunden bei 80°C geriihrt. Die Uberpriifung des Reaktionsverlaufs erfolgte
mittels GC/MS. Nach vollstandiger Umsetzung wurde das Gemisch auf Raumtemperatur
abgekiihlt und auf Eis gelegt. Der Katalysator Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0)
(310 mg, 0.3 mmol) wurde zugegeben, gefolgt von Acrylsiaurechlorid (1.1 Aq, 4.0 mL,
49 mmol) und das Eisbad wurde entfernt. Nun wurde das Reaktionsgemisch weitere 7
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die Uberpriifung des Umsatzes erfolgte mittels
Diinnschichtchromatographie (PE:EtOAc 8:2). Nach vollendeter Reaktion wurde der
Katalysator tber Celite® abfiltriert und die Losung einmal mit NH4CI gewaschen. Die
erhaltene wissrige Phase wurde viermal mit 75 mL EtOAc extrahiert und die
gesammelten organischen Phasen mit gesittigter Kochsalzlosung gewaschen. Die
organische Phase wurde iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel unter
reduziertem Druck entfernt. Nach saulenchromatographischer Reinigung (PE:EtOAc 9:1)
konnte das Produkt 83 als farbloses Ol mit einer Ausbeute von 67 % (6.0 g) erhalten
werden.

Rf = 0.18 (PE:EtOAc 9:1); 'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 6.34 (dd,
3Jgob=17.7 Hz, 3J3.02=10.5 Hz, 1H, 8-H), 6.24 (dd, 3Job,3=17.7 Hz, %Job9a=1.3 Hz, 1H, 9-H},), 5.89
(dd, 3Joa8=10.6 Hz, 2Joaob=1.3 Hz, 1H, 9-Ha), 4.04 (q, 3JocH:cH:=7.1 Hz, 2H, OCH3), 2.60 (t,
3J65=7.3 Hz, 2H, 6-H), 2.26 (t, 3}23=7.4 Hz, 2H, 2-H), 1.54-1.47 (m, 4H, 3H, 5-H), 1.28-1.24
(m, 2H, 4-H), 1.17 (t, 3JcHs, ocH.=7.1 Hz, 3H, CH3); BC-NMR (151 MHz, DMSO-ds):
8 [ppm] = 200.6 (C-7), 172.9 (C-1), 136.6 (C-8), 128.8 (C-9), 59.8 (OCHy>), 38.7 (C-6), 33.5
(C-2), 28.1 (C-4), 24.4 (C-5), 23.2 (C-3), 14.3 (CH3); IR (ATR, Film): 0 = 2991, 2938, 2867,
1731, 1682, 1615, 1459, 1401, 1372, 1301, 1245, 1180, 1104, 1064, 1031, 963, 861, 737 cm,
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4.4.7 (R)-Phenylethan-1-ol (17)

OH  Die Synthese mit Kofaktor-Regenerierung im geschlossenen Kreislauf
1™ wurde generell nach der AAV 6 durchgefihrt und wird im Folgenden noch

spezifiziert:

