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P u bli k ati o n e nP u bli k ati o n e n   

T eil e   di e s er    Ar b eit    w ur d e n   b er eit s  i n    wi s s e n s c h aftli c h e n  J o ur n al e n   p u bli zi ert   o d er   a uf 

wi s s e n s c h aftli c h e n  K o nf er e n z e n  pr ä s e nti ert.   

J uli a   Hi n d g e s  n e é  Br a  m s ki, J o h a n n e s   D ö b b er,   M ar c.  R.   H a y e s, T h o  m a s  Cl a s s e n,   M arti n a  P o hl, 

J ör g   Pi etr u s z k a, C h e  m  C at  C h e  m.  2 0 2 22 0 2 2 ,   1 4  ( 1 6),   e 2 0 2 2 0 0 3 9 0:  ‘C o v al e ntl y  I  m  m o bili z e d   2  -

D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at    Al d ol a s e  (  D E R A)  f or   Bi o c at al y si s  i n  Fl o  w:    Utili z ati o n  of  t h e  3 -

H y dr o x y al d e h y d e I nt er  m e di at e i n  R e a cti o n   C a s c a d e s  `. 

Ei g e n a nt eil:   

•     Pl a n u n g  d e s  Pr oj e kt e s s o  w o hl i  m   Hi n bli c k  a uf  Z u s a  m  m e n st ell u n g  al s  a u c h  A uf b a u 
d e s  R e a kti o n s -S et -U p s   u  mf a s s e n d  3  D -Dr u c k  g e ei g n et er  A uf s ät z e f ür  S prit z e n p u  m p e.    

•     E nt  wi c kl u n g  d er  g e ei g n et e n  E n z y  m v ari a nt e :   M ut a g e n e s e d er   D E R A E  C ; 
( s y st e  m ati s c h er)  A u st a u s c h  d er  P o siti o n   C 4 7. B er eit st ell u n g  ( Kl o ni er u n g,  E x pr e s si o n, 
T e st u n g  hi n si c htli c h  A kti vit ät,  E n a nti o  m er e n ü b er s c h u s s,  A c et al d e h y d -T ol er a n z)  d er 
o pti  mi ert e n   D E R A  f ür  di e  S y nt h e s e   mit U nt er st üt z u n g  v o n   M ar c   H a y e s.   

•     E nt  wi c kl u n g  ei n er  g e ei g n et e n I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e i n  K o o p er ati o n   mit 
J o h a n n e s   D ö b b er: I  m  m o bili si er u n g   mitt el s   H al o T a gT  M .   O pti  mi er u n g  d er  K o n str u kt e 
u n d  A kti vit ät s b e sti  m  m u n g e n  d er  er st ellt e n I  m  m o bili s at e.  T e st u n g  d er 
L a n g z eit st a bilit ät  u nt er  R e a kti o n s b e di n u n g e n.  

•     D ur c hf ü hr u n g  u n d  A u s  w ert u n g  d er  E x p eri  m e nt e  : Pl a n u n g  d er 
R e a kti o n s o pti  mi er u n g   mitt el s  ei n e s   D e si g n  of  E x p eri  m e nt s ( Pr o gr a  m  m 
D e si g n E x p ert Pr o) i n  K o o p er ati o n   mit   Dr.  T h o  m a s   Cl a s s e n.   D ur c hf ü hr u n g  u n d 
w eit er g e h e n d e   O pti  m  ier u n g ;   D ur c hf ü hr u n g  d er  S y nt h e s e n i  m  k o nti n ui erli c h e n  u n d 
s e  mi -k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s  u n d I s oli er u n g  d er  Pr o d u kt e.  

•     Pr o d u kt a n al yti k  

•     Er st ell u n g  d er  A b bil d u n g e n  u n d  S c h e  m at a  

•     V erf a s s u n g  d e s   M a n u s kri pt s i n  K o o p er ati o n   mit   Dr.  T h o  m a s   Cl a s s e n s o  wi e 
V erf a s s e n  d er S u p p orti n g I nf or  m ati o n . 

 

S h u h a o    Z h a n g,   J uli a    Br a  m s ki,    M ur at   T ut u s,  J ör g   Pi etr u s z k a,    Al e x a n d er    B ö k er,   St ef a n 

R ei ni c k e, A  C S   A p pl.    M at.  I nt erf a c e s.  2 0 1 92 0 1 9 ,  1 1,  3 7,  3 4 4 4 1-3 4 4 5 3:   ́A   Bi o c at al yti c all y A cti v e 

M e  m br a n e  o bt ai n e d  fr o  m I  m  m o bili z ati o n  of  2   -D e s o x y  -D -ri b o s e-5 -p h o s p h at e   Al d ol a s e  o n  a 

P or o u s  S u p p ort .̀  

Ei g e n a nt eil:   

•     D er  Ei g e n a nt eil  b etrifft  d e n  T eil  b z gl.  d er fi n al e n  A n  w e n d u n g  d er  e n z y  m ati s c h 
a kti v e n   M e  m br a n e n i n  ei n e  m  R e a kti o n s -S et   U p.  

•     B er eit st ell u n g  d e s  E n z y  m s  ( E x pr e s si o n,  R ei ni g u n g,  L y o p hili si er u n g) D E R A f ür  di e 
s y nt h eti s c h e  A n  w e n d u n g.  A kti vit ät s  m e s s u n g e n  d er   D E R A  u n d  A u s  w ert u n g  di e s er.  



 
 

•     E nt  wi c kl u n g  d er  S y nt h e s e  m et h o di k  z ur  A n  w e n d u n g  d er   D E R A -M e  m br a n e n i n 
ei n e  m   M e  m br a n -M o d ul.   

•     D ur c hf ü hr u n g  u n d  A u s  w ert u n g  d er  E x p eri  m e nt e s o  wi e  v o n  A c et al d e h y d  -T ol er a n z -
E x p eri  m e nt e n  i n  K o o p er ati o n   mit  S h u h a o  Z h a n g. 

•     K orr e kt ur  u n d  A n p a s s u n g  d e s   M a n u s kri pt e s s o  wi e  d er  S u p p orti n g I nf or  m ati o n s.   
 

St ef a n  R ei ni c k e,  T hil o  Fi s c h er,  J uli a   Br a  m s ki,  J ör g  Pi etr u s z k a,   Al e x a n d er   B ö k er, R S  C   A d v.  

2 0 1 92 0 1 9 ,  9,  2 8 3 7 7-2 8 3 8 6:  ̀Bi o c at al yti c all y  a cti v e   mi cr o g el s  b y  pr e ci pit ati o n  p ol y  m eri z ati o n  of N -

i s o pr o p yl  a cr yl a  mi d e i n t h e  pr e s e n c e  of  a n  e n z y  m e .́ 

Ei g e n a nt eil:   

•     Pr o d u kti o n  u n d  R ei ni g u n g  d e s  E n z y  m s   D E R A.  

•     A kti vit ät s  m e s s u n g e n  d er   D E R A  u n d  A u s  w ert u n g  di e s er.   
•     L y o p hili si er u n g  u n d fi n al e  B er eit st ell u n g f ür  di e   w eit er e n  e x p eri  m e nt ell e n  S c hritt e 

d er   D E R A.  

•     K orr e kt ur  u n d  A n p a s s u n g  d e s   M a n u s kri pt e s s o  wi e  d er  S u p p orti n g I nf or  m ati o n s.   
 

S h u h a o    Z h a n g,    C ar oli n    Bi st erf el d,   J uli a    Br a  m s ki,  N a n e    V a n p arij s,    Br u n o  d e    G e e st,  J ör g 

Pi etr u s z k a,     Al e x a n d er     B ö k er,    St ef a n    R ei ni c k e, Bi o c o n.     C h e  m.  2 0 1 82 0 1 8 , 2 9 ,    1 0 4-1 1 6, 

´Bi o c at al yti c all y   a cti v e   t hi n   fil  m s   vi a   s elf -a s s e  m bl y   of   2 -d e o x y -D  -ri b o s e-5 -p h o s p h at e 

al d ol a s e/ P  NI P A  m  c o nj u g at e s ́ . 

Ei g e n a nt eil:   

•     Pr o d u kti o n  u n d  R ei ni g u n g  d e s  E n z y  m s   D E R A.  

•     A kti vit ät s  m e s s u n g e n  d er   D E R A  u n d  A u s  w ert u n g  di e s er.   

•     L y o p hili si er u n g  u n d fi n al e  B er eit st ell u n g f ür  di e   w eit er e n  e x p eri  m e nt ell e n  S c hritt e 
d er   D E R A.  

•     K orr e kt ur  u n d  A n p a s s u n g  d e s   M a n u s kri pt e s s o  wi e  d er  S u p p orti n g I nf or  m ati o n s.   
 

J uli a  Br a  m s ki,   M ar k u s   Di c k,  T h o  m a s   Cl a s s e n, J ör g  Pi etr u s z k a, J  Bi ot e c h n ol, 2 0 1 72 0 1 7 , 2 5 8 ,  5 6-5 8, 

´Pr o bi n g   t h e    A c et al d e h y d e -S e n siti vit y   of   2 -D e o x y  -ri b o s e-5 -p h o s p h at e    Al d ol a s e   (  D E R A) 

L e a d s t o  R e si st a nt  V ari a nt s .́ 

Ei g e n a nt eil:   

•     Pl a n u n g  d e s  Pr oj e kt e s  i n  K o o p er ati o n   mit   Dr.  T h o  m a s   Cl a s s e n. 

•     M ut a g e n eti s c h e  Er st ell u n g  all er   D E R A   -M ut a nt e n, s o  wi e   E x pr e s si o n,  R ei ni g u n g, 
C h ar a kt eri si er u n g ( A kti vit ät s b e sti  m  m u n g e n,  A c et al d e h y d  -T ol er a n z, 
E n a nti o  m er e n ü b er s c h u s s)  di e s er.  



 
 

•     E nt  wi c kl u n g  g e ei g n et er  R ei ni g u n g s pr o gr a  m  m e f ür  di e   D E R A -K o n str u kt e . 
•     D ur c hf ü hr u n g  d er  A c et al d e h y d  -T ol er a n z -E x p eri  m e nt e  f ür  all e   D E R A-V ari a nt e n . 

•     A u s  w ert u n g  d er  E x p eri  m e nt e i n  K o o p er ati o n   mit   Dr.  T h o  m a s   Cl a s s e n.   

•     Er st ell u n g  d er  A b bil d u n g e n  u n d  S c h e  m at a s o  wi e  V erf a s s u n g  d e s   M a n u s kri pt s  u n d 
d er  S u p p orti n g I nf or  m ati o n i n  K o o p er ati o n   mit   Dr.  T h o  m a s   Cl a s s e n.  

 

 

K o nf er e n zt eil n a h  m e nK o nf er e n zt eil n a h  m e n    

Fl o  w     C h e  mi str y   E ur o p e   2 0 2 0,     C a  m bri d g e,    U K  ,   3.-4.     M är z  2 0 2 02 0 2 0 ,     B e n e di kt     B a u  m er, 

J uli a Br a  m s ki,   T er e s a    F ri e dri c h s,     M arti n     W ä s c h er,   T h o  m a s     Cl a s s e n,   J ör g   Pi etr u s z k a,  

 ́T o  w ar d s  a  T o ol b o x f or   C h e  m o e n z y  m ati c   C a s c a d e  R e a cti o n s i n  c o nti n u o u s  Fl o  w .́  

9 t h  I nt er n ati o n al    C o n gr e s s  o n    Bi o c at al y si s,    H a  m b ur g,    D e ut s c hl a n d,  2 6.-3 0 .  A u g u st 2 0 1 82 0 1 8 , 

J uli a Br a  m s ki,    M ar k u s   D  i c k,  T h o  m a s    Cl a s s e n,  J ör g  Pi etr u s z k a,   ́A c et al d e h y d e-d e p e n d e nt 

al d ol a s e s:  u n d er st a n di n g  a n d  o pti  mi z ati o n t o  w ar d s  a n  effi ci e nt  bi o c at al y st .́  

 

A b s c hl u s s ar b eit e nA b s c hl u s s ar b eit e n    

Di e  v orli e g e n d e  Ar b eit  e nt h ält  Er g e b ni s s e  d er f ol g e n d e n  B a c h el or  ar b eit : 

M.   S c.  R e n é    M a xi  mili a n  S c h  mit z  (  H ei nri c h -H ei n e  -U ni v er sit ät   D ü s s el d orf,   B a c h el or ar b eit), 

2 0 1 8, „  O pti  mi er u n g  u n d  bi o c h e  mi s c h e   C h ar a kt eri si er u n g  n e u er  2 -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at -

Al d ol a s e n  a u s  p s y c hr o p hil e n   Or g a ni s  m e n“   

 

Di e  o b e n  g e n a n nt e   B a c h el or a r b eit   w ur d e  u nt er  B etr e u u n g  d e s  A ut or s  d er v orli e g e n d e n  Ar b eit 

d ur c h g ef ü hrt  u n d   w ur d e  e nt s pr e c h e n d  g e k e n n z ei c h n et.  



 
 

I n h alt s v er z ei c h ni s 
 
11  A b k ür z u n g e nA b k ür z u n g e n   1 1  

22  Z u s a  m  m e nf a s s u n gZ u s a  m  m e nf a s s u n g   3 3  

33  A b str a ctA b str a ct   9 9  

44  Ei nl eit u n gEi nl eit u n g   1 61 6  

55  K e n nt ni s st a n dK e n nt ni s st a n d    2 12 1  

5. 1     A c et al d e h y d  a b h ä n gi g e  Al d ol a s e n  2 1  

5. 2     A c et al d e h y d -a b h ä n gi g e  Al d ol as e n i n  d er  or g a ni s c h e n  S y nt h es e  3 1  

5. 3  Fl o  w  C h e  mi e   4 5  

5. 3. 1     Ei nf ü hr u n g i n  di e Fl o  w  C h e  mi e   4 5  

5. 3. 2     Bi o k at al ys at or e n i n  d er Fl o  w  C h e  mi e   5 1  

5. 3. 3     D E R A i n  d er Fl o  w  C h e  mi e   6 3  

66  Ei g e n e  Er g e b ni s s e  –  O pti  mi er u n g  d er   D E R A f ür  di e s y nt h eti s c h e  A n  w e n d u n g   Ei g e n e  Er g e b ni s s e  –  O pti  mi er u n g  d er   D E R A f ür  di e s y nt h eti s c h e  A n  w e n d u n g      6 76 7  

6. 1     U nt ers u c h u n g  d er  A c et al d e h y d  -T ol er a n z  6 7  

6. 1. 1     Er  w eit er u n g  d er   D E R A -C 4 7  -M ut a nt e n bi bli ot h e k:  Kl o ni er u n g   &   C h ar a kt erisi er u n g    6 7  

6. 1. 2     U nt ers u c h u n g  ei n es  alt er n ati v e n I n a kti vi er u n gs  m e c h a nis  m us:  Ei nfl uss  T hr  -1 8                       7 7  

6. 2     C h ar a kt eri si er u n g  n e u er  ps y c hr o p hil er   D E R As   8 2  

6. 2. 1     E x pr essi o n  u n d  Pr ot ei nr ei ni g u n g  8 2  

6. 2. 2     B esti  m  m u n g  d er  E n z y  m a kti vit ät  u n d  d es  E n a nti o  m er e n ü b ers c h uss es   8 5  

77  Ei g e n e  Er g e b ni s s e  –  D E R A  al s  Bi o k at al y s at or i n  d er Ei g e n e  Er g e b ni s s e  –  D E R A  al s  Bi o k at al y s at or i n  d er Fl o  wFl o  w   C h e  mi eC h e  mi e    8 78 7  

7. 1     I  m  m o bili si er u n g  d er   D E R A 8 8  

7. 1. 1     a ds or pti v e I  m  m o bilisi er u n g  ü b er  ei n e n  P ol y histi di n -T a g  8 9  

7. 1. 2     k o v al e nt e I  m  m o bilisi er u n g  ü b er  d as   H al ot a g T  M -S yst e  m  9 3  

7. 2     Et a bli er u n g  ei n es Fl o  w  S yst e  ms  9 6  

7. 2. 1     O pti  mi er u n g  d er  S y nt h es e  d es   M o n o  -Al d ol pr o d u kt es  als  n e u er   D E R A -B a ust ei n  9 6  

7. 2. 2     R e a kti o ns k as k a d e n i  m s e  mi -k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o ns  m o d us  1 0 6  

7. 2. 3     S y nt h es e  d es  Al d ol k o n d e ns ati o ns pr o d u kt es i  m  k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o ns  m o d us  1 1 0  

7. 2. 4     U nt ers u c h u n g  d er i n sit u  A c et al d e h y d  -B er eitst ell u n g i  m  k o nti n ui erli c h e n  S yst e  m               1 1 3  

88  Z u s a  m  m e nf a s s u n g  u n d  A u s bli c k   Z u s a  m  m e nf a s s u n g  u n d  A u s bli c k   1 1 51 1 5  

8. 1     A c et al d e h y d -t ol er a n z  d er   D E R A:  Ei nfl us s  d er  P o siti o n e n   C ys-4 7  u n d  T hr -1 8  1 1 5  

8. 2     U nt ers u c h u n g  u n b e k a n nt er  ps y c hr o p hil er   D E R As:  Z u g a n g  z u  ei n e  m  effi zi e nt e n 
Bi o k at al ys at or ?  1 1 7  

8. 3     D E R A  al s  Bi o k at al ys at or i n  d er  or g a nis c h e n Fl o  w  S y nt h es e  1 1 9  

8. 4     A us bli c k  1 2 6  

8. 4. 1     D E R A  als  Bi o k at al ys at or   –  w eit er er   O pti  mi er u n gs b e d arf ?   1 2 6  

8. 1. 1     D E R A i n  d er s y nt h etis c h e n Fl o  w  C h e  mi e   1 2 8  



 
 

99  E x p eri  m e nt ell er  T eil  E x p eri  m e nt ell er  T eil  1 3 51 3 5  

9. 1     M at eri ali e n   1 3 5  

9. 1. 1     G er ät e  u n d  S oft  w ar e   1 3 5  

9. 1. 2     C h e  mi k ali e n,  E n z y  m e  u n d  F erti g kits   1 3 7  

9. 1. 3     M e di e n  u n d  St a  m  ml ös u n g e n   1 3 7  

9. 1. 4     Mi kr o or g a nis  m e n,  Pl as  mi d e  u n d   Oli g o n u kl e oti d e   1 3 8  

9. 2     M ol e k ul ar  - u n d   Mi kr o bi ol o gi s c h e   M et h o d e n  1 4 0  

9. 2. 1     Orts g eri c ht et e   M ut a g e n es e   mitt els  P ol y  m er as e k ett e nr e a kti o n   1 4 0  

9. 2. 2     A g ar os e -G el el e ktr o p h or es e   1 4 1  

9. 2. 3     Li g ati o n  u n d  R estri kti o ns v er d a u  1 4 2  

9. 2. 4     Pl as  mi dis oli er u n g  1 4 2  

9. 2. 5     D  N A  - K o n z e ntr ati o ns b esti  m  m u n g  1 4 2  

9. 2. 6     D  N A  -S e q u e n zi er u n g e n  1 4 3  

9. 2. 7     H erst ell u n g  u n d  Tr a nsf or  m ati o n  c h e  mis c h  k o  m p et e nt er  Z ell e n   1 4 3  

9. 2. 8     L a g er u n g  u n d  K ulti vi er u n g  v o n  B a kt eri e ns t ä  m  m e n 1 4 4  

9. 3     Pr ot ei nt e c h ni k e n  1 4 5  

9. 3. 1     Pr ot ei nr ei ni g u n g   mitt els  Affi nit äts c hr o  m at o gr a p hi e  1 4 5  

9. 3. 2     Z ell a ufs c hl uss  1 4 5  

9. 3. 3     E nts al z e n  u n d   U  m p uff er n  v o n  Pr ot ei nl ös u n g e n  1 4 5  

9. 3. 4     Pr ot ei n k o n z e ntr ati o ns b esti  m  m u n g  1 4 6  

9. 3. 5     S  D S -P A  G E  1 4 7  

9. 3. 6     D E R A  -A kti vit äts ass a y  1 4 8  

9. 3. 7     S el e kti vit äts ass a y i n  Al d olri c ht u n g  1 4 9  

9. 3. 8     A kti vit äts b asi ert e   H al b  w erts z eit  m ess u n g:  E n z y  mst a bilit ät  b e z ü gli c h  A c et al d e h y d  u n d 

Cr ot o n al d e h y d   1 5 0  

9. 3. 9     L y o p hilisi er u n g  v o n   H al o T a g -D E R A E  C  1 5 1  

9. 3. 1 0     I  m  m o bilisi er u n g   mitt els   H al ot a gT  M -S yst e  m  1 5 1  

9. 4     C h e  mi s c h e   M et h o d e n   1 5 2  

9. 4. 1     L ös u n gs  mitt el  1 5 2  

9. 4. 2     C hr o  m at o gr a p hi e   1 5 2  

9. 4. 3     S p e zifis c h er   Dr e h  w ert  1 5 3  

9. 4. 4     S p e ktr os k o pis c h e   M et h o d e n  1 5 3  

9. 4. 5     Fl o  w -G er ät e   1 5 4  

9. 4. 6     R es p o ns e -F a kt or  A n al ys e  1 5 5  

9. 4. 7     B esti  m  m u n g  d er r el ati v e n   U  ms ät z e   mitt els   G  C  1 5 8  

9. 5     S y nt h es e v or s c hrift e n  1 5 8  

9. 5. 1     S y nt h es e  v o n ( R )-3 -H y dr o x y o ct a n al   (66 ): Is ol ati o n   &   O pti  mi er u n g 1 5 8  

9. 5. 2     S y nt h es e  v o n ( R )-H y dr o x y o ct a ns ä ur e   (77 ) 1 5 9  



 
 

9. 5. 3     S y nt h es e  v o n ( R )-O ct a n  -1, 3 -di ol  (88 ) 1 6 1  

9. 5. 4     S y nt h es e  v o n ( 6 R )-U n d e c  -1 -e n -4, 6 -di ol  (99 ) 1 6 2  

9. 5. 5     S y nt h es e  v o n ( R )-1 -( B e n z yl a  mi n o) o ct a n-3 -ol  (1 01 0 ) 1 6 3  

9. 5. 6     S y nt h es e  v o n ( E )-O ct  -3 -e n al  (1 11 1 ) 1 6 4  

1 01 0  A n h a n gA n h a n g    1 6 61 6 6  

1 0. 1     G e n  - u n d  Pr ot ei ns e q u e n z e n  1 6 6  

1 0. 1. 1     D er a E  C  (E.  c oli ) 1 6 6  

1 0. 1. 2     H al o T a g  -D E R A E  C  C 4 7  M   1 6 7  

1 0. 1. 3     D E R A E S  (E.  si biri c u  m )   mit   His T a g (  N-t er  mi n al) 1 6 8  

1 0. 1. 4     D E R A P  H  (P.  h al o pl a n ktis )   mit   His T a g (  N-t er  mi n al) 1 6 9  

1 0. 1. 5     D E R A PI  (P.  i n gr a h a  mii)   mit   His T a g (  N-t er  mi n al) 1 6 9  

1 0. 2     O pti  mi er u n g  d es  K o nstr u kt es  d es  F usi o ns e n z y  ms   H al ot a g  -D E R A E  C -C 4 7  M   1 7 1  

1 0. 2. 1     g et est et e  S p a c er -S e q u e n z e n  1 7 1  

1 0. 2. 2     Eff e kt  di v ers er  S p a c er -S e q u e n z e n  a uf  di e  E n z y  m a kti vit ät  1 7 2  

1 0. 3     E x p eri  m e nt ell er  A uf b a u  d er  Fl o  w -A p p ar at ur  1 7 4  

1 0. 4     O pti  mi er u n g  d er  R e a kti o ns b e di n g u n g e n   1 7 5  

1 0. 4. 1     F a ct ori al   D esi g n  of  E x p eri  m e nts  1 7 5  

1 0. 4. 2     R es p o ns e -S urf a c e -D esi g n   1 7 6  

1 0. 4. 3     S cr e e ni n g  d er  Fl ussr at e f ür   D E R A E  C -C 4 7 V   1 7 9  

1 0. 5     G  C   C hr o  m at o gr a  m  m e   1 8 0  

1 0. 6     N  M R  -S p e ktr e n  1 8 0  

1 0. 7     N  M R  S p e ktr e n  d er  Zi el v er bi n d u n g e n   1 8 3  

1 0. 7. 1     (R )-O ct a n  -1, 3 -di ol ( 88 ) 1 8 3  

1 0. 7. 2     (R )-H y dr o x y o ct a ns ä ur e ( 77 ) 1 8 5  

1 0. 7. 3     ( 6R )-U n d e c  -1 -e n -4, 6 -d i ol ( 99 ) 1 8 7  

1 0. 7. 4     (R )-1 -( B e n z yl a  mi n o) o ct a n-3 -ol  1 0  1 8 9  

1 0. 7. 5     (E )-O ct  -3 -e n al  1 1  1 9 1  

1 11 1  Lit er at ur v er z ei c h ni sLit er at ur v er z ei c h ni s   1 9 31 9 3  

1 21 2  F or  m elr e gi st erF or  m elr e gi st er   2 0 72 0 7  

1 31 3  D a n k s a g u n gD a n k s a g u n g    2 0 82 0 8  

1 41 4  Er kl är u n gEr kl är u n g   2 1 12 1 1  
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11  AA B  K  Ü R  Z  U  N  G E  NB  K  Ü R  Z  U  N  G E  N   

OO R  G A  NI S   M E  NR  G A  NI S   M E  N  
C ol  w elli a  p s y c hr er yt hr a e a,   C.  p s y c hr er yt hr a e a,  C P   
E s c h eri c hi a  c oli,  E.  c oli,  E  C  
E xi g u o b a ct eri u  m si biri c u  m,  E. si biri c u  m,  E S  
P s e u d o alt er o  m o n a s  h al o pl a n kti s,  P.  h al o pl a n kti s,  P  H  
P s y c hr o  m o n a s  i n gr a h a  mii, P. i n gr a h a  mii ,  PI 
R h o d o c o c c u s r h o d o c hr o u s,  R. r h o d o c hr o u s  
S h e  w a n ell a  h alif a x e n si s,  S.  h alif a x e n si s, S  H  

  

AA L L  G E   M EI  N E L L  G E   M EI  N E AA B K  Ü R Z  U  N  G E  NB K  Ü R Z  U  N  G E  N  

A c A  A c et al d e h y d  
b p  B a s e n p a ar e  
B S A  b o vi n e s er u  m  al b u  mi n  
C  O S Y   c orr el at e d s p e ctr o s c o p y  
D 5 P   2 -D e s o x y  -D -ri b o s e-5 -p h o s p h at  
D AI B   Di a c et o x yi o d b e n z ol   
D V   Di a st er e o  m er e n v er h ält ni s   
d e o  C E  C  E.  c oli  D E R A  k o di er e n d e s   G e n   
D E R A   2 -D e s o x y  -D -ri b o s e-5 -p h o s p h at  Al d ol a s e  
D E R A C P  2 -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at  Al d ol a s e  a u s C.   p s y c hr er yt hr a e a  
D E R A E  C  2 -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at  Al d ol a s e  a u s E.  c oli  
D E R A E S  2 -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at  Al d ol a s e  a u s E.  si biri c u  m  
D E R A PI  2 -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at  Al d ol a s e  a u s P.  i n gr a h a  mii 
D E R A P  H  2 -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at  Al d ol a s e  a u s P.  h al o pl a n kti s  
D E R A S  H  2 -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at  Al d ol a s e  a u s S . h alif a x e n si s  
D  M S  O   Di  m et h yl s ulf o xi d   
2, 4 -D  N P  H      2, 4 -Di nitr o p h e n yl h y dr a zi n   
D o E   d e si g n  of  e x p eri  m e nt s  
D p nI   Di pl o c o c c u s  p n e u  m o ni a e   
D R P   2 -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at  
D T T   Dit hi ot hr eit ol   
E  C  e n z y  m e  c o  m  mi s si o n  
E  D T A  Et h yl e n di a  mi nt etr a a c et at  
e e  E n a nti o  m er e n v er h ält ni s  
F R  Fl u s sr at e  (e n gl. fl o  w r at e) 
G 3 P   Gl y c er al d e h y d  -3 -p h o s p h at  
G  D  H/ T PI      Gl y c eri n  -3 -p h o s p h at -D e h y dr o g e n a s e/ Tri o s e p h o s p h at  -I s o  m er a s e 
I P T  G I s o pr o p yl-β -D -1 -t hi o g al a kt o p yr a n o si d 
I R I nfr ar ot s p e ktr o s k o pi e 
k  D a  Kil o d alt o n  
K Pi  K ali u  m p h o s p h at  
L B  l y s o g e n y  br ot h 
M S   m a s s s p e ctr o  m etr y   
N A  D  H   Ni c oti n a  mi d a d e ni n di n u kl e oti d   
Ni  -N T A   Ni c k el  -Nitril otri a c eti c  a ci d  
N  M R   n u cl e ar   m a g n eti c r e s o n a n c e  



 
 

2  

O  D   O pti s c h e   Di c ht e   
P  C R  p ol y  m er a s e  c h ai n  r e a cti o n 
P  D B  p r ot ei n  d at a  b a n k 
P E  G  P ol y et h yl e n gl y k ol  
P  NI P A  m     P ol y( N -i s o pr o p yl a cr yl a  mi d)  
p p  m  p art s  p er   milli o n  
r p  m r o u n d s  p er   mi n ut e 
R T  R a u  mt e  m p er at ur  
S  D S  N atri u  m d o d e c yl s ulf at   ( e n gl. s o di u  m  d o d e c yl s ulf at e ) 
T E A  Tri et h a n ol a  mi n  
T B  t errifi c br ot h  
TI  M  Tri o s e p h o s p h ati s o  m er a s e  
w/ v   w ei g ht  p er  v ol u  m e   
W T    Wil dt y p    
v/ v  v ol u  m e  p er  v ol u  m e  
U   U nit ( E n z y  m ei n h eit)   
Z F R E  z ellfr ei er  R o h e xtr a kt  
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22  ZZ U S  A   M   M E  N F  A S S  U  N  GU S  A   M   M E  N F  A S S  U  N  G   

Di e s e   D o kt or ar b eit  b e s c h äfti gt  si c h   mit  d er   O pti  mi er u n g  u n d  A n  w e n d u n g  d er  A c et al d e h y d  -

a b h ä n gi g e n  Al d ol a s e (  D E R A) f ür  u n d i n  d er  or g a ni s c h e n  S y nt h e s e.   C – C  -bi n d u n g s k n ü pf e n d e 

E n z y  m e,     wi e    di e    2 -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at     Al d ol a s e,    bil d e n    ei n e    d er    wi c hti g  st e n  

E n z y  m kl a s s e i n  d er  s y nt h eti s c h e n  A n  w e n d u n g  v o n  Bi o k at al y s at or e n .[ 1,  2] Di e   D E R A  z ei c h n et 

si c h   b e s o n d er s   d ur c h  i hr e   F ä hi g k eit   d er   S y nt h e s e   v o n   c hir al e n    B a u st ei n e n   a u s.   I hr e 

s e q u e n zi ell e   Al d olr e a kti o n  z u  m  d o p p elt e n   Al d ol pr o d u kt  11 ,  b ei  d er  z  w ei  st er e o g e n e   Z e ntr e n 

a uf g e b a ut    w er d e n,    w ur d e  b er eit s  erf ol gr ei c h  i n   d er  I n d u stri e  z ur  S y nt h e s e  v o n  St ati n -

S eit e n k ett e n  et a bli ert. [ 3,  4] D a s  E n z y  m  v er  w e n d et  A c et al d e h y d   (22 )  al s   N u kl e o p hil (  D o n or)  u n d 

ei n e n  el e ktr o p hil e n  Al d e h y d  z ur  Bil d u n g  ei n er  Al d ol str u kt ur.  D a  d a s  g e bil d et e  Al d ol  pr o d u kt  

wi e d er u  m  ei n  el e ktr o p hil er   Al d e h y d i st,  k a n n  ei n   w eit er e s   M ol e k ül   A c et al d e h y d  (22 ) a d di ert 

w er d e n  u n d  e s  e nt st e ht  d a s  d o p p elt e   Al d ol pr o d u kt   11 .    D ur c h  di e  a n s c hli e ß e n d e  s p o nt a n e 

Z y kli si er u n g  z u  m  L a ct ol  33  wir d  ei n e   w eit er e   Al d ol a d diti o n   z ur ü c k g e dr ä n gt  ( v gl. S c h e  m a  1 ). 

D a s  ei nf a c h e   Al d ol pr o d u kt   44  („M o n o al d ol pr o d u kt“)   hi n g e g e n   m a c ht  di e  I s ol ati o n  a uf gr u n d 

s ei n er   h o h e n   R e a kti vit ät  b e s o n d er s   h er a u sf or d er n d.   D e n n o c h  st ellt  e s  ei n  i nt er e s s a nt e s 

Str u kt ur  m oti v  u n d  r ei z v oll er   B a u st ei n  f ür  di e    N at ur st off s y nt h e s e  d ar ,[ 5-9]   w e s h al b  e s  i  m 

F o k u s   d e s  s y nt h eti s c h e n   T eil s   di e s er    Ar b eit  st e ht.   Z u d e  m    er s c h  w ert   u n d  li  miti ert   di e 

m a n g el n d e  T ol er a n z  d er    D E R A  g e g e n  ü b er   i hre  m   ei g e n e n   S u b str at   A c et al d e h y d  (22 )  i hr e n 

Ei n s at z i n  d er  S y nt h e s e st ar k.  

 

S c h e  m a S c h e  m a  11 :  S e q u e n zi ell e  e n a nti o s el e kti v e  Al d olr e a kti o n  d ur c h   D E R A:  S e q u e n zi ell e  e n a nti o s el e kti v e  Al d olr e a kti o n  d ur c h   D E R A--K at al y s e. K at al y s e.  

Di e  ei g e n e n  Er g e b ni s s e  d er  v orli e g e n d e n   Ar b eit   k ö n n e n  i n z  w ei  Pr oj e kt e  g e gli e d ert  w er d e n  , 

di e i n  d e n f ol g e n d e n  K a pit el n  6  u n d  7  s e p ar at  b e h a n d elt   w er d e n.   D a b ei w ar   e s  d a s  Zi el , d ur c h 

K o  m bi n ati o n  b ei d er  Pr oj e kt e  di e   D E R A  al s   Bi o k at al y s at or  z u  v er b e s s er n.   F ür  ei n  b e s s er e s 

V er st ä n d ni s  v o n    A kti vit ät  u n d  S u b str att ol er a n z   w ur d e n    w  eit erf ü hr e n d e  str u kt ur b a si ert e 

U nt er s u c h u n g e n   d ur c h g ef ü hrt,  u  m i  m I d e alf all  ei n e  o pti  mi ert e   D E R A -V ari a nt e   b er eit st ell e n 

z u  k ö n n e n . D af ür   w ur d e   z u n ä c h st  di e  Pr o bl e  m ati k  d er   D E R A  hi n si c htli c h i hr er   m a n g el n d e n 

A c et al d e h y d -T ol er a n z    a dr e s si ert.     D er    F o k u s    l a g    z u  m    ei n e n    a uf      w eit erf ü hr e n d e n 

m e c h a ni sti s c h e n   St u di e n   d er   E  r g e b ni s s e  v o n M ar k u s  Di c k [ 1 0] s o  wi e   d er   Er g e b ni s s e   d er 
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ei g e n e n  M a st er ar b eit  ,[ 1 1] w el c h e si c h   mit  d e  m  Ei nfl u s s  d er   A  mi n o s ä ur e p o siti o n  4 7  d er E.  c oli  

D E R A  b ef a s s  te n.   Hi er z u   w u r de  ei n e   R ei h e  v o n   D E R A -M ut a nt e n    mit   A  mi n o s ä ur e a u st a u s c h 

d e s  C y s -4 7  er st ellt  u n d c h ar a kt eri si ert  (v gl.  T a b ell e  1 ). J e d o c h z ei gt e n  ni c ht all e  V ari a nt e n  di e 

er  w art et e  A c et al d e h y d -T ol er a n z . N e b e n  d er  v o n M ar k u s   Di c k  c h ar a kt eri si ert e n A c et al d e h y d -

t ol er a nt e n V ari a nt e   D E R A E  C -C 4 7  M   w ur d e   s c hli e ßli c h  di e   V ari a nt e   D E R A E  C -C 4 7 V   a uf gr u n d 

i hr er   vi el v er s pr e c h e n d e n    A c et al d e h y d-T ol er a n z   [T 1/ 2 (3 0 0  m M  A c et al d e h y d )   =   3. 3 h ]  u n d 

n a h e z u    Wil dt y p -A kti vit ät  f ür  di e   w eit er e s y nt h eti s c h e  A n  w e n d u n g  a u s g e  w ä hlt. 

T a b ell e T a b ell e  11 :  Er g e b ni s s e  d er   U nt er s u c h u n g  d er i n  di e s er  Ar b eit  er st ellt e n   D E R A:  Er g e b ni s s e  d er   U nt er s u c h u n g  d er i n  di e s er  Ar b eit  er st ellt e n   D E R A--V ari a nt e n.V ari a nt e n.    

D E R AD E R A E  CE  C --
V ari a nt eV ari a nt e    

s p e z.  A kt. [  U/  m g]  s p e z.  A kt. [  U/  m g]     TT 1/ 21/ 2   ( 3 0 0( 3 0 0 m m MM   
A c et al d e h y d)A c et al d e h y d)    

TT 1/ 2 1/ 2 ( 2 0( 2 0 m m MM   
Cr ot o n al d e h y d)Cr ot o n al d e h y d)    

e ee e   [  %][  %]  

C 4 7 F   3. 4  ±  0. 3  1. 4  h     7. 5  mi n      8 6. 4  ±  0. 2  
C 4 7 K   0. 5  ±  0. 1  1. 3  h     1 6  mi n      7 2. 4  ±  0. 1  
C 4 7 R   0. 6  ±  0. 1  1. 7  h     1 9  mi n      7 1. 1  ±  0. 7  
C 4 7 V   1 8. 4  ±  0. 6     3. 3  h     1  h  8 3  ±  0. 2  
C 4 7  G  -T 1 8 V     0. 9  ±  0. 1  1  mi n      1 6  mi n      n. b.  
C 4 7  M   7. 9  ±  0. 1  n. b.     1 4  h  8 5  ±  0. 1  
wt   2 0. 0 9  ±  0. 7     3 7. 5  mi n      3. 7  mi n      8 5  ±  0. 1  

 

N e b e n  di e s e  m   m ut a g e n eti s c h e n   A n s at z   w  u r de  n a c h  alt er n ati v e n   D E R A s  a u s  p s y c hr o p hil e n 

Or g a ni s  m e n  g e s u c ht  .  Ps y c hr o p hil e  E n z y  m e  z ei c h n e n si c h i  m  A ll g e  m ei ne n  d ur c h  ei n e  h ö h er e 

E n z y  m a kti vit ät   u n d   st är k er e   Fl e xi bilit ät   a u s .[ 1 2-1 4]    Di e s   k ö n nt e   si c h   p o siti v   a uf   di e 

bi o k at al yti s c h e  A n  w e n d u n g  a u s  wir k e n. I  m  Z u g e  d e s s e n   w ur d e n  dr ei  p s y c hr o p hil e   D E R A s i  m 

R a h  m e n     d er      B a c h el or ar b eit     v o n R e n é  S c h  mit z a u s    d e n      Or g a ni s  m e n 

E xi g u o b a ct eri u  m  si biri c u  m , P s e u d o alt er o  m o n a s  h al o pl a n kti s  u n d P s y c hr o  m o n a s  i n gr a h a  mii 

n ä h er  u nt er s u c ht . Tr ot z i hr er  h er a u sr a g e n d e n  E n z y  m a kti vit ät,   wi e s e n  all e  dr ei  p s y c hr o p hil e n 

D E R A s  n e g ati v e  A u s  wir k u n g e n  a uf  di e   E n a nti o s el e kti vit ät  a u f,   w e s h al b di e  dr ei  Al d ol a s e n i n 

di e s er  Ar b eit  ni c ht   w eit er v erf ol gt   w ur d e n.  

S c hli e ßli c h  b ef a s st e   si c h   d a s  z  w eit e   Pr oj e kt    mit   d er  k o n kr et e n    A n  w e n d u n g   d er    D E R A, 

n ä  mli c h    d er     D E R A -V ari a nt e n    D E R A E  C -C 4 7  M    u n d    i n s b e s o n d er e   D E R A E  C -C 4 7 V  .   D er 

S c h  w er p u n kt l a g  a uf  d er  Et a bli er u n g  ei n e s  k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s a uf b a u s ,  u  m  di e   D E R A 

al s   Bi o k at al y s at or i n  d er Fl o  w -C h e  mi e  a n z u  w e n d e n.   B e s o n d er s i n  d er   D E R A  -k at al y si ert e n 

Al d olr e a kti o n     k a n n     d er Fl o  w -M o d u s      Z u g a n g     z u    d e  m    bi s h er     u n z u g ä n gli c h e n 

M o n o al d ol pr o d u kt   44     er  m ö gli c h e n.    D a z u      w ur d e     z u n ä c h st     ei n e     g e ei g n et e 

I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e  f ür   di e    D E R A   e nt  wi c k elt.  F ür   di e  I  m  m o bili si er u n g    w ur d e   i n 

K o o p er ati o n    mit J o h a n n e s    D ö b b er  d e s  I n stit ut s  f ür   Bi o -  u n d    G e o  wi s s e n s c h aft e n  (I B  G -1: 

Bi ot e c h n ol o gi e)   d e s   F or s c h u n g s z e ntr u  m s  J üli c h    ei n e   k o v al e nt e     M et h o d e   mit hilf e   v o  m   
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H al o T a g T  M -S y st e  m   g e  w ä hlt,   n a c h d e  m   ei n   a d s or pti v er     A n s at z   a uf gr u n d   v o n   st ar k e n 

L e a c hi n g -Eff e kt e n  v er  w orf e n    w ur d e.   A uf  di e s e    W ei s e  k o n nt e n  F e st b ettr e a kt or e n    mit  d er 

i  m  m o bili si ert e n   D E R A f ür  di e  S y nt h e s e i  m Fl o  w  b er eit g e st ellt  w er d e n.   