Pumpe 1: 0.5 mmM NADPNa; wurde in 1.0 mL KP;-Puffer (100 mm, pH 7, 1.0
mMm MgCly) geldst.
Pumpe 2: Acetophenon (16, 61 mg, 0.51 mmol) wurde in 961 uL 2-Propanol
gelost, um eine 500 mM-Losung zu erhalten.
Flussraten: Pumpe 1: 50 pL/min
Pumpe 2: 5 ul./min
Pumpe 3: 55 uL/min
Insgesamt wurden 56 mg Substrat 16/Produkt 17-Gemisch mit 88 % Umsatz (12 %
Substrat) gesammelt. Nach saulenchromatographischer Isolierung konnte das Produkt
schlieBlich mit einer Ausbeute von 49 mg (80 %, RZA 43 gL h") als hellgelbes Ol
erhalten werden. Daraus ergab sich fiir NADPH eine katalytische Produktivitat von
628 mol/mol.
Rf = 0.40 (n-Pentan:EtOAc 8:2); [a]Z’ = +44.6 (c=1.16 in CHCl3); TH NMR (600 MHz,
CDCl3): & [ppm] = 7.44-7.32 (m, 4H, ArH), 7.31-7.25 (m, 1H, 5-H), 4.91 (q, 3/12=6.5 Hz, 1H,
1-H), 1.81 (s, 1H, OH), 1.51 (d, 3/21=6.5 Hz, 3H, 1°-H); 3C NMR (151 MHz, CDCls):
S [ppm] = 146.2 (ipso-CH), 128.8 (o-CH/m-CH), 127.8 (p-CH), 125.7 (o-CH, m-CH), 70.8
(C-1), 25.5 (C-2); IR (ATR, Film): © = 3339, 3064, 3029, 2973, 2928, 2877, 1493, 1450, 1368,
1284, 1261, 1203, 1096, 1076, 1029, 1010, 997, 897, 759, 697, 606, 539 cm™'; GC: Siule:
Lipodex G, Macherey und Nagel (25 m x 0.25 mm); Tragergas: Ha, 0.6 bar; Losungsmittel:
MTBE; Methode: 90 °C-15 min, 10 °C/min auf 150 °C-5 min; Retentionszeit: tr [(S)-
17] = 15.6 min, R [(R)-17] = 16.3 min, ir [Acetophenon (16)] = 7.8 min.
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4.4.8 (R)-3-[(Benzyloxy)methyl]-but-3-en-2-ol (85)
OH ] Die Synthese mit Kofaktor-Regenerierung im geschlossenen
5
el 2 0} Kreislauf wurde generell nach AAV 6 durchgefiihrt und wird
> im Folgenden noch spezifiziert:
Pumpe 1: 0.5 mmM NADPNaz wurde in 1.0 mL KP;-Puffer (100 mm, pH 7, 1.0

mMm MgCl) gelost.
Pumpe 2: Keton (25a, 23 mg, 0.12 mmol) wurde in 583 pL 2-Propanol gelost,

um eine 200 mM-Ldsung zu erhalten.
Flussraten: Pumpe 1: 30 puL/min

Pumpe 2: 3 ul./min

Pumpe 3: 33 pL/min
Insgesamt wurden 21 mg Substrat 25a/Produkt 85-Gemisch mit 80 % Umsatz (20 %
Substrat) gesammelt. Nach saulenchromatographischer Isolierung konnte das Produkt
schlielich mit einer Ausbeute von 17 mg (72 %, RZA 14 gL' h™") als hellgelbes Ol
erhalten werden. Daraus ergab sich fiir NADPH eine katalytische Produktivitit von
128 mol/mol. Die Umsatzbestimmung erfolgte mittels TH-NMR-Spektroskopie und der
Enantiomerentberschuss wurde mittels HPLC bestimmt. Die absolute Konfiguration
wurde zusitzlich tiber eine Drehwertbestimmung validiert.
Rf = 0.33 (PE:EtOAC 8:2); [@]%’ = +16 (c=1.0 in CHCI3); TH-NMR (600 MHz, DMSO-ds):
8 [ppm] = 7.38-7.31 (m, 4H, ArH), 7.31-7.26 (m, TH, 9-H), 5.1 (s, 1H, 2’b-H), 5.02 (s, TH,
2’a-H), 4.78 (s, 1H, OH), 4.46 (m, 2H, 5-H), 4.17 (q, 334=6.8 Hz, 1H, 3-H), 4.01 (q,
31gem=13.2 Hz, TH, 1-H), 1.17 (d, 3/43=6.5 Hz, 3H, 4-H); 3C-NMR (151 MHz, DMSO-dp):
8 [ppm] = 150.4 (C-2), 138.5 (ipso-CH), 128.2 (-CH, m-CH), 127.4 (0-CH), 127.4 (o-CH),
109.2 (C-2°), 71.3 (C-5), 69.8 (C-1), 66.7 (C-3), 22.6 (C-4); IR (ATR, Film): & = 3401, 3030,
2976, 2859, 1652, 1496, 1454, 1366, 1260, 1204, 1070, 1040, 1028, 908, 735, 696, 602,
467 cm™; HRMS (ESI, m/z): [M+Na]* berechnet fiir C12H1602Na*: 215.1043; gefunden:
215.1044 [M+Na]*; berechnet fir Ci2His02Na*: 216.1076; gefunden: 216.1079; HPLC:
Saule: Phenomenex Lux Amylose-1, 250x4.60 mm; Wellenlinge: UV 208 nm;
Losungsmittel: n-heptane:2-propanol (9:1); Flussrate: 0.5 mL/min; Retentionszeit: tr

[(R)-85] = 13.2 min, t [(5)-85] = 14.9 min, tr (Edukt 25a) = 10.1 min.