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  1 : 1 : I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e  d er   D E R A   mit  d e  m   H al o T a gI  m  m o bili si er u n g s str at e gi e  d er   D E R A   mit  d e  m   H al o T a g T   MT   M --S y st e  m.S y st e  m.   Z e ntr al er  S c hritt ist  hi er b ei 
di e   S u bstit uti o n   d es    C hl or at o  ms   d es   Li n k ers   d ur c h    ei n e   As p art at -F u n kti o n alit ät   d es    H al o T a g T  M  ( hi er 
v er ei nf a c ht  als  gr a u er   H al b kr eis  d ar g est ellt)  u n d  di e   Bil d u n g  ei n er  k o v al e nt e n   Bi n d u n g  z  wis c h e n  Li n k er  u n d 
H al o T a g T  M . 

A n s c hli e ß e n d  w  u r de  ei n Fl o  w -S y st e  m z ur  S y nt h e s e  v o n  3 -(R )-H y dr o x y al d e h y d e n   ( d a s M o n o  -

Al d ol -Pr o d u kt  66  d er   D E R A ),  al s o  ei n e V er s c hi e b u n g  d e s  Pr o d u kt v er h ält ni s s e s  v o n  d er  S eit e 

d e s   d o p p elt e n    D E R A -Pr o d u kt e s  1  1  al s   ur s pr ü n gli c h e s    H a u pt pr o d u kt   a uf   di e   S eit e   d e s 

I nt er  m e di at e s 66 , e nt  wi c k elt . F ür  di e   O pti  mi er u n g   w ur d e  ei n  s y st e  m ati s c h er   A n s at z   mitt el s 

D e si g n  of  E x p eri  m e nt s  (  D o E)  g e  w ä hlt. H e x a n al   (55 ) di e nt e  al s   M o d ell s u b str at.  Dr ei   e s s e n zi ell e 

P ar a  m et er    w ur d e n    b etr a c ht et:   di e   S u b str at k o n z e ntr ati o n e n   v o n     A c et al d e h y d  (22 )   u n d 

H e x a n al   (55 )  s o  wi e   di e   Fl u s sr at e   u n d   d a  mit   di e    K o nt a kt z eit  ( =   R e a kti o n s z eit)  z  wi s c h e n 

S u b str at  u n d  E n z y  m .  
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S c h e  m a S c h e  m a   22 :    Gr u n dl e g e n d e s    K o n z e pt   z ur    V er s c hi e b u n g   d e s  i niti al e n   Pr o d u kt v er h ält ni s s e s   d er    D E R A:    Gr u n dl e g e n d e s    K o n z e pt   z ur    V er s c hi e b u n g   d e s  i niti al e n   Pr o d u kt v er h ält ni s s e s   d er    D E R A--
R e a kti o n  z ur  g e zi elt e n  S y nt h e s e  d e s   M o n o al d ol pr o d u kt e sR e a kti o n  z ur  g e zi elt e n  S y nt h e s e  d e s   M o n o al d ol pr o d u kt e s   6   mitt el s 6   mitt el s D e si g n  of  E x p eri  m e nt sD e si g n  of  E x p eri  m e nt s   (  D o E).(  D o E).  

N a c h    m e hr er e n    O pti  mi er u n g sr u n d e n    w ur d e n   di e   b e st e n   Er g e b ni s s e    mit   d er    H al o  T a g -

D E R A E  C -C 4 7 V i n  ei n e  m  1 0   c  m l a n g e n  F e st b ettr e a kt or ( Ø  3  m  m,  1 0 0   m  m)   b ei  ei n er  Fl u s sr at e 

v o n   7 0  µ L/  mi n,   0. 2  m ol/ L    A c et al d e h y d   (22 )  u n d   3  Ä q ui v al e nt e n    H e x a n al  (55 )  err ei c ht   ( v gl. 

A b bil d u n g   2 ).   D a b ei  k o n nt e  ei n   U  m s at z  v o n  bi s  z u  9 0 %  er zi elt   w er d e n,  v o n  d e  m  7 3   %  d a s 

g e  w ü n s c ht e      M o n o al d ol pr o d u kt    3 -(R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 )    bil d et e.     Di e      Bil d u n g    d e s 

Al d ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt    ( E )-O ct e n al   (1 11 1 )    al s      N e b e n pr o d u kt    k o n nt e     d ur c h     di e 

V er  w e n d u n g  di e s e s  ei nf a c h e n   D ur c hfl u s s s y st e  m s  e b e nf all s  v erri n g ert   w er d e n.   
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A b bil d u n g A b bil d u n g   22 : : r el ati v er   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n    M o n o al d ol pr o d u ktr el ati v er   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n    M o n o al d ol pr o d u kt  6   6  ( o h n e    M u st er),   N e b e n pr o d u kt (( o h n e    M u st er),   N e b e n pr o d u kt (EE )-)-
O ct e n al ( g e kr e u zt e s    M u st er)  u n d  d o p p elt e  m   Al d ol pr o d u kt (li n k s g ä n gi g e   Q u er str eif e n)  s o  wi e  v er bli e b e n e s O ct e n al ( g e kr e u zt e s    M u st er)  u n d  d o p p elt e  m   Al d ol pr o d u kt (li n k s g ä n gi g e   Q u er str eif e n)  s o  wi e  v er bli e b e n e s 
S u b str at    H e x a n alS u b str at    H e x a n al   ( 5)( 5)   (r e c ht s g ä n gi g e    Q u er str eif e n),    w el c h er   b ei   d e  m   S cr e e ni n g   d er   Fl u s sr at e   b ei   d er (r e c ht s g ä n gi g e    Q u er str eif e n),    w el c h er   b ei   d e  m   S cr e e ni n g   d er   Fl u s sr at e   b ei   d er 
V er  w e n d u n g  d er   H al oV er  w e n d u n g  d er   H al o  T a gT a g --D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7 V  al s  Bi o k at al y s at or (  Ø  3,  L  1 0 0C 4 7 V  al s  Bi o k at al y s at or (  Ø  3,  L  1 0 0    m  m)  er zi elt   w or d e n i st.m  m)  er zi elt   w or d e n i st.    

 

D  a s   et a bli ert e   S y nt h e s e pr ot o k oll   d e s     M o n o al d ol pr o d u kt e s  66    w  u r de    a n s c hli e ß e n d   u  m  

i n s g e s a  mt f ü nf  R e a kti o n s k a s k a d e n  i n  k o nti n ui erli c h e  m  u n d  s e  mi-k o nti n ui erli c h e  m    M o d u s 

er  w eit ert.  U  m  di e   M e n g e  a n   M o n o al d ol pr o d u kt   66  a u s  d e  m  er st e n  D E R A  -R e a kti o n s s c hritt  z u 

er h ö h e n , w ur d e n z  w ei   D E R A  -F e st b ettr e a kt or e n  p ar all el  v er  w e n d et  u n d  di e  Pr o d u kt g e  mi s c h e 

a n s c hli e ß e n d  ü b er  ei n  T -St ü c k  v er ei ni gt f ür  di e  F ol g er e a kti o n.  Vi er  R e a kti o n e n,  d ar u nt er  ei n e 

Pi n ni c k -O xi d ati o n   z ur  S y nt h e s e  d er   β -H y dr o x y o ct a n s ä ur e   (77 ),  ei n e  R e d u kti o n    mit    N a B  H4  

z u  m  e nt s pr e c h e n d e n  1, 3 -Di ol   88 ,  ei n e    All yli er u n g sr e a kti o n  u n d   ei n e    A  mi ni er u n g   z u   d e n 

e nt s pr e c h e n d e n   Pr o d u kt e n 99   u n d 1 01 0   w ur d e n  i  m  s e  mi  -k o nti n ui erli c h e n   R e a kti o n s  m o d u s 

erf ol gr ei c h  u  m g e s et zt  ( v gl. S c h e  m a  3 ). 
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S c h e  m a S c h e  m a  33 :  E x p eri  m e nt ell er  A uf b a u  d er  s e  mi:  E x p eri  m e nt ell er  A uf b a u  d er  s e  mi--k o nti n ui erli c h e n  Z  w eik o nti n ui erli c h e n  Z  w ei --St uf e nSt uf e n --S y nt h e s e n. S y nt h e s e n. A n  di e i n   w ässri g e  m 
M e di u  m  d ur c h g ef ü hrt e   D E R A  -k at al ysi ert e  S y nt h es e  d es    M o n o al d ol pr o d u kt es   6 6 w ur d e  ei n e   I nli n e-E xtr a kti o n 
a n g es c hl oss e n.   Di e  or g a nis c h e  P h as e (r ot) ,   w ur d e i n  ei n e  m  K ol b e n f ür K o ns e k uti vr e a kti o n e n  i  m  B at c h-M o d us 
g es a  m  m elt . A n g e g e b e n si n d  di e  A us b e ut e n  d er  is oli ert e n Pr o d u kt e  n a c h s ä ul e n c hr o  m at o gr a p his c h er  R ei ni g u n g. 
B est äti g u n g  d es  K o nfi g ur ati o n  mitt els   Dr e h  w ert b esti  m  m u n g.   

A dr e s si ert     w ur d e   z u d e  m    di e    g e zi elt e     Al d ol k o n d e n s ati o n   z u  m    e nt s pr e c h e n d e n    α ,β -

u n g e s ätti gt e n  Al d e h y d  1 11 1 ,  ei n  Str u kt ur  m oti v  vi el er  Ar o  m a st off e. D ur c h  di e  K o  m bi n ati o n   mit 

ei n er I nli n e -E xtr a kti o n  u n d  ei n e  m  F e st b ettr e a kt or   mit  b a si s c h e  m I o n e n a u st a u s c h h ar z   A -2 1 

w ur d e  ei n  el e g a nt er  S y nt h e s e  w e g  er öff n et.   D a i  m  F all  d er   H al o  T a g -D E R A E  C -C 4 7  M  -V ari a nt e 

d a s  Pr o d u kt v er h ält ni s  b er eit s  st är k er  a uf  d er  S eit e  d e s  A ld ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt e s  1 11 1  l a g, 

w ur d e i  m  F all e  di e s er  S y nt h e s e  di e   H al ot a g  -D E R A E  C -C 4 7 V  a u s g et a u s c ht.   
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S c h e  m a S c h e  m a   44 : :  E x p eri  m e nt ell eE x p eri  m e nt ell e r    A uf b a u r    A uf b a u  d er  k o nti n ui erli c h e n  z  w ei st ufi g e n  S y nt h e s e   d e s d er  k o nti n ui erli c h e n  z  w ei st ufi g e n  S y nt h e s e   d e s   αα ,,ββ --u n g e s ätti gt e n u n g e s ätti gt e n 
Al d e h y d s (Al d e h y d s ( EE )-)-O ct e n alO ct e n al    ( 1 1)( 1 1)  i  m  Fl o  wi  m  Fl o  w--M o d u sM o d u s   . . 

Di e  g e z ei gt e n    Er g e b ni s s e  er  w eit er n  d e n  Ei n s at z  d er    D E R A  i n  d er  or g a ni s c h e n    C h e  mi e, 

i n s b e s o n d er e i n  d er Fl o  w -C h e  mi e  u n d  er öff n e n  di e   M ö gli c h k eit  ei n e s  n e u e n   D E R A  -B a u st ei n s 

d e s    M o n o al d ol pr o d u kt e s  44 . D a  mit  k o n nt e  ei n   Gr u n d st ei n   z ur  g e zi elt e n  S y nt h e s e  v o n  3 -(R )-

H y dr o x y al d e h y d e n  al s  A u s g a n g s p u n kt f ür   w eit er e  R e a kti o n s k a s k a d e n   g el e gt   w er d e n . 

33  AA B S T R  A  C TB S T R  A  C T   

T hi s  d o ct or al t h e si s  d e al s   wit h t h e  o pti  mi z ati o n  a n d  a p pli c ati o n  of  a c et al d e h y d e -d e p e n d e nt 

al d ol a s e  (  D E R A)  f or  a n d  i n   or g a ni c  s y nt h e si s.    C – C   b o n d  li n ki n g  e n z y  m e s,  s u c h  a s  2  -

d e o x yri b o s e -5 -p h o s p h at e   al d ol a s e,   ar e   o n e   of   t h e    m o st  i  m p ort a nt   e n z y  m e   cl a s s e s  i n 

s y nt h e si s. [ 1,  2]  T h e   D E R A  i s  p arti c ul arl y  c h ar a ct eri z e d  b y  it s  a bilit y  t o  s y nt h e si z e  c hir al 

b uil di n g  bl o c k s.  It s  s e q u e nti al  al d ol  r e a cti o n  t o  t h e  d o u bl e  al d ol  pr o d u ct  11 ,  i n   w hi c h  t  w o 

st er e o g e ni c  c e nt er s   ar e   f or  m e d  i n   o n e  r e a cti o n-c a s c a d e ,   h a s   alr e a d y   b e e n  s u c c e s sf ull y 

e st a bli s h e d   i n   i n d u str y   f or   t h e   s y nt h e si s   of   st ati n   si d e   c h ai n s.   T h e   e n z y  m e   u s e s 

a c et al d e h y d e  (22 )  a s  a  n u cl e o p hil e  ( d o n or)  a n d  a n  el e ctr o p hili c  al d e h y d e  t o  f or  m  a n  al d ol 

str u ct ur e.  Si n c e t h e  al d ol f or  m e d i s i n t ur n  a n  el e ctr o p hili c  al d e h y d e,  a f urt h er  a c et al d e h y d e  

m ol e c ul e   (22 )  c a n   b e   a d d e d   a n d  t h e   d o u bl e   al d ol   pr o d u ct  11   i s  f or  m e d.   T h e  s u b s e q u e nt 

s p o nt a n e o u s  c y cli z ati o n  t o  l a ct ol  33  p u s h e s  b a c k  f urt h er  al d ol  a d diti o n  ( s e e Fi g ur e  1 ).  T h e 

si n gl e  al d ol  pr o d u ct  44  ("  m o n o al d ol  pr o d u ct"),  o n t h e  ot h er  h a n d, i s  p arti c ul arl y  c h all e n gi n g 

t o i s ol at e  d u e t o it s  hi g h r e a cti vit y.   N e v ert h el e s s, it r e pr e s e nt s  a n i nt er e sti n g str u ct ur al   m otif 

a n d  a n  attr a cti v e  b uil di n g  bl o c k f or  n at ur al  pr o d u ct s y nt h e si s ,[ 3-7]  w hi c h i s   w h y it i s t h e f o c u s 

of t h e s y nt h eti c  p art  of t hi s   w or k.   H o  w e v er, t h e l a c k  of t ol er a n c e  of   D E R A t o it s  o  w n s u b str at e 

a c et al d e h y d e  (22 ) s e v er el y  c o  m pli c at e s  a n d li  mit s it s  u s e i n s y nt h e si s.  
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Fi g ur e Fi g ur e  11 : : SS e q u e nti al  e n a nti o s el e cti v e  al d ol r e a cti o n  c at al y z e de q u e nti al  e n a nti o s el e cti v e  al d ol r e a cti o n  c at al y z e d   b y   D E R A.b y   D E R A.   

T h e  r e s ult s  of  t h e  pr e s e nt    w or k  c a n  b e  di vi d e d  i nt o  t  w o  pr oj e ct s,    w hi c h  ar e  d e alt    wit h 

s e p ar at el y i n t h e f oll o  wi n g  c h a pt er s  6  a n d  7.  T h e  ai  m  of t h e   w or k   w a s t o i  m pr o v e   D E R A  a s  a 

bi o c at al y st  b y  c o  m bi ni n g  b ot h  pr oj e ct s.  F or  a  b ett er  u n d er st a n di n g  of  a cti vit y  a n d  s u b str at e 

t ol er a n c e, f urt h er  str u ct ur e-b a s e d i n v e sti g ati o n s   w er e  c arri e d  o ut i n  or d er t o i d e all y  pr o vi d e 

a n  o pti  mi z e d   D E R A  v ari a nt.  T o  t hi s  e n d,  t h e  pr o bl e  m s  of   D E R A   wit h  r e g ar d  t o it s l a c k  of 

a c et al d e h y d e  t ol er a n c e   w er e  fir st  a d dr e s s e d.    O n  t h e  o n e  h a n d,  t h e  f o c u s   w a s  o n  f urt h er 

m e c h a ni sti c  st u di e s  of t h e  r e s ult s  of M ar k u s   Di c k [ 8] a n d  t h e  r e s ult s  of t h e  pr e vi o u s   m a st er 

t h e si s[ 9] w hi c h  d e al   wit h t h e i nfl u e n c e  of   a  mi n o  a ci d  p o siti o n  4 7  of t h e E.  c oli  D E R A.   F or t hi s 

p ur p o s e,  a s eri e s  of   D E R A   m ut a nt s   wit h  a  mi n o  a ci d r e pl a c e  m e nt  of   C y s -4 7   w er e  cr e at e d  a n d 

c h ar a ct eri z e d  ( s e e  T a bl e   1 ).    H o  w e v er,  n ot  all  v ari a nt s  s h o  w e d  t h e  e x p e ct e d  a c et al d e h y d e 

r e si st a n c e. I n  a d diti o n t o t h e a c et al d e h y d e -r e si st a nt  v ari a nt   D E R A E  C -C 4 7  M   c h ar a ct eri z e d  b y 

M ar k u s   Di c k , t h e  v ari a nt   D E R AE  C -C 4 7 V   w a s s el e ct e d f or f urt h er s y nt h eti c  a p pli c ati o n  d u e t o 

it s  pr o  mi si n g  a c et al d e h y d e t ol er a n c e ( T1/ 2 ( 3 0 0 m M  a c et al d e h y d e)  =  3. 3  h)  a n d  al  m o st  n o l o s s 

of  e n z y  m ati c  a cti vit y . 

T a bl e T a bl e  11 : : R e s ult s  of t h e st u d y  o n t h e   D E R AR e s ult s  of t h e st u d y  o n t h e   D E R A   v ari a nt s  e x a  mi n e d i n t hi sv ari a nt s  e x a  mi n e d i n t hi s   w or k.w or k.    

D E R AD E R A E  CE  C   v ari a ntv ari a nt      s p es p e cc . . a ca c t.t.  
[  U/  m g][  U/  m g]  

TT 1/ 21/ 2   ( 3 0 0( 3 0 0 m m MM  
a

 
a c et al d e h y dc et al d e h y d e )e )  

TT 1/ 2 1/ 2 ( 2 0( 2 0 m m MM  
c

 
c r ot o n al d e h y dr ot o n al d e h y de )e )  

e ee e   [  %][  %]  

C 4 7 F   3. 4  ±  0. 3  1. 4  h     7. 5  mi n      8 6. 4  ±  0. 2  
C 4 7 K   0. 5  ±  0. 1  1. 3  h     1 6  mi n      7 2. 4  ±  0. 1  
C 4 7 R   0. 6  ±  0. 1  1. 7  h     1 9  mi n      7 1. 1  ±  0. 7  
C 4 7 V   1 8. 4  ±  0. 6     3. 3  h     1  h  8 3  ±  0. 2  
C 4 7  G  -T 1 8 V     0. 9  ±  0. 1  1  mi n      1 6  mi n      n. b.  
C 4 7  M   7. 9  ±  0. 1  n. b.  1 4  h  8 5  ±  0. 1  
wt   2 0. 0 9  ±  0. 7     3 7. 5  mi n      3. 7  mi n      8 5  ±  0. 1  

 

I n  a d diti o n t o t hi s   m ut a g e n eti c  a p pr o a c h,  alt er n ati v e   D E R A s fr o  m  p s y c hr o p hili c  or g a ni s  m s 

w er e s o u g ht,  a s  p s y c hr o p hili c  e n z y  m e s  ar e  g e n er all y c h ar a ct eri z e d  b y  hi g h er  e n z y  m e  a cti vit y 

a n d  gr e at er fl e xi bilit y. [ 1 2-1 4]  T hi s  c o ul d  h a v e  a  p o siti v e  eff e ct  o n t h e  bi o c at al yti c  a p pli c ati o n. 

I n   t h e   c o ur s e   of   t hi s,   t hr e e   p s y c hr o p hili c     D E R A s   fr o  m E xi g u o b a ct eri u  m  si biri c u  m , 

P s e u d o alt er o  m o n a s  h al o pl a n kti s  a n d P s y c hr o  m o n a s  i n gr a h a  mii w er e  i n v e sti g at e d  i n    m or e 
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d et ail  a s  p art  of R e n é  S c h  mit z' s  b a c h el or t h e si s.   D e s pit e t h eir  o ut st a n di n g  e n z y  m e  a cti vit y, 

all  t hr e e  p s y c hr o p hili c    D E R A s  s h o  w e d  si g nifi c a nt  n e g ati v e  eff e ct s  o n   e n a nti o s el e cti vit y, 

w hi c h i s   w h y t h e s e   D E R A s   w er e  n ot  p ur s u e d f urt h er   i n t hi s   w or k. 

Fi n all y,  t h e  s e c o n d  pr oj e ct  d e alt    wit h  t h e  a p pli c ati o n  of    D E R A   i n  s y nt h e si s,  n a  m el y  t h e 

a p pli c ati o n  of t h e   D E R A  v ari a nt s   D E R A E  C -C 4 7  M  a n d i n  p arti c ul ar   D E R A E  C -C 4 7 V.  T h e f o c u s 

w a s  o n  e st a bli s hi n g  a  c o nti n u o u s  r e a cti o n  s et  -u p i n  or d er  t o  u s e   D E R A  a s  a  bi o c at al y st i n 

fl o  w  c h e  mi str y.  E s p e ci all y i n t h e   D E R A-c at al y z e d  al d ol r e a cti o n, t h e fl o  w   m o d e  c a n  pr o vi d e 

a c c e s s   t o   t h e   pr e vi o u sl y   i n a c c e s si bl e     m o n o al d ol   pr o d u ct  44 .   T o   t hi s   e n d,   a   s uit a bl e 

i  m  m o bili z ati o n str at e g y f or   D E R A   w a s fir st  d e v el o p e d. I n  c o o p er ati o n   wit h J o h a n n e s   D ö b b er 

of t h e I n stit ut e  of  Bi o - a n d   G e o s ci e n c e s (I B  G -1:  Bi ot e c h n ol o g y)  at  F or s c h u n g s z e ntr u  m J üli c h, 

a  c o v al e nt    m et h o d  u si n g  t h e    H al o T a g T  M   s y st e  m    w a s  c h o s e n  f or  i  m  m o bili z ati o n  aft er  a n 

a d s or pti v e  a p pr o a c h    w a s  r ej e ct e d  d u e  t o  str o n g  l e a c hi n g  eff e ct s.  I n  t hi s    w a y,  fi x e d -b e d 

r e a ct or s   wit h t h e i  m  m o bili z e d   D E R A  c o ul d  b e  u s e d f or s y nt h e si s i n t h e fl o  w.   

 

Fi g ur e Fi g ur e  2 : 2 : I  m  m o bili z ati o n str at e g y   wit h t h e   H al o T a gI  m  m o bili z ati o n str at e g y   wit h t h e   H al o T a g T   MT   M --s y st e  m.s y st e  m.   T h e c e ntr al st e p  h er e is t h e s u bstit uti o n  of t h e 
c hl ori n e  at o  m  of  t h e li n k er  b y  a n  as p art at e f u n cti o n alit y  of  t h e   H al o T a g T  M  ( s h o  w n  h er e  si  m plifi e d  as  a  gr a y 
s e  mi cir cl e)  a n d t h e f or  m ati o n  of  a  c o v al e nt  b o n d  b et  w e e n t h e li n k er  a n d   H al o T a g T  M . 

S u b s e q u e ntl y,  a  fl o  w  s y st e  m  f or  t h e   s el e cti v e  s y nt h e si s  of  3 -(R )-h y dr o x y al d e h y d e s  4  4  w a s 

d e v el o p e d , i. e. s  wit c hi n g  t h e  pr o d u ct r ati o fr o  m t h e si d e  of t h e i niti al   m ai n  pr o d u ct pr o d u ct  11  

t o t h e  si d e  of t h e i nt er  m e di at e 44 .  A  s y st e  m ati c  a p pr o a c h  u si n g   D e si g n  of  E x p eri  m e nt s (  D o E) 

w a s  c h o s e n  f or  t h e  o pti  mi z ati o n.   H e x a n al   (55 ) s er v e d  a s  a    m o d el  s u b str at e.  T hr e e  e s s e nti al 

p ar a  m et er s     w er e   c o n si d er e d:   t h e   s u b str at e   c o n c e ntr ati o n s    of    a c et al d e h y d e  (22 )   a n d 

h e x a n al  (55 ) a s   w ell  a s  t h e  fl o  w  r at e  a n d  t h u s  t h e  c o nt a ct  ti  m e  ( =  r e a cti o n  ti  m e)  b et  w e e n 

s u b str at e  a n d  e n z y  m e.  
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Fi g ur e Fi g ur e  33 : : BB a si c c o n c e pt f or s  wit c hi n g t h e i niti al  pr o d u ct r ati oa si c c o n c e pt f or s  wit c hi n g t h e i niti al  pr o d u ct r ati o   of t h e   D E R A r e a cti o n f or t h e t ar g et e d s el e cti v e of t h e   D E R A r e a cti o n f or t h e t ar g et e d s el e cti v e 
s y nt h e si s  of t h e s y nt h e si s  of t h e  mm  o n o al d ol  pr o d u cto n o al d ol  pr o d u ct  6   6  b y   m e a n s  of   D e si g n  of  E x p eri  m e nt s (  D o E).b y   m e a n s  of   D e si g n  of  E x p eri  m e nt s (  D o E).   

Aft er  s e v er al  r o u n d s  of  o pti  mi z ati o n,  t h e  b e st  r e s ult s    w er e  a c hi e v e d    wit h  t h e    H al o  T a g -

D E R A E  C -C 4 7 V i n fi x e d  -b e d r e a ct or (  Ø  3   m  m,  1 0 0   m  m)  at  a fl o  w r at e  of  7 0  µ L/  mi n,  0. 2  m ol/ L 

a c et al d e h y d e  (22 ) a n d  3  e q ui v al e nt s  of  h e x a n al  (55 ) ( s e e Fi g ur e  4 ).   A  c o n v er si o n  of  u p t o  9 0 % 

w a s  a c hi e v e d,  of   w hi c h  7 3   % f or  m e d t h e  d e sir e d   m o n o al d ol  pr o d u ct   3 -(R )-h y dr o x y o ct a n al  (66 ). 

T h e f or  m ati o n  of t h e  u n d e sir e d  al d ol c o n d e n s ati o n  pr o d u ct ( E )-o ct e n al  (1 11 1 ) w a s  al s o r e d u c e d 

b y  u si n g t hi s si  m pl e fl o  w s y st e  m.  
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Fi g ur e Fi g ur e  44 : : R el ati v e  c o n v er si o n s t o  w ar d s t h e  d e sir e d R el ati v e  c o n v er si o n s t o  w ar d s t h e  d e sir e d  m o n om o n o    al d ol  pr o d u ctal d ol  pr o d u ct  6  ( 6  (n o  p att er nn o  p att er n )), t h e si d e, t h e si d e--pr o d u ct (pr o d u ct ( EE )-)-
o ct e n alo ct e n al   1 11 1  ( (cr o s s  p att er ncr o s s  p att er n ) ) a n d t h e  d o u bl e  al d ol  pr o d u cta n d t h e  d o u bl e  al d ol  pr o d u ct  ( (l eftl eft--h a n d e d stri p e sh a n d e d stri p e s ) ) a s   w ell  a s r e  m ai ni n g s u b str at e a s   w ell  a s r e  m ai ni n g s u b str at e 
h e x a n alh e x a n al  (5 ) ( (5 ) (ri g htri g ht--h a n d e d  stri p e sh a n d e d  stri p e s )),   w hi c h  ar e  d et er  mi n e d i n t h e  s cr e e ni n g  of t h e fl o  w r at e  u si n g   H al o T a g,   w hi c h  ar e  d et er  mi n e d i n t h e  s cr e e ni n g  of t h e fl o  w r at e  u si n g   H al o T a g--
D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7 V (  Ø  3,  L  1 0 0C 4 7 V (  Ø  3,  L  1 0 0    m  m).m  m).    

T h e  e st a bli s h e d s y nt h e si s  pr ot o c ol  of t h e   m o n o al d ol  pr o d u ct  6  6  w a s t h e n  e xt e n d e d i n t h e f or  m 

of fi v e r e a cti o n  c a s c a d e s i n  c o nti n u o u s  a n d  s e  mi -c o nti n u o u s   m o d e. I n  or d er t o i n cr e a s e t h e 

a  m o u nt  of   m o n o al d ol  pr o d u ct  66  fr o  m  t h e fir st  r e a cti o n  st e p,  t  w o   D E R A fi x e d-b e d  r e a ct or s 

w er e  u s e d  i n  p ar all el  a n d  t h e  pr o d u ct    mi xt ur e s   w er e  t h e n  c o  m bi n e d  vi a  a  T  -pi e c e  f or  t h e 

s u b s e q u e nt  r e a cti o n.  F o ur  r e a cti o n s,  i n cl u di n g  a P i n ni c k  o xi d ati o n  t o  s y nt h e si z e  t h e   β -

h y dr o x y o ct a n oi c   a ci d  (77 ),   a  r e d u cti o n    wit h    N a B  H4   t o  t h e   c orr e s p o n di n g   1, 3-di ol  88 ,   a n 

all yl ati o n r e a cti o n  a n d  a n  a  mi n ati o n  r e s ulti n g i n t h e  c orr e s p o n di n g  pr o d u ct s 99  a n d 1 01 0  w er e 

s u c c e s sf ull y  c arri e d  o ut i n s e  mi -c o nti n u o u s r e a cti o n   m o d e.  
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Fi g ur e Fi g ur e  55 :  E x p eri  m e nt al s et:  E x p eri  m e nt al s et--u p  of t h e s e  miu p  of t h e s e  mi --c o nti n u o u s t  w oc o nti n u o u s t  w o --st e p s y nt h e s e sst e p s y nt h e s e s .  T h e   D E R A-c at al y z e d s y nt h esis  of 
t h e   m o n o al d ol  pr o d u ct 66  c arri e d  o ut i n  a q u e o us   m e di u  m   w as f oll o  w e d  b y  a n i nli n e  e xtr a cti o n  usi n g t h e  F L L E X 
s yst e  m.  T h e  or g a ni c  p h as e (r e d)   w as  c oll e ct e d i n  a fl as k f or f urt h er r e a cti o n i n  b at c h   m o d e.  T h e is ol at e d  yi el ds 
aft er c ol u  m n c hr o  m at o gr a p hi c  p urifi c ati o n  ar e s h o  w n.  T h e c o nfi g ur ati o n   w as c o nfir  m e d  b y   m e a ns  of r ot ati o n al 
v al u e  d et er  mi n ati o n.   

T h e t ar g et e d  al d ol c o n d e n s ati o n t o t h e  α ,β -u n s at ur at e d  al d e h y d e,  a str u ct ur al   m otif  of   m a n y 

ar o  m a c o  m p o u n d s,   w a s  al s o  a d dr e s s e d.  T h e c o  m bi n ati o n   wit h  a n i nli n e e xtr a cti o n  a n d  a fi x e d 

b e d r e a ct or   wit h  b a si c i o n  e x c h a n g e r e si n   A -2 1  o p e n e d  u p  a n  el e g a nt  s y nt h e si s r o ut e.  Si n c e 

i n t h e  c a s e  of t h e H  al o T a g -D E R A E  C -C 4 7  M  v ari a nt t h e  pr o d u ct r ati o   w a s  alr e a d y   m or e  o n t h e 

si d e  of  t h e  al d ol  c o n d e n s ati o n  pr o d u ct,  t h e  H  al o T a g -D E R A E  C -C 4 7 V   w a s  e x c h a n g e d i n  t hi s 

s y nt h e si s.  
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Fi g ur e Fi g ur e  66 :  E x p eri  m e nt al s et:  E x p eri  m e nt al s et--u p  of u p  of  tth e c o nti nh e c o nti n uu o u s o u s  fl o  w   m o d e t  w ofl o  w   m o d e t  w o--st e p s y nt h e si s  of st e p s y nt h e si s  of αα ,,ββ --u n s at ur at e d  al d e h y d e u n s at ur at e d  al d e h y d e 
((EE )-)-o ct e n alo ct e n al   ( 1 1)( 1 1). .   

T h e  r e s ult s   e x p a n d  t h e  f urt h er   u s e   of    D E R A  i n   or g a ni c  c h e  mi str y,   e s p e ci all y  i n  fl o  w 

c h e  mi str y,  a n d  o p e n  u p  t h e  p o s si bilit y  of  a  n e  w    D E R A  b uil di n g  bl o c k  of  t h e    m o n o al d ol 

pr o d u ct.  T hi s  h a s l ai d t h e f o u n d ati o n f or t h e t ar g et e d  s y nt h e si s  of  3 -(R )-h y dr o x y al d e h y d e s 

a s  a st arti n g  p oi nt f or f urt h er r e a cti o n  c a s c a d e s.  
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44  EE I  N L EI T  U  N  GI  N L EI T  U  N  G  

„   W er   ni c ht s   al s    C h e  mi e  v er st e ht,  v er st e ht   a u c h   di e   ni c ht  r e c ht“,  s o    G e or g    C hri st o p h 

Li c ht e n b er g ,  ei n  d e ut s c h er  P h y si k er.[ 1 5] Li c ht e n b er g   bri n gt  d a  mit  z u  m   A u s dr u c k ,   w a s f ür 

vi el e    Wi s s e n s c h aftl er  h e ut z ut a g e  e s s e nti ell i st:  Ei n e  i nt er di s zi pli n är e Z u s a  m  m e n ar b eit.  S o i st 

di e  P h y si k  u n erl ä s sli c h f ür  d a s  St u di u  m  d er   C h e  mi e,  di e   Bi ol o gi e  n ur  s c h  w er  z u  b e gr eif e n 

o h n e    ei n    gr u n dl e g e n d e s    V er st ä n d ni s    d er      C h e  mi e.    D a s    P ot e n zi al    ei n er    s ol c h e n 

i nt er di s zi pli n är en     M e hr s pr a c hi g k eit    di v er s er     n at ur  wi s s e n s c h aftli c h e r    Di s zi pli n e n 

v er d e utli c ht si c h  b ei s pi el s  w ei s e  b ei  d e  m  n e u et a bli ert e n  F a c h g e bi et  d er  Bi o ni k,   w el c h e  b er eit s 

i n i hr e  m    W ortl a ut di e  V er s c h  m el z u n g  d er  Bi ol o gi e („ Bi o“  -)  u n d  T e c h ni k (-„ ni k“) a b bil d et . U  m 

Pr o bl e  m e z u l ö s e n  u n d  d a s  L e b e n z u erl ei c ht er n   wir d I n s pir ati o n i n  d er   N at ur  g e s u c ht.  E b e n s o 

di e   N at ur  z u  m  V or bil d  ni  m  mt  si c h   d a s   Gr e n z g e bi et  z  wi s c h e n  d er  or g a ni s c h e n  C h e  mi e  u n d 

d er    Bi o c h e  mi e,   di e   Bi o or g a ni k .  S ei e n   e s   n üt zli c h e  „ Pr o d u kt e“   d er    N at ur  i n   F or  m   v o n 

N at ur st off e n,   w el c h e  si c h  al s t h er a p e uti s c h   wir k s a  m  er  w ei s e n  o d er  ei n  b e s o n d er s  el e g a nt  er 

S y nt h e s e  w e g ,  z u w el c h e  m   di e   N at ur  di e    Wi s s e n s c h aft i n s piri ert,  b ei d e s   wir d i  m  B er ei c h  d er 

Bi o or g a ni k  a dr e s si ert.  

Ei n e  s ol c h er  n üt zli c h e n I n s pir ati o n e n  si n d  E n z y  m e ,  kl ei n e    W u n d er  w aff e n  d er   N at ur. Di e s e 

f a s zi ni er e n d e n      Bi o k at al y s at or e n    z ei c h n e n     si c h     b e s o n d er s     d ur c h    i hr e    el e g a nt e n 

Tr a n sf or  m ati o n e n    mit  h o h e n  S el e kti vit ät e n  a u s  u n d  er  m ö gli c h e n  S y nt h e s e n,    w el c h e    mit 

kl a s si s c h e n    c h e  mi s c h e n     M et h o d e n    g ar    ni c ht    o d er    n ur   s c h  w er   r e ali si er b ar     w är e n . 

Wi s s e n s c h aftl er  h a b e n i hr  P ot e n zi al  er k a n nt  u n d f ür i hr e    s y nt h eti s c h e n  Z  w e c k e  ei n g e s et zt. 

G e g e n ü b er   d er  c h e  mi s c h e n   G e g e n s pi el er , wi e  b ei s pi el s  w ei s e    M et all k at al y s at or e n  , h e b e n  si e 

si c h    in s b e s o n d er e    d ur c h   i hr e    h o h e    St er e o -   u n d    R e gi o s el e kti vit ät    s o  wi e   i n   i hr er 

v er gl ei c h s  w ei s e l ei c ht e n  u n d  effi zi e nt e n  B er eit st ell u n g  h er v or .  Z u d e  m  k a n n  di e  V er  w e n d u n g 

v o n    E n z y  m e n   i n    d er    or g a ni s c h e n     C h e  mi e     M ö gli c h k eit e n    er öff n e n,    S y nt h e s e n    b ei 

m o d er at e  r en   R e a kti o n s b e di n g u n g e n   ( z. B.  i  m    Hi n bli c k   a uf   T e  m p er at ur,    Dr u c k,    A ci dit ät, 

L ö s u n g s  mitt el)   z u   k at al y si er e n ,    w e s h al b   di e    Bi o k at al y s e   a u c h  z u   d e n    W er k z e u g e n   d er 

„ gr ü n e n   C h e  mi e“  g e z ä hlt   wir d .[ 1 6-1 8]  Di e s e  b e s o n d er e   Kl a s s e  d er  Pr ot ei n e  h at  si c h  s o g ar  al s 

n e u e    K at al y s at or kl a s s e  et a bli er e n   k ö n n e n,    w o d ur c h   di e   B e d e ut u n g   d er   E n z y  m e   i n   d er 

m o d er n e n  S y nt h e s e c h e  mi e   v er d e utli c ht   wir d .[ 1 9-2 4]  Di e  vi elf älti g e n  Ei n s at z  m ö gli c h k eit e n  d er 

E n z y  m e   m a c ht  si c h  d er    M e n s c h  s c h o n    l a n g e z u   N ut z e.   A n g ef a n g e n  b ei  m   Bi er br a u e n,  d er 

H er st ell u n g  v o n   H ef et ei g   o d er  K ä s e  bi s  hi n  z u  u n s er er  h e uti g e n  allt ä gli c h e n  V er  w e n d u n g i n 

F or  m   v o n     W a s c h  mitt el n   o d er    m e di zi ni s c h e n   u n d   k o s  m eti s c h e n   E n z y  m pr ä p ar at e n ,   d er 

H er st ell u n g  v o n   P h ar  m a z e uti k a  u n d    A gr ar  -  u n d    Gr u n d c h e  mi k ali e n ,  di e  v o  m    M e n s c h e n 
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ei n g e s et zt e  Eff e kti vit ät  u n d  Effi zi e n z  d er  E n z y  m e  i st  vi elf älti g.[ 2 5] D e n n o c h i st  d a s  P ot e n zi al 

d er  E n z y  m e i  m  Ei n s at z  al s   Bi o k at al y s at or i n  d er  or g a ni s c h e n  S y nt h e s e  n o c h  ni c ht  g ä n zli c h 

a u s g e s c h ö pft.  S o  st ellt  di e   V er  w e n d u n g  v o n   Bi o k at al y s at or e n  di e    Wi s s e n s c h aftl er  a u c h  v or 

H er a u sf or d er u n g e n:    Ei n e   ei n g e s c hr ä n kt e    K o  m p ati bilit ät   v o n   E n z y  m e n   mit   c h e  mi s c h e n 

S u b st a n z e n   u n d   d e n   i n   d er   R e g el   h ar s c h e n   R e a kti o n s b e di n g u n g e n   b ei   S y nt h e s e n  i  m 

I n d u stri e  m a ß st a b  li  miti er e n  i hr e n   Ei n s at z.  A u c h  i hr e   h o h e   S u b str at s p e zifit ät   k a n n   d a s 

S y nt h e s e p ortf oli o  d e utli c h  ei n s c hr ä n k e n.  