182



Synthesen und Analytik

4.4.9 (S)-7-Hydroxynon-8-ensaureethylester (84)
OH o Die Synthese mit Kofaktor-Regenerierung im

9\8 5 s X : 1 0~ >\ geschlossenen Kreislauf wurde generell nach AAV 6

durchgefiihrt und wird im Folgenden noch spezifiziert:

Pumpe 1: 0.5 mm NADPNaz wurde in 1.0 mL KP-Puffer (100 mm, pH 7, 1.0
mMm MgCly) geldst.

Pumpe 2: Keton (83, 39 mg, 0.20 mmol) wurde in 583 uL 2-Propanol gelost,
um eine 300 mM-Lésung zu erhalten.

Flussraten: Pumpe 1: 50 uL/min

Pumpe 2: 5 ul/min

Pumpe 3: 55 pl/min
Insgesamt wurden 39 mg Substrat 83/Produkt 84-Gemisch mit 97 % Umsatz (3 %
Substrat) gesammelt. Nach saulenchromatographischer Isolierung konnte das Produkt
schlieBlich mit einer Ausbeute von 35 mg (89 %, RZA 45 g L h") als hellgelbes Ol
erhalten werden. Daraus ergab sich fiir NADPH eine katalytische Produktivitat von
275 mol/mol.
Rf = 0.26 (PE:EtOAC 8:2); [a]Z? = 5.32 (c=1.08 in CHCl3); TH NMR (600 MHz, DMSO-ds):
S [ppm] = 5.82-5.76 (m, 1H; 8-H), 5.12 (d, 3Jo-transg=17.2 Hz, 1H, 9trans-H), 4.97 (d,
3Jocisg=10.5 Hz, TH, 9cis-H), 4.65 (d, 3Jon,7=4.80 Hz, TH, OH), 4.04 (q, ®JocH:cH:=7.10 Hz, 2H,
OCH,), 3.89 (m, TH, 7-H), 2.26 (t, 3}23=7.38 Hz, 2H, 2-H), 1.50 (p, */34=7.36 Hz, 3/3,=7.38 Hz,
2H, 3-H), 1.38-1.33 (m, 2H, 6-H), 1.33-1.23 (m, 4H, 4-H, 5-H), 1.17 (t, 3Jcr.0ch.=7.10 Hz,
3H, CH3); 3C NMR (151 MHz, DMSO-d): § [ppm] = 172.7 (C-1), 142.5 (C-8), 112.8 (C-9),
70.8 (C-7), 59.5 (OCHy), 36.6 (C-6), 33.3 (C-2), 28.3 (C-4), 24.5 (C-3), 24.3 (C-5), 14.0 (CH3);
IR (ATR, Film): 0 = 3443, 2987, 2934, 2860, 1733, 1463, 1423, 1373, 1266, 1180, 1119, 1095,
1029, 991, 919, 737, 669, 591 cm™'; GC: Saule: Hydrodex-f-TBDAc, Macherey und Nagel
(25 m x 0.25 mm); Tragergas: Ha, 0.6 bar; Lésungsmittel: MTBE; Methode: 113 °C-60 min,
0.1 °C/min auf 116 °C, 10 °C/min auf 150 °C-5 min; Retentionszeit: fr [(S)-84] = 93.6 min,
r [(R)-84] = 93.9 min.
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4.4.10 (S)-4-Chlor-3-hydroxybuttersiureethylester (82)