Ei n e  i nt er e s s a nt e   E n z y  m kl a s s e,   di e   di e    Bi v al e n z   z  wi s c h e n   i n d u stri ell em    P ot e n zi al   u n d  

H er a u sf or d er u n g e n    b ei    d er    Et a bli er u n g    al s     Bi o k at al y s at or    v er a n s c h a uli c ht  ,   i st    di e 

E n z y  m kl a s s e  d er   Al d ol a s e n.   Al d ol a s e n  g e h ör e n  z u  d er  E n z y  m kl a s s e  d er  L y a s e n  u n d  h a b e n 

C  – C  -bi n d u n g s k n ü pf e n d e  Ei g e n s c h aft e n.  Si e  k at al y si er e n  Al d olr e a kti o n e n  u n d si n d  d a  mit i  m 

Hi n bli c k   a uf   d e n    A uf b a u   v o n  i n d u stri ell   r el e v a nt e n    K o hl e n st off g er ü st e n  ( al s   h ä ufi g er 

B e st a n dt eil   v o n   i nt er e s s a nt e n     N at ur st off e n)   v o n   R el e v a n z.    W ä hr e n d   ei n e   c h e  mi s c h e 

st er e o g e n e    K o ntr oll e  ei n er    Al d olr e a kti o n  ü b er  di e    V er  w e n d u n g  v o n  c hir al e n    A u xili ar e n, 

c hir al er   Al d e h y d e  al s  E d u kt e  o d er   ( a s y  m  m etri s c h e)  K at al y s e  er zi elt    w er d e n  k a n n,  bi et e n 

Al d ol a s e n    mit  i hr er  i n h ä r e nt e n  St er e o-,  R e gi o  s o  wi e    C h e  m o s el e kti vit ät  ei n e  i nt er e s s a nt e 

Alt er n ati v e z u  m  A uf b a u  c hir al er  Al d ol v er bi n d u n g e n. [ 2 6-3 3]  Ei n e i n d u stri ell  b er eit s  v er  w e n d et e 

Al d ol a s e   i st   di e    D e s o x yri b o s e -5 -p h o s p h at -al d ol a s e   (  D E R A).    Al s   ei n zi g er    V ertr et er   d er 

A c et al d e h y d -a b h ä n gi g e n    Al d ol a s e n  fi n d et  si e    A n  w e n d u n g   b ei   d er  c h e  m o e n z y  m ati s c h e n 

S y nt h e s e  d e s  C h ol e st eri n s e n k er s  At or v a st ati n ( 1 21 2 , Li pit or ®) ,   w el c h e s  a uf  di e s el e kti v e D E R A  -

k at al y si ert e   S y nt h e s e  v o n   2, 4 -Di d e s o x y h e x o s e n   11   z ur ü c k gr eift .[ 3,   4,   3 4-3 9]   Di e s e   attr a kti v e 

A n  w e n d u n g   d er     D E R A   i n   d er   or g a ni s c h e n   S y nt h e s e   b er u ht   a uf   ei n er   s e q u e n zi ell e  n  

Al d olr e a kti o n,  ü b er  di e  z  w ei  n e u e  st er e o g e n e    Z e ntr e n  i n  n ur  ei n er   R e a kti o n  a uf g e b a ut 

w er d e n  k ö n n e n   ( v gl. S c h e  m a  5 ). Z u  di e s e  m  Ei n s at z  h at  di e   N at ur  di e    Wi s s e n s c h aft  d ur c h  di e 

u nt er  p h y si ol o gi s c h e n  B e di n g u n g e n  a bl a uf e n d e  Al d ol s p alt u n g,  al s o  ei n e  R etr o -Al d olr e a kti o n  

i n s piri ert. 
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S c h e  m a S c h e  m a   55 : :  SS e q u e n zi ell e   e n a nti o s el e kti v e    Al d olr e a kti o n   u nt er    D E R Ae q u e n zi ell e   e n a nti o s el e kti v e    Al d olr e a kti o n   u nt er    D E R A --K at al y s e   z ur   S y nt h e s e   v o n   2, 4K at al y s e   z ur   S y nt h e s e   v o n   2, 4  --
Di d e s o x y h e x o s e nDi d e s o x y h e x o s e n   1   1   al s    B a u st ei n   d er al s    B a u st ei n   d er   c h ar a kt eri sti s c h e n   St ati nc h ar a kt eri sti s c h e n   St ati n --S eit e n k ett e,    wi e  si e   b ei s pi el s  w ei s e  i  m S eit e n k ett e,    wi e  si e   b ei s pi el s  w ei s e  i  m 
C h ol e st eri n s e n k er  At or v a st ati n (C h ol e st eri n s e n k er  At or v a st ati n (  11 2,  Li pit or ®)  z u fi n d e n i st.2,  Li pit or ®)  z u fi n d e n i st.   

Di e    D E R A   al s    Bi o k at al y s at or  z ei gt   all er di n g s    S c h  w ä c h e n ,    w el c h e  i hr e n   Ei n s at z  i n   d er 

or g a ni s c h e n   C h e  mi e  ei n s c hr ä n kt .  S o  li  miti ert  i hr e n at ürli c h e   g eri n g e   A c et al d e h y dt ol er a n z 

i hr e n  Ei n s at z i n  d er  s y nt h eti s c h e n   C h e  mi e. N a c h d e  m  er st e  St u di e n  u nt er   V er  w e n d u n g  v o n 

m ol e k ul ar bi ol o gi s c h e n   O pti  mi er u n g e n  Erf ol g e  hi n si c htli c h  d er   m a n g el n d e n  T ol er a n z er zi el e n 

k o n nt e n,   z ei gt   di e   o pti  mi ert e     D E R A -V ari a nt e     wi e d er u  m   S c h  w ä c h e n   b e z ü gli c h   i hr er 

e n z y  m ati s c h e n  A kti vit ät. [ 1 0,  1 1] Ei n e  a u sr ei c h e n d  h o h e  E n z y  m a kti vit ät  wi e d er u  m i st  e s s e n  z i ell 

f ür  ei n e  effi zi e nt e  bi o k at al yti s c h e  S y nt h e s e.  D ar ü b er   hi n a u s  fi n d et  bi s h er  l e di gli c h   d a s 

d o p p elt e    Al d ol pr o d u kt  11   d er    D E R A   s y nt h eti s c h e    A n  w e n d u n g ,   ni c ht   a b er   d a s   ei nf a c h e 

Al d ol pr o d u k t 44 .    Gr u n d   d af ür  li e gt   v or   all e  m  i n   d er   S c h  wi eri g k eit  d er  I s ol ati o n   di e s e s 

h o c hr e a kti v e n    M ol e k ül s  44 . D a s   ei nf a c h e   Al d ol pr o d u kt  44 , ei n  3 -H y dr o x y  al d e h y d ,  st ellt  ei ne n  

h ä ufi g i n   N at ur st off e n  a n z utr eff e n d e n  u n d  attr a kti v e n  B a u st ei n  d ar  (v gl.  S c h e  m a  6 ).[ 5-9,  4 0 -4 3]  
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S c h e  m a S c h e  m a  66 :   D E R A:   D E R A--k at al y si ert e s  ei nf a c h e s  Al d ol pr o d u kt ( 3k at al y si ert e s  ei nf a c h e s  Al d ol pr o d u kt ( 3 --H y dr o x y al d e h y dH y dr o x y al d e h y d  ,  4,  4)  al s  str u kt ur ell i nt er e s s a nt e s )  al s  str u kt ur ell i nt er e s s a nt e s 
M oti v f ür   Ar o  m a st off e  b a si er e n d  a uf  u n g e s ätti gt e n   Al d e h y d e n,   R h a  m n oli pi d e n  o d er  di v er s e n ( bi ol o gi s c h M oti v f ür   Ar o  m a st off e  b a si er e n d  a uf  u n g e s ätti gt e n   Al d e h y d e n,   R h a  m n oli pi d e n  o d er  di v er s e n ( bi ol o gi s c h 
a kti v e n)    N at ur st off e n,    w el c h e  a uf  Str u kt ur e n a kti v e n)    N at ur st off e n,    w el c h e  a uf  Str u kt ur e n   d er d er   1, 31, 3 --Di ol e n  o d er  1, 3Di ol e n  o d er  1, 3  --A  mi n o al k o h ol e nA  mi n o al k o h ol e n     e nt h alt e ne nt h alt e n . . D as 
Str u kt ur el e  m e nt,   w el c h es  a uf  d as  ei nf a c h e  Al d ol pr o d u kt  d er   D E R A  z ur ü c k g e ht, ist  r ot h er v or g e h o b e n.   

Z u d e  m s et zt  ei n e  effi zi e nt e   N ut z u n g i  m i n d u stri ell e n   M a ß st a b  ei n e l a n gfri sti g e  St a bilit ät  d e s 

Bi o k at al y s at or s,  s o  wi e  ei n e    Wi e d er v er  w e n d b ar k eit  v or a u s,  ni c ht  z ul et zt  a u c h    w e g e n  d e s 

wirt s c h aftli c h e n   V ort eil s.   Ei n e   m ö gli c h e  L ö s u n g i st  di e I  m  m o bili si er u n g  d e s  Bi o k at al y s at or s  

a uf   ei n er   F e st p h a s e .    Di e   I  m  m o bili si er u n g   er  m ö gli c ht  ni c ht   n ur   di e    A n  w e n d u n g   d er 

k o nti n ui erli c h e n    D ur c hfl u s s c h e  mi e   („Fl o  w “    C h e  mi e),    w el c h e  wi e d er u  m    z a hlr ei c h e   n e u e 

W e g e  d er  R e a kti o n s k a s k a d e n i  m  Si n n e  ei n e s „ B a u k a st e n“   -Pri n zi p s  er öff n e n  k a n n.  E s  k o n nt e 

b er eit s  g e z ei gt   w er d e n , d a s s  di e I  m  m o bili si er u n g  v o n  E n z y  m e n  p o siti v e   A u s  wir k u n g e n  a uf 

di e   St a bilit ät    d e s   E n z y  m s    h a b e n   k a n n. [ 4 4-4 6]    D  i e     V er  w e n d u n g   d er   k o nti n ui erli c h e n 

Fl o  w  C  h e  mi e,   w el c h e  b er eit s  Ei n z u g i  m  B er ei c h  d er   M a s s e n - u n d  F ei n c h e  mi e  g e h alt e n  h at, [ 4 7] 

bi et et  ei ni g e  V ort eil e  g e g e n ü b er  d er  kl a s si s c h e n  B at c h  -S y nt h e s e:  Ei n e  str e n g e   K o ntr oll e  d er 

R e a kti o n s p ar a  m et er   k a n n   ei n e  s c h n ell er e  R e a kti o n s o pti  mi er u n g,  k ür z er e  R e a kti o n s z eit e n, 

g eri n g er e  K o st e n  u n d  Z u g a n g  z u  n e u e n  R e a kti o n s pr o d u kt e n   er  m ö gli c h e n .[ 4 8-5 3]  

A u s  di e s e  m   Gr u n d  b e s c h äfti gt  si c h   di e  v orli e g e n d e   Ar b eit   mit  d er   O pti  mi er u n g  d er   D E R A 

s o  wi e i hr e  A n  w e n d u n g i n  d er  or g a ni s c h e n  S y nt h e s e.  G a n z i  m  Si n n e  ei n e  s  i nt er di s zi pli n är e n 

Z u s a  m  m e n s pi el s   a dr e s si ert   d a s  er st e  Pr oj e kt    m ol e k ul ar bi ol o gi s c h e    A n s ät z e   z ur  w eit er e n 

O  pti  mi er u n g  d er  D E R A  hi n si c htli c h i hr er  S u b str att ol er a n z  , w o hi n g e g e n  d a s   z  w eit e  Pr oj e kt 

a uf   di e  s y nt h eti s c h e   A n  w e n d u n g   –   al s o  di e  Ei n b ett u n g  d e s  o pti  mi ert e n  E n z y  m s  i n   ei n e 

c h e  mi s c h e   V er  w e n d u n g  –   u n d  di e  Et a bli er u n g  ei n e s  g e ei g n et e n   R e a kti o n s s y st e  m s   u nt er 

I  m pl e  m e nti er u n g  v o n  v erf a hr e n st e c h ni s c h e n   M et h o d e n i n  F or  m d er Fl o  w  C  h e  mi e  f o k u s si ert 

i st.   B e s o n d er e s     A u g e n  m er k   s oll    hi er b ei   a uf    d er   g e zi elt e n   S y nt h e s e    d e s   ei nf a c h e n 

Al d ol pr o d u kt e s  44  li e g e n,  u  m  s o d a s  bi s h er  u n g e n ut zt e  P ot e n zi al  d er   D E R A -K at al y s e   w eit er 
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a u s z u s c h ö pf e n  u n d  n e u e  bi o k at al yti s c h e  S y nt h e s e  w e g e  d e s  attr a kti v e n  Str u kt ur  m oti v e s  d er 

3 -H y dr o x y al d e h y d e   44  al s  A u s g a n g s s u b st a n z  di v er s er  N at ur st off e  z u  er öff n e n.   
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55  KK E  N  N T  NI S S T  A  N  DE  N  N T  NI S S T  A  N  D   

5. 1     A C  E T A L  D E  H Y  D  A B  H Ä  N  GI  G E A L  D  O L A S E  N  

Di e  i n  di e s er   Ar b eit  f o k u s si ert e n  E n z y  m e  si n d  di e   A c et al d e h y d  -a b h ä n gi g e n   Al d ol a s e n.  Si e 

bil d e n  ei n e  d er  vi er   Gr u p p e n,   w el c h e i  m   All g e  m ei n e n  b ei   Al d ol a s e n  z u  u nt er s c h ei d e n  si n d 

u n d z ä hl e n z u  d er  E n z y  m kl a s s e  d er  L y a s e n ( E  C  4. 1 .). I  m  R a h  m e n  ei n er ( R etr o-)  Al d olr e a kti o n 

a dr e s si er e n   si e    d ur c h   di e     C – C     Bi n d u n g s k n ü pf u n g   ( b z  w.     Bi n d u n g s b  ru c h)    ei n er   d er 

f u n d a  m e nt al e n  R e a kti o n e n  i n  d er  or g a ni s c h e n  S y nt h e s e  u n d  d er    N at ur. [ 1,  5 4]  Gr u n dl a g e 

di e s er   Al d olr e a k ti o n i st  di e   A kti vi er u n g  ei n e s  n u kl e o p hil e n   D o n or s i n  F or  m  ei n e s   Al d e h y d s 

o d er    K et o n s   u n d   di e   a n s c hli e ß e n d e    V er k n ü pf u n g     mit   ei n e  m   el e ktr o p hil e n    A k z e pt or. 

M e c h a ni sti s c h     w er d e n    b ei   d er     A kti vi er u n g    d e s     D o n or s    z  w ei   T y p e n   v o n     Al d ol a s e n 

u nt er s c hi e d e n.  B ei  d e n  s o g e n a n nt e n  T y p -1   Al d ol a s e n,  z u   w el c h er  a u c h  di e  hi er  v er  w e n d et e 

A c et al d e h y d -a b h ä n gi g e  Al d ol a s e  g e h ört,  b efi n d et si c h i  m  a kti v e n  Z e ntr u  m  ei n  a kti v e s  L y si n, 

w el c h e s   ü b er  di e   C ar b o n ylf u n kti o n alit ät  d e s  n u kl e o p hil e n   D o n or s  u nt er    W a s s e r a b s p alt u n g 

ei n I  mi n ( S c hiff´ s c h e   B a s e)  a u s bil d et.  D ur c h  di e   A u s bil d u n g  di e s e s I nt er  m e di at e s   wir d  di e 

D e pr ot o ni er u n g   d e s   z ur     C ar b o n ylf u n kti o n    α -st ä n di g e n     K o hl e n st off s     mit     Hilf e   ei n er 

b a si s c h e n   A  mi n o s ä ur e  i  m  E n z y  m  f a v ori si ert.   F ol gli c h  e nt st e ht  ei n  E n a  mi n,  d ur c h  d e s s e n 

er h ö ht e  El e ktr o n e n di c ht e  a  m  α -st ä n di g e n  K o hl e n st off  At o  m  d er  n u kl e o p hil e  A n griff  a uf  d a s 

K o hl e n st off at o  m  d e s  A k z e pt or s  erl ei c ht ert   wir d. [ 5 5-5 8]  D e n  T y p  -2  Al d ol a s e n li e gt  ei n  ä h nli c h er 

M e c h a ni s  m u s    z u gr u n d e.    All er di n g s  erf ol gt  hi er  di e    A kti vi er u n g  ü b er  ei n e n    m et alli s c h e n 

C of a kt or,   w el c h er  T eil  d e s  a kti v e n   Z e ntr u  m  s  i st  u n d  al s  ei n e  L e  wi s s ä ur e  f u n gi ert. Z n 2 +  i st 

hi er b ei  v or  wi e g e n d  al s   C of a kt or  z u fi n d e n.  E s  k o  m  mt  z ur  K o or di n ati o n  d e s   C of a kt or s  d ur c h 

d a s   D o n or  m ol e k ül  u n d   f ol gli c h z ur  R e d u zi er u n g  d er  El e ktr o n e n di c ht e.  Di e  a n s c hli e ß e n d e 

D e pr ot o n  ier u n g  erf ol gt  a u c h  b ei  d e n  T y p -2    Al d ol a s e n  ü b er  ei n e  i  m  E n z y  m  v orli e g e n d e 

B a s e .[ 5 9,  6 0] B ei d e  b e s c hri e b e n e n   M e c h a ni s  m e n si n d i n  S c h e  m a  7  g e g e n ü b er g e st ellt.  
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S c h e  m a S c h e  m a  77 :  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d er  R e a kti o n s  m e c h a ni s  m e n  d er  T y p I  u n d  T y p II  Al d ol a s e n.:  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d er  R e a kti o n s  m e c h a ni s  m e n  d er  T y p I  u n d  T y p II  Al d ol a s e n.  

N e b e n  d er  o b e n v or g e st ellt e n  Ei nt eil u n g l a s s e n si c h  di e  Al d ol a s e n  d ar ü b er  hi n a u s  hi n si c htli c h 

i hr er   D o n or  m ol e k ül e  k at e g ori si er e n.    W ä hr e n d  di e   Al d ol a s e n  ei n e   Vi el z a hl  a n   A k z e pt or e n 

u  m s et z e n,  si n d  si e  s e hr  s p e zifi s c h   b e z ü gli c h  i hr er    D o n or e n.    M a n   u nt er s c h ei d e t   hi er b ei 

z  wi s c h e n      Di h y dr o x y a c et o n p h o s p h at    (  D  H A P) -,    P yr u v at-    b z  w.    P h o s p h o e n ol p yr u v at -, 

A c et al d e h y d - u n d   Gl y ci n -a b h ä n gi g e n  Al d ol a s e n.   Di e s e si n d i n  T a b ell e  2  a uf g eli st et.  
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T a b ell e T a b ell e  22 :  Ei nt eil u n g  d er  Al d ol a s e n i n  vi er  Kl a s s e n  hi n si c htli c h i hr er   D o n or:  Ei nt eil u n g  d er  Al d ol a s e n i n  vi er  Kl a s s e n  hi n si c htli c h i hr er   D o n or-S-S u b str at e. u b str at e. Di e  n e u  g e k n ü pft e  C  –
C  -Bi n d u n g   w ur d e f ett  h er v or g e h o b e n  u n d  n e u  g e bil d et e  St er e o z e ntr u  m   mit  ei n e  m  St er n  g e k e n n z ei c h n et.   

Kl a s s eKl a s s e    D o n orD o n or    Pr o d u ktPr o d u kt   

1.  D  H A P  Al d ol a s e   

 

 
2.  P yr u v at - u n d  P E P  Al d ol a s e  

o d er      

3.  A c et al d e h y d  Al d ol a s e  

  
4.  Gl y ci n  Al d ol a s e    

 
 

I  m  F ol g e n d e n   wir d  da s  A u g e n  m er k  a uf  di e  A c et al d e h y d -a b h ä n gi g e  Al d ol a s e n  g el e gt ,  d a  di e s e 

i  m  F o k u s  d er  v orli e g e n d e n   Ar b eit  st e he n . Di e s e   Kl a s s e   wir d   bi s h er  v o n  n ur  ei n e r   Al d ol a s e 

r e pr ä s e nti ert,  n ä  mli c h  d er 2 -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at  Al d ol a s e (  D E R A ;  E  C  4. 1. 2. 4) u n d   wir d 

v o  m d e o  C -G e n c o di ert  . Si e z ei c h n et si c h  d a d ur c h  a u s,  d a s s si e  di e  ei n zi g e  Al d ol a s e i st,   w el c h e 

ei n e    Al d olr e a kti o n   z  wi s c h e n  z  w ei    Al d e h y d -M ol e k ül e n  a n st att  ei n e s    Al d e h y d s  u n d  ei n e s 

K et o n s   k at al y si ert. I n   vi v o   k at al y si ert   di e s e s   E n z y  m   di e   R etr o al d olr e a kti o n   v o n   2 -

D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at    (  D R P , 1 31 3 )    z u      Gl y c er al d e h y d -3 -p h o s p h at    (  G 3 P , 1 41 4 )    u n d 

A c et al d e h y d    (22 )  ( s. S c h e  m a  8 ).  Di e    D E R A   ü b er ni  m  mt   d a  mit   di e   S c hl ü s s elf u n kti o n  i  m 

P e nt o s e k at a b oli s  m u s  ( s. S c h e  m a  9 ). Di e  b ei d e n  A b b a u pr o d u kt e   G 3 P   (1 41 4 )  u n d  A c et al d e h y d (22 ) 

w er d e n   a n s c hli e ß e n d   d e n  z e ntr al e n   St off  w e c h s el  w e g e n  ,  wi e   d e  m    Citr at z y kl u s   u n d   d er 

Gl y k ol y s e  z ur   V erf ü g u n g  g e st ellt.   Bi s  h e ut e   w ur d e  k ei n  L e b e  w e s e n  g ef u n d e n,   w el c h e s   k ei n 

f ür   di e    D E R A   c o di er e n d e s    G e n  (d e o  C -G e n)    a u fw ei st.    K o n s e q u e nt er  w ei s e    wir d   d a v o n 

a u s g e g a n g e n ,  d a s s  di e   D E R A  ei n E n z y  m i st,   w el c h e s  u ni v er s ell i n  all e n  L e b e  w e s e n  v ertr et e n 

i st. 