OH O Die Synthese mit Kofaktor-Regenerierung im geschlossenen
Cl

i ik 0~ >\ Kreislauf wurde generell nach AAV 6 durchgefiihrt und wird im
Folgenden noch spezifiziert:
Pumpe 1: 0.25 mm NADPNa;z wurde in 1.0 mL KP;-Puffer (100 mm, pH 7, 1.0
mMm MgCly) gelost.
Pumpe 2: Keton (81, 115 mg, 0.70 mmol) wurde in 1.3 mL 2-Propanol gelost,
um eine 500 mM-Losung zu erhalten.
Flussraten: Pumpe 1: 90 puL/min
Pumpe 2: 9 pul/min
Pumpe 3: 99 pL/min
Bei Keton 81 konnte eine vollstiandige Umsetzung zum Alkohol 82 erzielt werden. Somit
war keine weitere saulenchromatographische Aufarbeitung notwendig und das Produkt
konnte mit einer Ausbeute von 108 mg (92 %, RZA 117 g L' h") als hellgelbes Ol erhalten
werden. Daraus ergab sich fiir NADPH eine katalytische Produktivitat von 2023 mol/mol.
Rf = 0.30 (PE:EtOAc 8:2); [a]3° = -26.6 (c=1.25 in CHCl3); TH NMR (600 MHz, CDCls):
8 [ppm] = 4.28-4.23 (m, 1H, 3-H), 4.19 (q, 3JocHz,cH:=7.2 Hz, 2H, OCH>), 3.64-3.58 (m, 2H,
4-H), 3.12 (d, TH, OH), 2.67-2.59 (m, 2H, 2-H), 1.28 (t, 3JcrsocH.=7.2 Hz, 3H, CH3); 13C
NMR (151 MHz, CDCls): & [ppm] = 172.2 (C-1), 68.3 (C-3), 61.4 (OCH2), 48.5 (C-4), 38.8
(C-2), 14.5 (CH3); IR (ATR, Film): © = 3452, 2983, 1722, 1406, 1374, 1304, 1259, 1188, 1151,
1086, 1058, 1030, 951, 894, 850, 803, 756, 709, 557, 473 cm™'; GC (genaue Methode): Saule:
Lipodex G, Macherey und Nagel (25 m x 0.25 mm); Tragergas: Ha, 0.6 bar; Losungsmittel:
MTBE; Methode: 65 °C-120 min, 5.0 °C/min auf 150 °C-5 min; Retentionszeit: tr [(S)-77]
= 1225 min, &R [(R)-77] = 124.5 min; GC (schnelle Methode): Saule: Lipodex G,
Macherey und Nagel (25 m x 0.25 mm); Tragergas: Ha, 0.6 bar; Losungsmittel: MTBE;
Methode: 60 °C-5 min, 0.5 °C/min auf 90 °C-1min, 20 °C/min auf 150 °C-5 min;
Retentionszeit: tr [(S)-82] = 59.4 min, {r [(R)-82] = 61.8 min, tr [Edukt 81] = 30.9 min.
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4.4.11 (R)-2-Chlor-1-phenylethan-1-ol (93)

OH Batch-Synthese

Cl
2

1 In einem 50 mL Kolben wurde eine Suspension aus 2.2/4.4 U RADH-
CatlBs (GFIL8) in 9.9 mL TEA-Puffer (50 mm, pH 7.5, 0.8 mm CaCly)
angesetzt. AnschlieBend wurden unter stindigem langsamen Riihren NADP* (0.2 Aq,
18 mg, 23 pmol) und fiir die Kofaktor-Regenerierung Cyclohexanol (5Aq, 75 mg,
0.75 mmol) oder 2-Propanol (5 Aq, 45 mg, 0.75 mmol) hinzugefiigt. Nun wurde «-
Chloracetophenon (96), 23 mg, 0.15 mmol) in 750 uyL 2-MeTHF gelost und zur der
Enzymlosung gegeben. Nach 24/48/72 h bzw. 24/96 h wurde je ein Aliquot (~300 pL)
entnommen, mit MTBE extrahiert und der Umsatz mittels DC (PE:EtOAc 9:1) tiberpriift.
Die genaue Bestimmung des Umsatzes und des ee erfolgte gaschromatographisch an
chiraler stationarer Phase nach gegebener Methode. Nach Beendigung der Reaktion
wurde das Reaktionsgemisch tiber Celite® abfiltriert und die wassrige Phase viermal mit
EtOAc extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, einmal mit NaCl-Losung
gewaschen und tiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde in vacuo
entfernt. Der Alkohol 97 wurde siulenschromatographisch (PE:EtOAc 97:3) isoliert und
als leicht gelbes Ol in 88 % Ausbeute und 86 % ee erhalten (ee nahm mit der Zeit ab, siehe
Kapitel 3.2.7).