 

S c h e  m a S c h e  m a   88 : : I n  vi v oI n  vi v o   k at al y si ert e   R etr o al d olr e a kti o n  d er  2k at al y si ert e   R etr o al d olr e a kti o n  d er  2 --D e s o x yri b o s eD e s o x yri b o s e  -5 --5 -p h o s p h at   Al d ol a s ep h o s p h at   Al d ol a s e    (  D E R A)(  D E R A)   i  m i  m 
P e nt o s e k at a b oli s  m u s P e nt o s e k at a b oli s  m u s    v o n    2v o n    2 --D e s o x yri b o sD e s o x yri b o s  e -5 -e -5 -p h o s p h at    (p h o s p h at    ( 33 )    z u     Gl y c er al d e h y d)    z u     Gl y c er al d e h y d-3 --3 -p h o s p h at    (p h o s p h at    ( 1 41 4 )    u n d )    u n d 
A c et al d e h y dA c et al d e h y d  (2 (2 ).). 
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S c h e  m a S c h e  m a  99 : I n  vi v o  R e a kti o n  d er   D E R A i  m   N u kl e o si d a b b a u  n a c h : I n  vi v o  R e a kti o n  d er   D E R A i  m   N u kl e o si d a b b a u  n a c h T o z ziT o z zi   et  alet  al ..[ 6 1][ 6 1]  

Di e  er st e  I s oli er u n g  di e s e s  E n z y  m s  g e ht  b er eit s  a uf  di e  j u n g e n  1 9 5 0 er  J a hr e  z ur ü c k.  1 9 5 2 

b e s c hri e b R a c k er  z u  m  er st e n   M al  v o n  d er   D E R A  k at al y si ert e n  R e a kti o n.   Hi er b ei  k o n nt e  ei n e 

U  m s et z u n g  d er  2  -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at   Al d ol a s e  a u s E.  c oli  i n F or  m  v o n  R o hl y s at  u n d  

i s oli ert e  m  E n z y  m  g e z ei gt    w er d e n.[ 6 2]  E s  f ol gt e n  vi el e  J a hr e  d er    Gr u n dl a g e nf or s c h u n g,  i n 

d e n e n   di e    A uf kl är u n g   di e s e s   E n z y  m s   hi n si c htli c h    Gr ö ß e,   Str u kt ur   u n d   k at al yti s c h e  m 

M e c h a ni s  m u s i  m  F o k u s  st a n d e n.  E s  k o n nt e n   D E R A s  a u s  a n d er e n   Or g a ni s  m e n  b e s c hri e b e n 

u n d i s oli ert   w er d e n,   wi e  b ei s pi el s  w ei s e  v o n Pri c er  u n d H or e c k er  1 9 6 0. [ 6 3] S c hli e ßli c h  k o n nt e n  

1 9 6 3  v o n Gr a zi  et  al.  u nt er  V er  w e n d u n g  v o n 1 4 C  -d oti ert e  m  A c et al d e h y d  er st e   m e c h a ni sti s c h e 
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Ei n bli c k e  i n  d e n  k at al yti s c h e n   Z y kl u s  d e s  E n z y  m s  g e  w o n n e n   w er d e n.  Si e  er br a c ht e n  d e n 

N a c h  w ei s   d e s    A u s bil d e n s   ei n er   S c hiff´ s c h e n    B a s e   al s   I nt er  m e di at   d e s   k at al yti s c h e n 

M e c h a ni s  m u s  ,   wi e  er  a u c h f ür  a n d er e   Al d ol a s e n  b er eit s  b e k a n nt   w ar. D ur c h  R e d u kti o n  d er 

S c hiff´ s c h e n    B a s e    mit    N atri u  m b or h y dri d  k o n nt e n  si e  d a s    m ar ki ert e    A c et al d e h y d -D E R A  -

D eri v at  n a c h  w ei s e n. [ 6 4]  Di e  Er g e b ni s s e  k o n nt e n  i  m  F ol g ej a hr  v o n R o s e n  et  al.   b e st äti gt 

w er d e n  .[ 6 5] W eit er e  1 8 J a hr e  v er gi n g e n  bi s V al e nti n -H a n s e n  Er k e n nt ni s s e  ü b er  di e  A n z a hl  a n 

a kti v e n    Z e ntr e n  s o  wi e  di e   A  mi n o s ä ur e n s e q u e n z  v er öff e ntli c ht e.    D e  m z uf ol g e    w ur d e  ei n e 

Gr ö ß e  v o n  2 5 9   A  mi n o s ä ur e n  u n d  ei n  e x a kt e s   M ol e k ul ar g e  wi c ht  v o n  2 7. 7 3 7   k  D a  b e sti  m  mt. [ 6 6] 

D o c h  er st H ei n e   et  al.  g el a n g i  m J a hr e  2 0 0 1   mit  d er  A uf kl är u n g  d er  Kri st all str u kt ur  d er   D E R A 

a u s E.  c oli d e r   a u s c hl a g g e b e n d e     D ur c h br u c h    u n d    e b n et e    s o  mit    d e n      W e g    z u  m 

m e c h a ni sti s c h e n  u n d  str u kt ur ell e n   V er st ä n d ni s  di e s e s  E n z y  m s. [ 5 5] S o  z ei gt e n  si e    mit  ei n er 

h er v orr a g e n d e n  A ufl ö s u n g  v o n  0. 9 9  Å  di e  A u s bil d u n g  d er  S c hiff´ s c h e n  B a s e i  m  k at al yti s c h e n 

M e c h a ni s  m u s  z  wi s c h e n   d e  m   S u b str at   2   -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at  (55 )  u n d   d e  m   L y s -1 6 7. 

Di e s e s  k o n nt e  n a c h   w eit er e n M o d eli n g  u n d   M ut a g e n e s e st u di e n  al s  k at al yti s c h  a kti v e s  L y si n 

i d e ntifi zi ert   w er d e n. E b e nf all s  a  m  k at al yti s c h e n   M e c h a ni s  m u s  b et eili gt i st  ei n   w eit er e s  L y si n 

a n  P o siti o n  2 0 1,  s o  wi e  d a s   A s p -1 0 2.  E s    wir d  v er  m ut et,  d a s s  L y s -2 0 1  d ur c h  s ei n e  p o siti v e 

L a d u n g  a u s s c hl a g g e b e n d  f ür  d e n  v erri n g ert e n  p K s  d e s  k at al yti s c h  a kti v e n  L y s -1 6 7 i st .    Mit 

Hilf e    d e s     A s p  -1 0 2    u n d   ei n e s     w eit er e n     W a s s er  m ol e k ül s    wir d   ei n p r ot o n   s h uffli n g 

s y st e  m  ( Pr ot o n e n v er s c hi e b u n g)    a ufr e c ht     g e h alt e n,     d a s     a u s c hl a g g e b e n d     b ei     d er 

D e pr ot o ni er u n g    d e s      C 2  -K o hl e n st off s    d e s    E n z y  m -S u b str at -D eri v at s    s o  wi e    b ei    d er 

Pr ot o ni er u n g  d e r C 3  -H y dr o x yl gr u p  p e  z u  m  Ei n s at z  k o  m  mt . D er  v o n H ei n e   et  al.  p o st uli ert e 

M e c h a ni s  m u s  i st    i n  S c h e  m a   1 0   d ar g e st ellt .  D e s    W eit er e n     k o n nt e n   b a si er e n d   a uf   d er 

Kri st all str u kt ur   A u s s a g e n  ü b er  di e  Pr ot ei n str u kt ur  g e  m a c ht   w er d e n.   D E R A   w ei st   d e  m n a c h 

d a s   kl a s si s c h e    Str u kt ur  m oti v   d e s   TI  M   ( Tri o s e p h o s p h at-I s o  m er a s e) B arr el s   a uf .  Di e s e 

T erti är str u kt ur   z ei c h n et   si c h   d ur c h   s ei n e   c h ar a kt eri s ti s c h e   A n or d n u n g   v o n   a c ht    β -

F alt bl ätt er n  i  m  In n er e n  d e s  E n z y  m s  a u s.   Di e s e  si n d  ü b er  s o g e n a n nt e L o o p s o d er R a n d o  m 

C oil s  mit   a c ht  ä u ß er e n  α -H eli c e s  v er b u n d e n. [ 6 7] F u n kti o n ell  h a n d elt  e s si c h  b ei  d er   D E R A  u  m 

ei n    M o n o  m er.  E s    w ei st  all er di n g s  str u kt ur ell  ei n e    C 2 -s y  m  m etri s c h e    Di  m erf or  m  a uf.   Di e 

T erti är str u kt ur  d er   D E R A i st i n  A b bil d u n g  3  d ar g e st ellt.  
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S c h e  m a S c h e  m a   1 01 0 :  P o st uli ert er    M e c h a ni s  m u s  d er    D E R A:  P o st uli ert er    M e c h a ni s  m u s  d er    D E R A--k at al y si ert e n   R e a kti o n  n a c h k at al y si ert e n   R e a kti o n  n a c h H ei n eH ei n e   etet   alal ..[ 5 5][ 5 5]..  F ar bli c h 
h er v or g e h o b e n    i n   bl a u:   ( urs pr ü n gli c h   i n    di e    R e a kti o n   ei n g e g a n g e n es)     A c et al d e h y d-M ol e k ül  ;   In   r ot : 
Gl y c er al d e h y d  -3 -p h os p h at -M ol e k ül;    Di e  n e u  g e k n ü pft e   Bi n d u n g  z  wis c h e n  d e  m  a n  d as  L ys   -1 6 7  g e b u n d e n e 
A c et al d e h y d  u n d  d as   Gl y c er al d e h y d -3 -p h os p h at ist s c h  w ar z f ett  k e n ntli c h  g e  m a c ht . 
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A b bil d u n g A b bil d u n g   33 :  TI   M :  TI   M BB arr elarr el   Str u kt ur  d er   D E R A  a u s Str u kt ur  d er   D E R A  a u s E.E.   c olic oli ..  Di e   D ar st ell u n g   w ur d e   mit Di e   D ar st ell u n g   w ur d e   mit C hi  m er aC hi  m er a   ( P  D B  1J  C L) ( P  D B  1J  C L) 
er st ellt.er st ellt.   

N a c h d e  m  d a s  I nt er e s s e   a n  d er   A n  w e n d u n g   d e s  E n z y  m s   al s   Bi o k at al y s at or  g e  w e c kt    w ar , 

w ur d e  n a c h  d er  erf ol gr ei c h e n  Str u kt ur a uf kl är u n g  v er st är kt  a n  d er   O pti  mi er u n g  d er   D E R A 

hi n si c htli c h i hr er  A n  w e n d u n g i n  d er  S y nt h e s e  g e ar b eit et.  B er eit s  2 0 0 3   w ur d e n  V er s u c h e  z ur 

A u s  w eit u n g    d e s    S u b str at s p e ktr u  m s    u nt er n o  m  m e n.    Ei n     N a d el ö hr    d er    k at al yti s c h e n 

A n  w e n d u n g  st ellt  di e  F a v ori si er u n g  v o n  p h o s p h or yli ert e n  S u b str at e n  d ar. D e S a nti s   et  al.  

v er s u c ht e n  d e s h al b  di e   A k z e pt a n z  d er    D E R A  v o n  u n p h o s p h or yli ert e n  S u b str at e n    mitt el s 

M et h o d e n  d e s Pr ot ei n   E n gi n e eri n g   z u   v er b e s s er n .  Si e  er z i elt e n  d ur c h  d a s  Ei nf ü g e n  d er 

P u n kt  m ut ati o n  S 2 3 8  D  ei n e  2. 5 -f a c h  h ö h er e    A kti vit ät  g e g e n ü b er  d er  u n p h o s p h or yli ert e n 

D e s o x yri b o s e  v er gli c h e n    mit  d e  m   D E R A    Wil dt y p.   Di e s e   D E R A   V ari a nt e  a k z e pti ert e  n e b e n 

d e  m   n at ürli c h e n   S u b str at   a u c h   d a s   st eri s c h   a n s pr u c h s v oll er e   3 -A zi d o pr o p a n al. [ 6 8]  Di e 

Ar b eit s gr u p p e  J e n n e  w ei n et  al.   z ei gt e  gr o ß e s  I nt er e s s e  a n  d er    D o  mi n o -Al d olr e a kti o n . Si e 

s u c ht e n    W e g e,  u  m  di e  Pr o d u kti vit ät  d er  R e a kti o n  z u  er h ö h e n, i n d e  m si e  g e zi elt  di e  T ol er a n z 

g e g e n ü b er  d e m   v er  w e n d et e n  S u b str at   C hl or a c et al d e h y d  er h ö ht e n. [ 4] D a b ei  n ut zt e n  si e   d a s 

Pri n zi p    d er Dir e ct e d    E v ol uti o n u n d    i d e ntifi zi ert e n    ei n e      K o  m bi n ati o n    a u s    dr ei 

P u n kt  m ut ati o n e n    ( F 2 0 0I,     S 2 3 8  D,     Y 2 5 9 T)     u n d     ei n er      C -t er  mi n al e n      V erl ä n g er u n g 

( K T  Q L S  C T K   W),    mit  d er  si e  ei n e  1 0-f a c h   h ö h er e   Pr o d u kti vit ät  z u  ( 3 R , 5 S) -6 -C hl or  -2, 4, 6 -

tri d e s o x y h e x a p yr a n o si d  er zi elt e n. U nt er Dir e ct e d  E v ol uti o n  v er st e ht   m a n  di e   O pti  mi er u n g 

u n d   V er ä n d er u n g  v o n  Pr ot ei n e n  u n d    N u kl ei n s ä ur e n  d ur c h    N a c h a h  m u n g  d er  n at ürli c h e n 

S el e kti o n i n  ei n e  m  b e s c hl e u ni gt e n  V erf a hr e n. [ 6 9] Di e  A n  w e n d u n g  d er   D E R A f ür s y nt h eti s c h e 

Z  w e c k e   wir d i  m f ol g e n d e n  K a pit el  5. 2  n o c h  n ä h er  b el e u c ht et.  
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N e b e n  d e n    M et h o d e n  d er    M ut a g e n e s e  z ur   O pti  mi er u n g  u n d    W eit er e nt  wi c kl u n g  d er   D E R A 

i n   d er  S y nt h e s e,  st ellt   di e  S u c h e   n a c h   n e u e n  bi s h er   u n b e k a n nt e n    D E R A s  a u s  a n d er e n 

Or g a ni s  m e n  ei n  alt er n ati v er  A n s at z  z ur   Ü b er br ü c k u n g  d er s y nt h eti s c h e n  Li  miti er u n g e n  d ar. 

A u c h   di e s er    A n s at z    w ur d e   v er  m e hrt   v o n   vi el e n   F or s c h er n    v erf ol gt   u n d   n e u e    D E R A s 

i d e ntifi zi ert. [ 7 0-7 8]   Ei n  b e s o n d er e s    A u g e n  m er k  l a g  a uf  d er   ei n g e s c hr ä n kt e n   T ol er a n z  d er 

D E R A  g e g e n ü b er i hr  e  m  ei g e n e n  S u b str at  A c et al d e y d  (22 ). D  ie  b e o b a c ht et e I n hi bi er u n g  d ur c h 

i hr   S u b str at 22   s c hr ä n kt   d e n    G e br a u c h   d er   ei n zi g e n    A c et al d e h y d -a b h ä n gi g e n    Al d ol a s e 

er h e bli c h  i n  i hr er   A n  w e n d u n g  i  m  s y nt h eti s c h e n   B er ei c h  ei n.   L ö s u n g s a n s ät z e,  u  m  di e s e s 

Pr o bl e  m  z u  u  m g e h e n , si n d  ei n e  d er   wi c hti g st e n  Fr a g e n,   mit  d e n e n  si c h   Ar b eit s gr u p p e n  u. a. 

i  m   B er ei c h  d er   Bi o k at al y s e  b e s c h äfti g e n.  2 0 0 7  k o n nt e n S a k ur a b a  et  al. d ur c h  I s oli er u n g 

z  w ei er    D E R A s   a u s   d e n   h y p ert h er  m o p hil e n    Or g a ni s  m e n P yr o b a c ul u  m   a er o p hil u  m u n d 

T h er  m ot o g a   m ariti  m a  z  w ei  Bi o k at al y s at or e n   mit  er h ö ht er  A c et al d e h y d -St a bilit ät  g e g e n ü b er 

d er   D E R A  a u s E.  c o li pr ä s e nti er e n. [ 7 0] 

D er  gr o ß e   D ur c h br u c h  hi n si c htli c h  d er   A c et al d e h y d  -T ol er a n z  g el a n g  2 0 1 6  Di c k  et  al.  d ur c h 

di e    A uf kl är u n g   d e s   z u gr u n d eli e g e n d e n  I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m u s   d er    D E R A   d ur c h  i hr 

ei g e n e s     S u b str at      A c et al d e h y d  (22 ).[ 1 0]    I n     er st e n      U nt er s u c h u n g e n     k o n nt e    di e 

Ei n g a n g s h y p ot h e s e,  n a c h   w el c h er  di e   Bil d u n g  v o n  S c hiff´ s c h e n   B a s e n  d er  ä u ß er e n  L y si n e 

mit   A c et al d e h y d   (22 ) z u  ei n e  m   A n sti e g  d er   H y dr o p h o bi zit ät  u n d l et zt e n dli c h  z ur  E ntf alt u n g 

d e s  E n z y  m s  f ü hr e,   al s  i niti al e n  I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m u s  a u s g e s c hl o s s e n   w er d e n  .    D af ür 

w ur d e   ei n e    D E R A   a u s C or y n e b a ct eri u  m   b o vi s ,    w el c h e   n ur   ei n   ei n zi g e s   ä u ß er e s   L y si n 

a uf  w ei st, i n  3 0 0  m M   A c et al d e h y d  (22 ) i n k u bi ert. D o c h  a u c h  hi er   w ur d e  ei n e I n a kti vi er u n g  d e s 

E n z y  m s  b e o b a c ht et.  E s  f ol gt e n   w eit er e   U nt er s u c h u n g  z ur   A uf kl är u n g  d er  I n hi bi er u n g  d er 

D E R A  d ur c h i hr  S u b str at  A c et al d e h y d   (22 ). 

Mitt el s   N  M R  -S p e ktr o s k o pi e  d er E.  c oli  D E R A  v or  u n d  n a c h  I n k u b ati o n    mit   1 3 C  -d oti ert e  m  

A c et al d e h y d  (22 ) k o n nt e  ei n  R e a kti o n s pr o d u kt i d e ntifi zi ert   w er d e n,  d a s s  d a s  a kti v e  Z e ntr u  m 

z u   bl o c ki er e n   s c h ei nt.   D ur c h     Er hit z e n    b ei   5 5  °  C   b ei   > 6  h    k o n nt e   bi s   z u   7 0  %   d er 

E n z y  m a kti vit ät  (f ür  d i e di  m er e  F or  m  d er  D E R A E  C  Wil dt y p)    z ur ü c k g e  w o n n e n   w er d e n.  Z ur 

d et ailli ert e n     C h ar a kt eri si er u n g     d e s     i d e ntifi zi ert e n     R e a kti o n s pr o d u kt e s      w ur d e n 

Kri st all str u kt ur e n  d er   D E R A E  C  v or  u n d  n a c h   A c et al d e h y di n k u b ati o n  s o  wi e  n a c h  Er hit z e n 

u nt er s u c ht.  D a b ei   w ur d e  ei n   M ol e k ül  g ef u n d e n,   w el c h e s  k o v al e nt  ü b er  d a s  S c h  w ef el at o  m  d e s 

C y s  -4 7  ü b er  I  mi n bil d u n g  a n  d a s  k at al yti s c h  a kti v e  L y s -1 6 7  g e b u n d e n  i st.   B a si er e n d  a uf 

di e s e n  Er g e b ni s s e n,   w ur d e  v o n  Di c k  et  al.  ei n  I n a kti vi er u n g s  m e c h a ni  m u s  p o st uli ert,  d er  i n 

S c h e  m a  1 1  a b g e bil d et  i st. 
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S c h e m  a  1 1 : D  e r  v o n D  ic k  e t  a l. p o s tu lie rte  In h ib ie ru n g s m  e c h a n is m  u s  d e r  D  E R A , a u s g e h e n d  v o n  s e in e m
S u b s tra t A c e ta ld e h y d  (2 ).[1 0 ]

E s   wir d  a n g e n o  m  m e n,  d a s s si c h  n a c h  Eli  mi ni er u n g  a u s g e h e n d  v o n  d e  m  Al d ol pr o d u kt  a u s 

z  w ei  A c et al d e h y d  m ol e k ül e n  ( 3-  H y dr o x y b ut a n al)  d er  u n g e s ätti gt e  Al d e h y d   Cr ot o n al d e h y d 

a u s bil d et,    w el c h er  v er a nt  w ort li c h  f ür   di e  I n a kti vi er u n g   d e s   E n z y  m s  i st.  I n k u b ati o n   d er  

D E R A E  C mit r ei n e  m   Cr ot o n al d e h y d r e s ulti ert e i n  ei n er  1 0 0  -f a c h st är k er e n I n hi bi er u n g  al s   mit 

A c et al d e h y d ( 2 ),      w o  mit     di e s e     A n n a h  m e    b e st äti gt      w er d e n     k o n nt e.   B er eit s     1  m M 

Cr ot o n al d e h y d  f ü hrt e n  i n n er h al b   v o n    w e ni g er   al s   ei n er   St u n d e   z u   ei n er   v oll st ä n di g e n  

I n a kti vi er u n g  d e s  E n z y  m s.   Di e  er st e n  S c hritt e  d e s  p o st uli ert e n I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m u s 

gl ei c h e n  d e  m  k at al yti s c h e n   M e c h a ni s  m u s  d er   D E R A:  E s  k o  m  mt  z ur I  mi n bil d u n g  z  wi s c h e n 

d er   C ar b o n ylf u n kti o n alit ät  d e s  S u b str at e s   A c et al d e h y d ( 2 ) u n d  d e  m  k at al yti s c h  a kti v e n  L y s -

1 6 7.     N a c h    Al d e h y d a d diti o n    bil d et   si c h    di e    S c hiff´ s c h e    B a s e    d e s    3 -  H y dr o x y b ut a n al s, 

g e b u n d e n   a n   d a s   L y s - 1 6 7.    N a c h  h y dr ol yti s c h er   S p alt u n g   bil d et  si c h   ei n   k o nj u gi ert e s   $ -

S y st e  m  a u s ,   ei n  s o g e n a n nt e s    Mi c h a el - Sy st e  m.    Di e s e s   e nt s pri c ht   d e  m   ü b er  I  mi n bil d u n g  

g e b u n d e n e n   Cr ot o n al d e h y d  a n  L y s - 1 6 7.   Da s r ä u  mli c h  n a h eli e g e n d e   C y s - 4 7  gr eift  i n  F or  m 

ei n er    Mi c h a el- A d diti o n   a n.    D a s   R e a kti o n s pr o d u kt  li e gt   k o v al e nt   g e b u n d e n   z  wi s c h e n   d e  n 

b ei d e n  A  mi n o s ä ur e n  L y s- 1 6 7  u n d   C y s -4 7. I n  ei n e  m l et zt e n  S c hritt  k o  m  mt  e s  z ur  H y dr at ati o n 

d er  D o p p el bi n d u n g  u n d  z ur  A u s bil d u n g  ei n er   H y dr o x yl gr u p p e.   D a s fi n al  g e bil d et e  Pr o d u kt 

e nt s pri c ht   d er   g ef u n d e n e n   El e ktr o n e n di c ht e  i n   d er   Kri st all str u kt ur   d er    D E R A E  C n a c h 

I n k u b ati o n i n  3 0 0   mM A c et al d e h y d ( 2 ).

B a si er e n d   a uf   di e s e n   Er g e b ni s s e n,    w ur d e   d a s   n u kl e o p hil e    C y s  -4 7,    w el c h e s   di e    Mi c h a el -

A d diti o n   a n   di e   g e bil d et e   S c hiff´ s c h e   B a s e  i nitii ert,    m ut a g e n eti s c h   a u s g et a u s c ht.    D a b ei  

w ur d e  ei n e   w e ni g er  n u kl e o p hil e  a b er st eri s c h  ä h nli c h  a n s pr u c h s v oll e  A  mi n o s ä ur e,  n ä  ml  i c h 

M et hi o ni n,  a u s g e  w ä hlt.   Di e  g e bil d et e   D E R A E  C - V ari a nt e   D E R AE  C -C 4 7  M  z ei c h n et si c h  d ur c h 

bi s   z u   6 0   %   d er     Wil dt y p -A kti vit ät   a u s   u n d   z ei gt   a u c h   n a c h   1 6  h  I n k u b ati o n  i n   3 0 0   m M 

A c et al d e h y d ( 2 )  k ei n e n  A kti vit ät s v erl u st.  S o  mit  k o n nt e  ü b er  ei nf a c h e  P u n k  m ut ati o n  ei n er 
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ei n z el n e n    A  mi n o s ä ur e  ei n e  r e si st e nt e    D E R A -V ari a nt e  er st ellt    w er d e n ,    w el c h e  d a s   gr o ß e 

P ot e n zi al   d er    D E R A  al s   n ut z b ar e n   Bi o k at al y s at or   f ür  s y nt h eti s c h e    Z  w e c k e  er  m ö gli c h e n 

k ö n nt e.  

2 0 1 7   w ur d e n  b a si er e n d  a uf  d e n  Er g e b ni s s e n  v o n  Di c k  et  al.  s y st e  m ati s c h e   U nt er s u c h u n g e n 

d er  kriti s c h e n  P o siti o n  C y s -4 7  d er   D E R A E  C  v er öff e ntli c ht. [ 1 1] Di e  d a z u   v er öff e ntli c ht e n   D at e n 

w ar e n  T eil e  d er    M a st er ar b eit  ,  di e  d er  v orli e g e n d e n   Ar b eit  v ora u s gi n g . Zi el   w ar  e s , d ur c h 

V ari ati o n  d er  a u s g et a u s c ht e n   A  mi n o s ä ur e  a n  P o siti o n  4 7 i n  a n d er e   w e ni g er  o d er  g ar  ni c ht 

n u kl e o p hil e n    A  mi n o s ä ur e n   a b s eit s   d er   bi s h er   al s    wir k u n g s v oll   er  wi e s e n e    A  mi n o s ä ur e 

M et hi o ni n,   ei n e     D E R A  -V ari a nt e   z u   fi n d e n,     w el c h e    hi n si c htli c h   i hr er     A kti vit ät   u n d 

St er e o s el e kti vit ät  d er   V ari a nt e   C 4 7  M  ü b erl e g e n  i st.   Ei n e   Ü b er si c ht  ü b er  di e  u nt er s u c ht e n 

D E R A  -M ut a nt e n     u n d    di e     k orr e s p o n di er e n      H al b  w ert s z ei t e n    d er    I n a kti vi er u n g     i n 

A c et al d e h y d  (22 ) u n d   Cr ot o n al d e h y d  si n d  i n   T a b ell e   3  a b g e bil d et.  Wi d er er  w art e n d  z ei gt e n 

all er di n g s  ni c ht  all e  d er  g e n eri ert e n    D E R A -V ari a nt e n  ei n e  T ol er a n z  g e g e n  d a s  S u b str at 

A c et al d e h y d   (22 ),  tr ot z  f e hl e n d er  n u kl e o p hil er  F u n kti o n alit ät.  Ei n    A n griff  n a c h  d e  m  v o n 

Di c k   et  al.  p o st uli ert e n I n a kti vi er u n g s  m e c h a ni s  m u s   w ar  d e  m n a c h  ni c ht   m ö gli c h.  E s  k o n nt e 

g e s c hl u s sf ol g ert   w er d e n,  d a s s  e s  n e b e n  d e  m  b er eit s  b e k a n nt e n    M e c h a ni s  m u s  ü b er  P o siti o n 

C  y s -4 7   d e n n o c h     w eit er e   bi s h er   u n b e k a n nt e     M e c h a ni s  m e n   g e b e n    m u s s  ,     w el c h e   z ur 

I n a kti vi er u n g  d er   D E R A f ü hr e n. Ei n zi g  di e   V ari a nt e   D E R A E  C -C 4 7 L  k o  n nt e  n e b e n   C 4 7  M  al s 

A c et al d e h y d -t ol er a nt er a b er   w e ni g er  a kti v er  Bi o k at al y s at or  a u s g e  m a c ht   w er d e n.   

T a b ell e T a b ell e  33 : : H al b  w ert s z eit e n  d er  v o n H al b  w ert s z eit e n  d er  v o n Br a  m s kiBr a  m s ki   et  al.et  al.   b e s c hri e b e n e n   D E R Ab e s c hri e b e n e n   D E R A --V ari a nt e nV ari a nt e n    mit  P u n kt  m ut ati o n  d er mit  P u n kt  m ut ati o n  d er 
P o siti o n   C 4 7P o siti o n   C 4 7   n a c h I n k u b ati o n i n  3 0 0n a c h I n k u b ati o n i n  3 0 0  m m MM   A c et al d e h y dA c et al d e h y d  (2 )  (2 ) u n d  2 0u n d  2 0  m m MM   Cr ot o n al d e h y dCr ot o n al d e h y d  ..[ 1 1][ 1 1]  

 H al b  w ert s z eit  TH al b  w ert s z eit  T 1/ 2 1/ 2 [[Mi n ut e nMi n ut e n   ] ] 
 3 0 03 0 0  m m M M A c et al d e h y dA c et al d e h y d       2 02 0  m m M M Cr ot o n al d e h y dCr ot o n al d e h y d    

D E R A E  C -C 4 7 A   6. 9  2 6. 8  
D E R A E  C -C 4 7  G   2. 4  1 8. 6  
D E R A E  C -C 4 7I   1 9 3. 2  6 6. 3  
D E R A E  C -C 4 7 L   n. b.  1 1 4. 5  
D E R A E  C -C 4 7  M   n. b.  n. b.  
D E R A E  C -C 4 7 S   4 7 2. 3  1 1 0. 6  
D E R A E  C -C 4 7 T   3 5. 7  3 4. 8  
D E R A E  C -wt   3 7. 5  3. 7  
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5. 2     A C E T A L  D E  H  Y  D -A B  H Ä  N  GI  G E A L  D  O L A S E  N I  N   D E R   O R  G A  NI S  C  H E  N 

S Y  N T  H E S E  

N a c h d e  m  i  m    v or a n g e h e n d e n   K a pit el   b er eit s   ei n   k ur z er    Ü b er bli c k   ü b er   d e n   bi s h eri g e n 

W er d e g a n g  d er   D E R A  z u  m  i n d u stri ell  g e n ut zt e n   Bi o k at al y s at or  g e g e b e n   w ur d e,  s oll   e n  i  m 

F ol g e n d e n  di e  E nt  wi c kl u n g  u n d  di e   A n  w e n d u n g  d er    D E R A  i n  d er  or g a ni s c h e n  S y nt h e s e 

d et ailli ert er  b el e u c ht et    w er d e n.   Si e  bil d e n   di e   Gr u n dl a g e    d er   hi er  pr ä s e nti ert e n    Ar b eit , 

w el c h e  si c h i n  er st er  Li ni e   mit  d er   V er  w e n d u n g  ei n er  o pti  mi ert e n   D E R A  hi n si c htli c h   i hr er 

s y nt h eti s c h e n   N ut z u n g  b ef a s st.  

D ur c h i hr e  k at al yti s c h e  F ä hi g k eit  a u s  ei nf a c h e n  a c hir al e n   V er bi n d u n g e n,  c hir al e   B a u st ei n e 

z u  g e n eri er e n,  a dr e s si ert  di e   D E R A  ei n e n   wi c hti g e n   Gr u n d pf eil er  d er   N at ur st off s y nt h e s e, 

b ei s pi el s  w ei s e    f ür    p h ar  m a z e uti s c h e     Z  w e c k e.     D er     A uf b a u    v o n    e n a nti o  m er e nr ei n e n 

V er bi n d u n g e n  i st  hi er b ei   e s s e n zi ell .  N a c h d e  m  d er  k at al yti s c h e    M e c h a ni s  m u s  d er    D E R A 

a uf g e kl ärt     w or d e n     w ar,    r ü c kt e    i hr e    S u b str at br eit e    v er  m e hrt    i n    d e n    F o k u s    d er 

Wi s s e n s c h aftl er.  S o  k o n nt e   n  i n  er st e n  St u di e n  d er   Ar b eit s gr u p p e  v o n W o n g  i  m J a hr e  1 9 9 0 

wi c hti g e  Er  k e n nt ni s s e  hi n si c htli c h  d er  S u b str att ol er a n z  d er    D E R A  g e  w o n n e n    w er d e n.   E s 

z ei gt e si c h,  d a s s  n e b e n  A c et al d e h y d  (22 )  a u c h Pr o p a n al  (1 51 5 ),  A c et o n (1 61 6 ) u n d  Fl u or a c et o n  (1 71 7 ) 

al s   D o n or  m ol e k ül  u  m g e s et zt   w er d e n,   w e n n  a u c h  b ei  d e utli c h  g eri n g er e n   U  m s at zr at e n  i  m 

V er gl ei c h  z u  m  n at ürli c h e n  S u b str at.  F ür  L et zt er e s   w ur d e  ei n e  R e gi o s el e kti vit ät  hi n si c htli c h 

d e s  ni c ht -fl u ori ert e n  K o hl e n st off at o  m s  al s  Bi n d u n g s p art n er  b e o b a c ht et.  S o  mit  zei c h n et si c h 

di e   D E R A  al s  ei n zi g e  b e k a n nt e  Al d ol a s e  a u s,  di e s o  w o hl  Al d e h y d e  al s  a u c h  K et o n e  al s   D o n or 

t ol eri ert.  I n   B e z u g  a uf  i hr e   A k z e pt or e n  z ei gt e  di e   D E R A  ei n e  d e utli c h  h ö h er e   A k z e pt a n z. 

St eri s c h  a n s pr u c h s v oll e   Al d e h y d e,   wi e   B e n z al d e h y d,   w er d e n  all er di n g s  ni c ht  u  m g e s et zt. [ 7 9] 

Ei n e   Ü b er si c ht  d er t ol eri ert e n   D o n or e n  u n d  A k z e pt or e n  i st i n S c h e  m a  1 2  d ar g e st ellt.  E s  bl ei bt 

f e st z u h alt e n,  d a s s  di e   U  m s et z u n g  v o n  ni c ht  n at ürli c h e n  S u b str at e n  n ur  i n  s e hr  g eri n g e  m 

M a ß  z u  b e o b a c ht e n   w ar.    
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S c h e  m a S c h e  m a  1 21 2 :  Er st e  St u di e n  d er   Ar b eit s gr u p p e :  Er st e  St u di e n  d er   Ar b eit s gr u p p e W o n gW o n g   ( 1 9 9 0)  z ur  S u b str at br eit e  d er   D E R A. ( 1 9 9 0)  z ur  S u b str at br eit e  d er   D E R A. G e z ei gt  ist  ei n e 
A us  w a hl  d er  g et est et e n  u n d t ol eri ert e n  A k z e pt or e n  u n d   D o n or e n  d er   D E R A. [ 7 9][ 7 9]  

Z  w ei J a hr e  s p ät er  k o n nt e n  di e s e  Er g e b ni s s e  b e st äti gt  u n d  a u s g e  w eit et   w er d e n. C h e n  et  al. 

u nt er s u c ht e n  a c ht   D o n or e n  s o  wi e  2 0  A k z e pt or e n  u n d i s oli ert e n  1 3   Al d ol pr o d u kt e ,  d ar u nt er 

ei ni g e   Al d o s e n  u n d   K et o s e n  ( v gl. S c h e  m a  1 3 ).[ 8 0] A u c h  hi er  z ei gt e   si c h  all er di n g s  b ei  all e n 

ni c ht   n at ürli c h e n   S u b str at e n   ei n e   d e utli c h   g eri n g er e    E n z y  m a kti vit ät.    S o   k o n nt e   di e 

bi o k at al yti s c h e   R e a kti o n    mit   Gl y c er al d e h y d -3 -p h o s p h at  (1 41 4 ) al s   A k z e pt or  b er eit s  n a c h  7  h 

g e st o p pt    w er d e n,    w o hi n g e g e n   di e   R e a kti o n    mit   u n n at ürli c h e n ,   ni c ht-p h o s p h or yli ert e n  

S u b str at e n   g a n z e  2  T a g e   g er ü hrt    w er d e n    m u s st e ,  u  m  ei n e n    U  m s at z  z u  v er z ei c h n e n. Di e 

er zi elt e n    A u s b e ut e n   si n d  i n   T a b ell e   4   a uf g etr a g e n.   F ür   di e   S u b str at e   A c et al d e h y d  (22 ), 

A c et o n  (1 61 6 ) u n d  Fl u or a c et o n  (1 71 7 ) w ur d e  j e  w eil s  di e   Bil d u n g  d e s  ei nf a c h e n   Al d ol pr o d u kt e s   

mit   s p o nt a n er    Z y kli si er u n g   z u  m   e nt s pr e c h e n d e n   2  -D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at    A n al o g o n 

b e o b a c ht et  ( v gl. S c h e  m a  1 3 ;  Ei ntr ä g e  1  bi s  1 0).   Di e  g e bil d et e n  St er e o z e ntr e n  z ei gt e n  hi er  di e 

er  w art et e S -K o nfi g ur ati o n.  Ei n zi g f ür  d a s  S u b str at  Pr o p a n al   (1 51 5 ) w ur d e   n e b e n  d e  m  ei nf a c h e 

Al d ol pr o d u kt   i n    z y kli si ert er    F or  m    e b e nf all s    d a s    d o p p elt e     Al d ol pr o d u kt     mit    ei n er 

K o nfi g ur ati o n  v o n  2 R  u n d  3 S  b e o b a c ht et ,   w el c h e s  e b e nf all s  b e v or z u gt  i n  z y kli s c h er  F or  m 

v orli e gt  (v gl.  S c h e  m a  1 3  u n d  T a b ell e  4 ). 
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S c h e  m a S c h e  m a  1 31 3 :  Al d olr e a kti o n e n :  Al d olr e a kti o n e n z ur  S y nt h e s e  v o n z ur  S y nt h e s e  v o n  K o hl e n h y dr at e nK o hl e n h y dr at e n    u nt er  V er  w e n d u n g  d er  S u b str at e u nt er  V er  w e n d u n g  d er  S u b str at e 
A c et al d e h y dA c et al d e h y d   ( 2)( 2),  A c et o n,  A c et o n  ( 1 6)( 1 6)  u n d  Fl u or o a c et o nu n d  Fl u or o a c et o n   ( 1 7)( 1 7)  mitt el s   D E R A  z ur   U nt er s u c h u n g  d er  S u b str at br eit e.mitt el s   D E R A  z ur   U nt er s u c h u n g  d er  S u b str at br eit e. [ 8 0][ 8 0]  
Di e   D efi niti o n  d er  R est e   R 1  u n d  R 2  i st T a b ell e  4  z u  e nt n e h  m e n.  

T a b ell e T a b ell e  44 :   Ü b er si c ht  d er  er zi elt e n   A u s b e ut e n  d er :   Ü b er si c ht  d er  er zi elt e n   A u s b e ut e n  d er Al d olr e a kti o n e nAl d olr e a kti o n e n    z ur  S y nt h e s e  v o n   K o hl e n h y dr at e n  u nt er z ur  S y nt h e s e  v o n   K o hl e n h y dr at e n  u nt er 
V er  w e n d u n g   d er   S u b str at e V er  w e n d u n g   d er   S u b str at e    A c et al d e h y dA c et al d e h y d    ( 2)( 2),     A c et o n,     A c et o n  ( 1 6)( 1 6)    u n d   Fl u or o a c et o nu n d   Fl u or o a c et o n   ( 1 7)( 1 7)    mitt el s     D E R A   z ur mitt el s     D E R A   z ur 
U nt er s u c h u n g  d er  S u b str at br eit e ( v gl. U nt er s u c h u n g  d er  S u b str at br eit e ( v gl.   S c h e  m a S c h e  m a  1 31 3 ). ). 