Screening im einfachen Durchfluss

Das Screening im einfachen Durchfluss wurde entsprechend der AAV 5 durchgefiihrt
und wird im Folgenden weiter spezifiziert. Zuerst sollten homogene Ldsungen der
organischen (Vial 1) und wassrigen (Vial 2) Phase erhalten werden, die anschlieflend
unter standigem Rihren miteinander vermischt wurden. Der Systemdruck betrug
3.0 mbar und der CMP 50 mbar. Variiert wurden hier die Flussraten und die Sammlung

des Produkts wurde tiber 120 min in 20-miniitigen Abstanden durchgefiihrt.

Vial 1 (organisch): Das Keton (96, 9.3 mg/7 pL, 0.06 mmol) wurde in 300 uL 2-MeTHF
(7.5 %V/v) gelost.

Vial 2 (wéssrig): 15 mM NADPH (53 mg, 0.06 mmol) wurden in 3.7 mL TEA-Puffer
(50 mm, pH 7.5, 0.8 mm CaCly) gelost.

Pumpe 1: Reaktionslosung (Mischung aus Vial 1 und 2).

Pumpe 2: Diisopropylether
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Reaktor: RADH-CatIBs (GFIL8, 55 mg/12 U) in einer 5 x 50 mm Omnifit-

Saule

Screening im geschlossenen Kreislauf

Die Synthese mit Kofaktor-Regenerierung im geschlossenen Kreislauf wurde generell
nach der Vorschrift AAV 6 durchgefithrt und wird im Folgenden noch spezifiziert. In
Tabelle 20 sind die entsprechenden Ansatzgrofien beschrieben. Der Systemdruck betrug
3.0 mbar und der CMP 50 mbar. Variiert wurden hier die Konzentrationen und die
Sammlung des Produkts wurde tiber 360 min in 60-minutigen Abstanden durchgefiihrt.
Pumpe 1: 2.0/10/12.5/15 mmM NADPNa wurde in 4.0 mL TEA-Puffer (50 mm,
pH 7, 0.8 mm CaCly) geldst.
Pumpe 2: Das Keton96 wurde in Cyclohexanol gelost, um eine
100/125/150 mm Losung zu erhalten. Die Konzentration im
Reaktor  betragt aufgrund des  Flussratenverhiltnisses

10/12.5/15 mM.

Pumpe 3: Diisopropylether

Reaktor: RADH-CatIBs (GFIL8, 55 mg/12 U) in einer 5 x 50 mm Omnifit-
Saule

Flussraten: Pumpe 1: 30 uL/min

Pumpe 2: 3 pL/min
Pumpe 3: 33 uL/min

Tabelle 20. Genaue Einwaagen und Mengen der hergestellten Reaktionsmischungen.

Endkonzentration 2.0 mM 10 mm 12.5 mMm 15 mMm

Keton 96 [mg|uL] 1.20.9 6.2(4.7 7.7/5.9 9.37.0
Keton 96 [mmol] 0.01 0.04 0.05 0.06
2-MeTHF [uL] 300 300 300 300
NADPH [mg] 7.1 35 44 53
Puffer [mL] 3.7 3.7 3.7 3.7
Endvolumen [mL] 4.0 4.0 4.0 4.0

Synthese im geschlossenen Kreislauf

Die Vorschrift fiir die Synthese entspricht weitestgehend der Vorschrift fiir das
Screening. Die kontinuierliche Synthese des Alkohols 97 wurde mit 2.0 mmM NADPNaz

und 15 mM Substratkonzentration durchgefithrt. Zudem wurde, nachdem der
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Vorlagekolben von Pumpe 2 leergelaufen war, Cyclohexanol hinzugefiigt und das System
fur 90 min gespiilt. Die anderen Pumpen liefen unverandert weiter. Nach 120 h wurden
alle Sammelgefafie vereint, tiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel in
vacuo entfernt. Die Isolierung des Produkts erfolgte saulenchromatographisch
(PE:EtOAc 97:3). Es konnte eine Ausbeute des Alkohols 97 von 92 % (469 mg, 2.99 mmol)
mit 98 %ee erzielt werden. Daraus ergab sich eine Raum-Zeit-Ausbeute von 3.6 g L' h™!
und eine auf den Kofaktor bezogene katalytische Produktivitat von 374 mol/mol.

Der Lauf wurde anschlieBend noch fur weitere 160 h laufen gelassen, jedoch fand hier
nur noch eine Umsatzbestimmung statt.

Rf = 0.25 (PE:EtOAc 9:1); TH NMR (600 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 7.34-7.29 (m, 4H, o-CH,
m-CH), 7.28-7.23 (m, 1H, p-CH), 4.83 (dd, 3/12a5=8.9 und 3.4 Hz, 1H, 1-H), 3.68 (dd,
2ob2a=11.3, 3J2b,1=3.4 Hz, TH, 2-Hp), 3.58 (dd, 2fa2b=11.3, 3a1 = 8.9 Hz, TH, 2-Ha); 13C
NMR (151 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 140.0 (ipso-CH), 128.9 (m-CH), 128.6 (p-CH), 126.2 (o-
CH), 74.22 (C-1), 52.5 (C-2); IR (ATR, Film): 0 = 3546, 3385 (OH), 1494, 1454, 1427, 1248,
1199, 1085, 1062, 1011, 916, 870, 825, 766, 721, 696, 613, 544, 521 cm™'; GC: Siule:
Hydrodex-f-TBDAc, Macherey und Nagel (25 m x 0.25 mm); Tragergas: Ha, 0.6 bar;
Losungsmittel:  MTBE; Methode: 60 °C-15 min, 5.0 °C/min auf 150 °C-5 min;
Retentionszeit: tr [(R)-97] = 11.5 min, R [(5)-97] = 12.4 min.
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4.4.12 HaloTag™-YqjM - Testversuche

Screening im einfachen Durchfluss

Das Screening im einfachen Durchfluss wurde entsprechend der AAV 5 durchgefiihrt
und, wird im Folgenden weiter spezifiziert. Es wurde eine Losung aus 10 mm
Cyclohexenon (108) oder Ethyl-(E)-2-methyl-4-oxo-2-enoat (109) und 1.0/2.0/10 mm
NADPH in KP;i-Puffer (20 mm pH 6.5) ansetzt. Als Enzymreaktor wurde eine Omnifit-
Saule (3 x500.100 mm) mit auf HaloLink™-Resin immobilisierter CHalo-YqjM
verwendet, die (soweit nicht anders angegeben) fir 10 min mit einer 1.0 mm Puffer-FMN-
Losung gespult wurde. Die Flussraten variierten von 10-50 pL/min.

Der Systemdruck betrug 3.0 mbar und der CMP 50 mbar. Es wurden zwei 300 pL
produkthaltige Fraktionen gesammelt, mit MTBE extrahiert und das Losungsmittel in

vacuo entfernt. Die Umsatzkontrolle erfolgte gaschromatographisch.

Kombiniertes System mit HaloTag™-LhADH

Die Vorschrift entsprach im Grunde der AAV 13 fiir das kombinierte System, in dem die
HaloTag™-LbADH fur die Kofaktor-Regenerierung verwendet wurde. Das Produkt
wurde tber 240 min in 30 min-Abstinden gesammelt und anschlielend wurde das
Losungsmittel in vacuo entfernt. Der Riickstand wurde in MTBE gelost und der Umsatz
gaschromatographisch bestimmt. Die Verbindung von Pumpe 2 und Pumpe 3 erfolgte
entweder per Mischplatte oder Y-Stiick.
Pumpe 1 (L6sung 1, kofaktorhaltige wissrige Phase): 15 mm NADPNa; und 1.0 mm FMN
wurden in 3 mL KPi-Puffer (20 mm, pH 6.5, 1.0 mm MgCly) gel6st. Anschlieflend wurden
24 uL 2-Propanol zugegeben.
Pumpe 2: (Lésung 2, gesammelte Losung von Pumpe 1).
Pumpe 3 (Lésung 3, substrathaltige organische Phase): Es wurden 150 mMm Substrat 108
oder 109 in 2-Propanol gelost.
Pumpe 4 (Losungsmittel zur Extraktion, organische Phase): Fur das FLLEX-System wurde
Diisopropylether als Extraktionsmittel verwendet.
Reaktoren: HaloTag™-LbADH, CHalo-YgjM.
Flussraten: Pumpe 1: 30 pL/min

Pumpe 2: 3 uL/min

Pumpe 3: 66 uL/min

Pumpe 4: 30 uL/min
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Cyclohexanon (98)

GC: Saule: Chirasil-DEX-CB, Agilent Technologies (25 m x 0.25 mm)
Retentionszeit: tr = 10.3 min
Tragergas: Ha, 0.6 bar
Losungsmittel: MTBE
Methode: 65 °C-5 min, 5.0 °C min" auf 125 °C.

(R)-2-Methyl-4-oxopentansaureethylester (110)

GC: Saule: Lipodex G, Macherey und Nagel (25 m x 0.25 mm)
Retentionszeit: tr = 10.5 min
Tragergas: H2, 0.6 bar
Losungsmittel: MTBE
Methode: 90 °C-15 min, 10 °C min™" auf 150-5 min °C.
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TH-/13C-NMR-Spektrum (600/151 MHz, DMSO-d¢) der dargestellten Verbindung 25b.
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NMR-Spektren

7-Oxonon-8-ensaureethylester (83)

5.1.2
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TH-/BC-NMR-Spektrum (600/151 MHz, DMSO-d¢) der dargestellten Verbindung 83.
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5.1.3 (R)-Phenylethan-1-ol (17)
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TH-/13C-NMR-Spektrum (600/151 MHz, CDCls) der dargestellten Verbindung 17.
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NMR-Spektren

5.1.4 (R)-3-[(Benzyloxy)methyl]-but-3-en-2-ol (85)
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TH-/13C-NMR-Spektrum (600/151 MHz, DMSO-de) der dargestellten Verbindung 85.
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(S)-7-Hydroxonon-8-ensaureethylester (84)

5.1.5
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TH-/13C-NMR-Spektrum (600/151 MHz, DMSO-de) der dargestellten Verbindung 84.
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NMR-Spektren

(S)-4-Chlor-3-hydroxybutansiureethylester (82)

5.1.6
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TH-/13C-NMR-Spektrum (600/151 MHz, CDCl3) der dargestellten Verbindung 82.
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(R)-2-Chlor-1-phenylethan-1-ol (97)

5.1.7
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TH-/13C-NMR-Spektrum (600/151 MHz, CDCls) der dargestellten Verbindung 97.
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GC-/HPLC-Chromatogramme

5.2 GC-/HPLC-Chromatogramme
5.2.1 (R)-Phenylethan-1-ol (17)

GC (Lipodex G, 25 m x 0.25 mm; MTBE; 15 min-90 °C, 10 °C min™" auf 150 °C; Hz, FID);
tr [(R)-14] = 16.2 min.

10604 16.242

84.0

62.0-

(mVolt)

40.04

18.01

-39
0.0 52 104 (min) 15.6 208 26.0

GC - racemischer Alkohol (Lipodex G, 25 m x 0.25 mm; MTBE; 15 min-90 °C, 10 °C min™'
auf 150 °C; Ha, FID); tr [(S)-17] = 15.6 min, tr [(R)-17] = 16.3 min.

5882 4 16304

46.66 /

34.59
(mVolt)

22344

L k

-1.97 . .
0.0 5.2 104 (mn) 156 20.8

v
(=]
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5.2.2 (R)-3-[(Benzyloxy)methyl]-but-3-en-2-ol (85)

HPLC (Lux Amylose-1, 250 x 4.6 mm; 0.5 mL min~'; UV 208 nm; n-Heptan:2-Propanol
9:1); tr [(R)-85] = 13.2 min.

200

1-13.184
250

200+

150+

100

50+

i
-50 U - L T T g
0o 5.0 10,0 15.0 200 25.0 30.0

HPLC - racemischer Alkohol (Lux Amylose-1, 250 x 4.6 mm; 0.5 mL min™'; UV 208 nm;
n-Heptan:2-Propanol 9:1); tr [(R)-85] = 13.2 min, tr [(5)-85] = 14.9 min.

500

1-13,180

2-14.040

400+

200+

200+

100

i)
-5¢ T T T T T v
0o 50 10,0 15.0 200 25.0 30.0

198



GC-/HPLC-Chromatogramme

5.2.3 (S)-7-Hydroxynon-8-ensaureethylester (84)

GC (Hydrodex-8-TBDAc, 25 m x 0.25 mm; MTBE; 60 min-113 °C, 0.1 °C min™! auf
116 °C, 10 °C min auf 150 °C; Hy, FID); tr [(S)-84] = 93.6 min.

3054 4

24.381

18.234

(mVolt)

12.071

5.91

93.6

-0.24
0.0

T
19.683

T
39367

(oin)

T
59.05

T
78.733

98 416

GC - racemischer Alkohol (Hydrodex-3-TBDAc, 25 m x 0.25 mm; MTBE; 60 min-113 °C,

0.1°C min auf 116 °C, 10 °C min™" auf 150 °C; Hy, FID); tr [(S)-84] = 93.6 min, tr [(R)-

84] = 93.9 min.
2108, 036
/93.5
1691
12.75
(mVolt)
8.58+
441
U 11—
025 T T T T T >
0.0 19.683 39.367 (mun) 59.05 78.733 98.416
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5.2.4 (S)-4-Chlor-3-hydroxybuttersiureethylester (82)

GC (Lipodex G, 25 m x 0.25 mm; MTBE; 120 min-65 °C, 5 °C min™' auf 150 °C; Ho, FID);
R [(S)-77] = 122.6 min.

734y 122 558

6.02

4.74

(mVolt)

3.38

2.06-

s

074 T T T T T T T T >
0.0 284 56.8 (1mm) 852 113.6 142.0

GC - racemischer Alkohol (Lipodex G, 25 m x 0.25 mm; MTBE; 120 min-65 °C, 5 °C min-
1 auf 150 °C; Hy, FID); tr [(S)-82] = 122.5 min, tr [(R)-82] = 124.5 min.

=
220y 12448

521+

22.538
57444 14
(mVolf)

3.966

2.1891

0.411 T T T T T T >
0.0 56.8 (min) 852 113.6 142.0

2
o |
-
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GC-/HPLC-Chromatogramme

5.2.5 (R)-2-Chlor-1-phenylethan-1-ol (97)

GC (Hydrodex-8-TBDAc, 25 m x 0.25 mm; MTBE; 15 min-60 °C, 5 °C min' auf 150 °C-
5 min; Ha; FID); tr [(R)-97] = 11.5 min, tr [(S5)-97] = 12.6 min.

52
3218 4 1 11.492

415 \
30.82
(mVolt)

20.15

9.47

0.0 34 6.8 (min) 10.2 13.6 17.0

GC - racemischer Alkohol (Hydrodex-3-TBDAc, 25 m x 0.25 mm; MTBE; 15 min-60 °C,
5 °C min~" auf 150 °C-5 min; Hy; FID); tr [(R)-97] = 11.5 min, tr [(S)-97] = 12.4 min.

32514 11.525
12.442

19.34-
(mVolt)
12.75+

6.17-

042 \ \ T I I
0.0 34 6.8 (min) 10.2 13.6

Jv
)
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5.2.6 Cyclohexanon (98)

GC (Chirasil-DEX CB, 25 m x 0.25 mm; MTBE; 5 min-60 °C, 5 °C min! auf 125 °C; Hy,
FID); tr (98) = 13.5 min.

68.96 5 13516

54.72
40.48
(mVolt)

26.23

11.99-

|

225 \ \ T \ — >
0.0 36 72 (min) 10.8 14.4 18.0

5.2.7 Cyclohexanol (99)

GC (Chirasil-DEX CB, 25 m x 0.25 mm; MTBE; 5 min-60 °C, 5 °C min™! auf 125 °C; Hy,
FID); tr (99) = 13.5 min.

3721 4 T 10.386

29.61

22.02
(mVolt)
14.43

6.84-

-0.75 : : ‘ >
0.0 3.6 72 (min) 108 14.4 18.0
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