N u  m  m erN u  m  m er    RR 11   RR 22   A u s b e ut eA u s b e ut e    [  %][  %]  

1  O P  O 3
2 - H   7 8  

2  N 3  H   7 6  
3  F  H   3 3  
4  Cl   H   3 7  
5  H   H   3 2  
6  O  H   H   6 5  
7  O  H   C  H 2 O  H      6 2  
8  C  H 3  H   1 8  
9  H   N 3  6 6  
1 0  H   N 3  7 0  
1 1  H   N 3  2 0  

 

W eit er e  S y nt h e s e st u di e n  d er   Ar b eit s gr u p p e W o n g  f ol gt e n.  Ei n  gr o ß er   D ur c h br u c h,   w el c h er 

d a s  F u n d a  m e nt  d er  h e uti g e n  i n d u stri ell e n   N ut z u n g  d er   D E R A  bil d et,   w ur d e  1 9 9 4  a n h a n d 

ei n er  D o  mi n o  -Al d olr e a kti o n  z u  m  A uf b a u  v o n  P ol y ol e n er zi elt .[ 3 4] Di e  R e a kti o n z ei c h n et e si c h 
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d ur c h   di e    V er  w e n d u n g   v o n   dr ei   a c hir al e n    C 2 -Al d e h y d e n   z ur   S y nt h e s e   v o n   c hir al e n 

B a u st ei n e n    mit  z  w ei   St er e o z e ntr e n  ( v gl.    S c h e  m a   1 4 )  a u s,    w o b ei   d er    A k z e pt or -Al d e h y d 

v arii er e n d e  S u b stit u e nt e n  a uf  w i e s. U nt er   V er  w e n d u n g  v o n  gr ö ß er e n    M e n g e n  E n z y  m   w ur d e 

di e  Bil d u n g  d e s  d o p p elt e n  Al d ol pr o d u kt e s  11  b e o b a c ht et . Hi er b ei  k a n n  d a s  z u n ä c h st  a u s  z  w ei 

M ol e k ül e n     A c et al d e h y d    (22 )   g e bil d et e   ei nf a c h e     Al d ol pr o d u kt  44    d ur c h   ei n e n   f ol g e n d e n 

n u kl e o p hil e n    A n griff   d ur c h  ei n    w eit er e s    M ol e k ül    A c et al d e h y d  (22 )  z u   d e  m  c hir al e n    C 6 -

B a u st ei n    u  m g e s et zt     w er d e n.    D ur c h    a n s c hli e ß e n d e     O xi d ati o n      mit     Br o  m    z u    d e  m 

e nt s pr e c h e n d e n  L a ct o n  1 81 8  k o n nt e  di e  D E R A  s p e zifi s c h e  St er e o s el e kti vit ät   v o n  3 R  u n d  5 R  

n a c h g e  wi e s e n    w er d e n.   Ei n e  f ol g e n d e   Ri n g öff n u n g  u nt er  b a si s c h e n    B e di n g u n g e n    mitt el s 

A  m b erlit e I R A  4 0 0 i n    M et h a n ol  er zi elt e  ei n  1, 3  -P ol y ol s y st e  m,   w el c h e s  ei n   w eit  v er br eit et e s 

Str u kt ur  m oti v  d ar st ellt,  b ei s pi el s  w ei s e i n   M a kr oli d e n.  Ei n e   Ü b er si c ht  ü b e r  di e  A u s b e ut e n i st 

i n S c h e  m a  1 4  z u s a  m  m e n g ef a s st.  Di e  b e st e n  Er g e b ni s s e  k o n nt e n   mit   C hl or a c et al d e h y d   (3 03 0 ) 

al s  S u b str at  mit  ei n er   A u s b e ut e  v o n  7 0   %  er zi elt   w er d e n,  g ef ol gt  v o n    M et h o x y a c et al d e h y d. 

Al s  pr o bl e  m ati s c h  er  wi e s  si c h j e d o c h   H y dr o x y a c et al d e h y d   (1 91 9 ).   Hi er  k o n nt e n l e di gli c h  3 % 

d e s  P ol y ol -E n d pr o d u kt e s i s oli ert   w er d e n. Gij s e n   et  al. b e gr ü n d et e n  di e s   mit  d er   m ö gli c h e n 

Di  m er bil d u n g  d e s   H y dr o x y al d e h y d e s   (1 91 9 ) u n d  d er  Bil d u n g  ei n e s  z y kli s c h e n   H e  mi a c et al s  2 12 1  

a u s g e h e n d  v o  m  ei nf a c h   Al d ol pr o d u kt  2 02 0  a u s   A c et al d e h y d  (22 ) u n d   H y dr o x y a c et al d e h y d  (1 91 9 ) 

( v gl. S c h e  m a  1 5 ). 
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S c h e  m a S c h e  m a   1 41 4 :    D E R A:    D E R A--k at al y si ert e k at al y si ert e   D o  mi n oD o  mi n o  --Al d olr e a kti o n   n a c h Al d olr e a kti o n   n a c h Gij s e nGij s e n     et  al.et  al.    ( 1 9 9 4).( 1 9 9 4).[ 3 4][ 3 4]  N a c h  s e q u e nti ell er 
A c et al d e h y d a d diti o n   f ol gt e   ei n e     O xi d ati o n   z u  m   e nts pr e c h e n d e n   L a ct o  n  1 81 8   u n d   ei n e    B as e -k at al ysi ert e 
Ri n g öff n u n g.  

 

S c h e  m a S c h e  m a  1 51 5 :   Di e  b ei  d er :   Di e  b ei  d er s e q u e n zi ell e ns e q u e n zi ell e n   Al d olr e a kti o n  n a c h Al d olr e a kti o n  n a c h Gij s e nGij s e n    et  al.et  al.   v o n   H y dr o x y a c et al d e h y dv o n   H y dr o x y a c et al d e h y d   ( 1 9)( 1 9)  u n d u n d 
A c et al d e h y dA c et al d e h y d   ( 2)( 2)  m ö gli c h e n   N e b e n pr o d u kt e.m ö gli c h e n   N e b e n pr o d u kt e. [ 3 4][ 3 4]  

N ur  ei n  J a hr  s p ät er  b eri c ht et e n Gij s e n  et  al.  v o n  ei n er  Ei n -T o pf -E n z y  m k a s k a d e, i n   w el c h er 

di e   D E R A  i n  ei n e  m  F ol g e s c hritt    mit  ei n er  Fr u ct o s e -1, 6 -di p h o s p h at   Al d ol a s e  ( R A  M A)   z u  m 

A uf b a u  v o n   C 7 -B a u st ei n e n  k o  m bi ni ert   w or d e n i st. [ 8 1] Gr u n di d e e  di e s er  R e a kti o n   w ar  e s,  d a s 

ei nf a c h e    Al d ol pr o d u kt  44   n a c h  erf ol gt er    D E R A  R e a kti o n  d ur c h  n a c htr ä gli c h e    Z u g a b e  d e s 

R A  M A -S u b str at e s      Di h y dr o x y a c et o n p h o s p h at  (  D  H A P)    z u     5 -D e o x y  -K et o s e     D eri v at e n   

u  m z u s et z e n.   A u s s c hl a g g e b e n d    w ar   d a s   o pti  m al e    V er h ält ni s   d er   S u b str at e,    w el c h e s    i  m 
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Er g e b ni s  mit  Al d e h y d: A c et al d e h y d:  D  H A P   v o n  2: 3: 1  b e sti  m  mt   w ur d e.  A n d er nf all s   w ur d e  ei n e 

R ei h e  v o n   m ö gli c h e n   N e b e nr e a kti o n e n  b e o b a c ht et.   Di e    M e n g e  a n   A c et al d e h y d   (22 ) m u s s  s o 

g e  w ä hlt  s ei n,  d a s s  di e  d o p p elt e   Al d olr e a kti o n  ni c ht f or ci ert   wir d,  s o n d er n  a uf  d er  S eit e  d e s 

ei nf a c h e n   A d ol pr o d u kt e s  (44 ) li e gt.   Al s  e b e nf all s  u n g ü n sti g  er  wi e s e n  si c h  S u b str at e,   w el c h e 

n a c h   Al d olr e a kti o n   mit   D  H A P i n  d er  L a g e  si n d,  st a bil e   H e  mi a c et al e  z u f or  m e n.   A u s  di e s e  m 

Gr u n d  k o n nt e n   mit   H y dr o x y a c et al d e h y d   (1 91 9 ) al s  S u b str at  er n e ut  n ur  s e hr  g eri n g e   U  m s ät z e 

z u   d e  m  fi n al e n   E n d pr o d u kt   n a c h g e  wi e s e n    w er d e n.   Ei n e    Ü b er si c ht   ü b er   d a s   g e s a  mt e 

R e a kti o n s s c h e  m a  u n d   m ö gli c h e   N e b e nr e a kti o n e n i st i n  S c h e  m a  1 6  g e z ei gt.  I n  ei n e  m fi n al e n 

R e a kti o n s s c hritt    w ur d e  d a s    K et o s e -Pr o d u kt  2 22 2   z ur  b e s s er e n  Tr e n n u n g    mit    D o  w e x  H +   i n 

M et h a n ol  z u  d e  m  e nt s pr e c h e n d e n   M et h yl gl y c o si d    2 32 3  ü b erf ü hrt.  

 

S c h e  m a S c h e  m a    1 61 6 : :  Ei nEi n --T o pfT o pf --E n z y  m k a s k a d e   u nt er    V er  w e n d u n g   v o n     D E R A   u n d    R A  M A   z ur   s e q u e nE n z y  m k a s k a d e   u nt er    V er  w e n d u n g   v o n     D E R A   u n d    R A  M A   z ur   s e q u e n zz i ell e n i ell e n 
Al d olr e a kti o n  z u  m  A uf b a u  v o n  K et o s e   D eri v at e n.Al d olr e a kti o n  z u  m  A uf b a u  v o n  K et o s e   D eri v at e n. [ 8 1][ 8 1]  

N e b e n  d er   K o  m bi n ati o n  d er    D E R A    mit  R A  M A,  k o n nt e n W o n g  u n d    Mit ar b eit er  n o c h  ei n 

w eit er e s e q u e n  z i ell e  Al d olr e a kti o n z ei g e n,  k at al y si ert  v o n   D E R A  u n d  ei n er   w eit er e n  Al d ol a s e, 

d er N -A c et yl n e ur a  mi n s ä ur e   Al d ol a s e  (  N e u A c   Al d ol a s e)  .[ 8 2] Di e  R e a kti o n  g el a n g  all er di n g s 

ni c ht  i n  ei n e  m  Ei nt o pf v erf a hr e n,   wi e f ür   D E R A  u n d  R A  M A  g e ze i gt,  s o n d er n erf ol gt e i n  z  w ei 

R e a kti o n s s c hritt e n  a uf gr u n d  d er  a b  w ei c h e n d e n  o pti  m al e n  R e a kti o n s b e di n g u n g e n  d er  b ei d e n 

Al d ol a s e n.  D ur c h  di e   A k z e pt or s p e zifit ät  d er   N e u A c   Al d ol a s e,   w el c h e  gr ö ß er e    M ol e k ül e (  C 5 

o d er   gr ö ß er)   pr äf eri ert,   k o n nt e   si c h er g e st ellt    w er d e n,   d a s s   ü b er  wi e g e n d   d a s   d o p p elt e 

Al d ol pr o d u kt  33   d er    D E R A  n a c hf ol g e n d  v o n  d er    N e u A c    Al d ol a s e  z u  m  fi n al e n  Pr o d u kt  2 42 4  

u  m g e s et zt   wir d.  N a c h I n k u b ati o n  v o n  4  bi s  8  T a g e n   b ei  3 7°  C  k o n nt e n  5 5  %  bi s   m a xi  m al  7 8   % 

Pr o d u kt  2 42 4    er zi elt     w er d e n.     Di e   b e st e n   Er g e b ni s s e     w ur d e n     mit    C hl or a c et al d e h y d  (3 03 0 ) 

er h alt e n,    w o b ei  d a s  Pr o d u kt  a n s c hli e ß e n d  n o c h    mitt el s  I o n e n a u st a u s c h c hr o  m at o gr a p hi e 

h y dr ol y si ert   w or d e n i st ( S c h e  m a  1 7 ). 
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S c h e  m a S c h e  m a  1 71 7 : : SS e q u e n zi ell e   Al d olr e a kti o n  u nt er   V er  w e n d u n g  d er   D E R A  u n d  ei n er   N e u A ce q u e n zi ell e   Al d olr e a kti o n  u nt er   V er  w e n d u n g  d er   D E R A  u n d  ei n er   N e u A c   Al d ol a s e  i n  z  w ei Al d ol a s e  i n  z  w ei 
R e a kti o n s s c hritt e n.R e a kti o n s s c hritt e n. [ 8 2][ 8 2]  

E s  f ol gt e n    w eit er e   bi o k at al yti s c h e   St u di e n   d er    D E R A .[ 3 4,   8 0,   8 3,   8 4]  I  m  J a hr  1 9 9 9  z ei gt e n 

M a c h aj e  w s ki  u n d W o n g  ei n e i nt er e s s a nt e  A n  w e n d u n g  d er   D E R A -k at al y si ert e n s e q u e n zi ell e n 

Al d ol dr e a kti o n. [ 8 5] Si e  er  m ö gli c ht e n  ei n e n  c h e  m o e n z y  m ati s c h e n  Z u g a n g  ü b er  si e b e n  St uf e n 

z u  ei n e  m  S c hl ü s s el b a u st ei n  d er  E p ot hil o n e  A  u n d   B . Di e s e  r e pr ä s e nti er e n  ei n e  z u  d er   Z eit 

n e u e   Kl a s s e  a n  z yt ot o xi s c h e n   N at ur st off e n   mit  a u s g e pr ä gt e n  a nti -T u  m or  Ei g e n s c h aft e n.  E s 

w er d e n  z  w ei   m ö gli c h   A n s ät z e  ei n er r etr o s y nt h eti s c h e n  B etr a c ht u n g  v or g e st ellt:  ei n  S u z u ki  -

K u p pl u n g/  M a kr ol a ct o ni si er u n g  s o  wi e  ei n e   Ol efi n  -M et at h e s e  Str at e gi e ( v gl.    S c h e  m a  1 8 ). I  m 

F ol g e n d e n   wir d  d er   Ol efi n -M et at h e s e  A n s at z  d et ailli ert er  b el e u c ht et.    Di e   D E R A  -k at al y si ert e 

s e q u e n zi ell e    Al d olr e a kti o n   a u s g e h e n d   v o n    A c et al d e h y d  (22 )  u n d   2 -H y dr o x y pr o p a n al   (2 52 5 ) 

w ur d e i  m  er st e n   R e a kti o n s s c hritt  z u  m   A uf b a u  d e s   e nt s pr e c h e n d e n  L a ct ol s  2 62 6  a n g e  w e n d et . 

B ei  ei n e  m  Ei n s at z  v o n  3 5 0 0  U  E n z y  m,  1 0   m M  d e s  2 -H y dr o x y pr o p a n al s   (2 52 5 ) u n d  3 0  m M  d e s 

A c et al d e h y d s  (22 )    k o n nt e n     n a c h     ei n er     R e a kti o n s z eit     v o n     2  T a g e n     3 4  %     d e s 

e n a nti o  m er e nr ei n e n    L a ct ol s  2 62 6    er h alt e n     w er d e n.    N a c h     A c et yli er u n g    u n d    s el e kti v er 

E nt s c h üt z u n g, f ol gt e  di e   U  m s et z u n g  z u  m   Ol efi n,   mit  ei n er   A u s b e ut e  v o n  7 5  %.  S c hli e ßli c h, 

n a c h     O xi d ati o n   u n d     Witti g -R e a kti o n,   k o n nt e   d a s   g e  w ü n s c ht e   E p ot hil o n -Fr a g  m e nt  2 72 7  

er h alt e n   w er d e n  (S c h e  m a  1 9 ). Dr ei  J a hr e  s p ät er   b e s c hri e b e n  Li u  u n d W o n g  ei n e  a b er  m al s 

v er b e s s ert e  S y nt h e s e str at e gi e .[ 8 6] A u s g e h e n d  v o n  n ur  z  w ei   B a u st ei n e n  w ur d e n  hi er  b ei d e 

Fr a g  m e nt e   D E R A -k at al y si ert  a uf g e b a ut.  
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S c h e  m a S c h e  m a   1 81 8 :    Z  w ei  r etr o s y nt h eti s c h e    A n s ät z e  v o n   E p ot hil o n    A  v o n :    Z  w ei  r etr o s y nt h eti s c h e    A n s ät z e  v o n   E p ot hil o n    A  v o n M a c h aj e  w s kiM a c h aj e  w s ki     u n d u n d W o n gW o n g ..[ 8 5][ 8 5]B ei d e n 
A ns ät z e n si n d  ei n e  Al d ol k o n d e ns ati o n s o  wi e  ei n e  V erst er u n g  g e  m ei ns a  m.  Si e  u nt ers c h ei d e n si c h i  m  A uf b a u  d es 
L a ct o nri n gs  e nt  w e d er  d ur c h  ei n e  S u z u ki -K u p pl u n g ( bl a u)  o d er  ei n e   Ol efi n  m et at h es e (r ot).   

 

S c h e  m a S c h e  m a  1 91 9 : : CC  h e  m o e n z y  m ati s c h e  S y nt h e s e  ei n e s  B a u st ei n s  d e s  E p ot hil o n s  A  u n d  B.h e  m o e n z y  m ati s c h e  S y nt h e s e  ei n e s  B a u st ei n s  d e s  E p ot hil o n s  A  u n d  B. [ 8 5][ 8 5]  

Ei n e  d er   w o hl  bi s  h e ut e  vi el v er s pr e c h e n d st e n  A n  w e n d u n g e n  d er   D E R A i st  di e  s e q u e n zi ell e 

Al d olr e a kti o n  z u  m  A uf b a u  v o n   H  M  G  -C o A  R e d u kt a s e I n hi bit or e n,  di e  s o  g e n a n nt e n  St ati n e.   

Di e s e  bil d e n  ei n e   wi c hti g e    Wir k st off kl a s s e  z ur   C h ol e st eri n s e n k u n g.   B e k a n nt e  B ei s pi el e si n d 

d a s  At or v a st ati n ®  (1 21 2 ),  Si  m v a st ati n ®  u n d  d a s  R o s u v a st ati n ® (2 82 8 ). All e n  St ati n e n  g e  m ei n s a  m 

2 72 7   
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i st  ei n e  3, 5-Di h y dr o x y s ä ur e  S eit e n k ett e  s o  wi e  ei n ( h et er o  -) z y kli s c h er  B a u st ei n.[ 3 5] Ü b er  ei n e 

d o p p elt e    Al d olr e a kti o n  d er    D E R A  i st  d a s   3, 5 -Di h y dr o x y s ä ur e  -M oti v    d er  S eit e n k ett e  a uf 

el e g a nt e    W ei s e  ü b er  di e   V er  w e n d u n g  d er   D E R A  z u g ä n gli c h.  S eit  d er  er st e n   B e s c hr ei b u n g 

di e s er   D E R A -R e a kti o n  1 9 9 4 [ 3 4] v erf ol gt e n z a hlr ei c h e  Ar b eit s gr u p p e n  di e  S y nt h e s e  d er  St ati n -

S eit e n k ett e n  u nt er    V er  w e n d u n g  d e r    D E R A.  D a b ei    w ar  d a s  gr o ß e    Zi el,  ei n e  v er b e s s ert e 

E n z y  m v ari a nt e     mit    h ö h er er    S u b str att ol er a n z,    h ö h er e n     A kti vit ät    u n d   s c hl u s s e n dli c h 

o pti  mi ert e   R e a kti o n s b e di n g u n g e n   mit    Z u g a n g  z u  h ö h e  r en   Pr o d u kt a u s b e ut e n  z u  fi n d e n. 

Wi s s e n s c h aftl er  v o n Di v er s a  (Gr e e n b er g  et  al. )  b ef a s st e n  si c h    mit  d er   D E R A-A kti vit ät  u n d 

d er  Pr o d u kti vit ät  hi n si c htli c h  d e s  g e  w ü n s c ht e n   D E R A -Fr a g  m e nt e s  2 92 9 .[ 3] D a b ei s u c ht e n si e i n 

g e n o  mi s c h e n     Bi bli ot h e k e n    n a c h     D E R A -V ari a nt e n ,     w el c h e   b e z ü gli c h    d er    S u b str at e 

C h or a c et al d e h y d   (3 03 0 ) u n d  A c et al d e h y d  (22 ) h ö h er e  A kti vit ät e n z ei gt e n.  Si e f a n d e n  ei n e   D E R A 

a u s  ei n e  m  u n b e k a n nt e n    Or g a ni s  m u s    mit  <  3 0  %  S e q u e n zi d e ntit ät  z ur    D E R A  a u s E.  c oli , 

w el c h e   si c h   d ur c h   i hr e   er h ö ht e     A kti vit ät   u n d   S u b str att ol er a n z   a u s z ei c h n et e.     U nt er 

V er  w e n d u n g  di e s e s  h o c h  effi zi e nt e n  Bi o k at al y s at or s   i n  ei n e  m f e d-b at c h  A n s at z  er zi elt e n  si e 

ei n e    Pr o d u kti vit ät    v o n    9 3  g/ L    b ei    ei n er     K at al y s at or b el a d u n g    v o n    2  G  e  w -%     u n d 

h er a u sr a g e n d e n   S t er e o sel e kti vit ät e n   v o n   >  9 9. 5  %   e e   u n d   9 6. 6  %   d e .[ 3 5]  D a s   v er  w e n d et e 

R e a kti o n s s c h e  m a  d er Di v er s a -F or s c h er i st i n  S c h e  m a  2 0  a b g e bil d et.  
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S c h e  m a S c h e  m a  2 02 0 : : CC  h e  m o e n z y  m ati s c h e  St ati nh e  m o e n z y  m ati s c h e  St ati n --S y nt h e s e  a  m   B ei s pi el   At or v a st ati n ®S y nt h e s e  a  m   B ei s pi el   At or v a st ati n ®   ( 1 2)( 1 2)  u n d   R o s u v a st ati n ®u n d   R o s u v a st ati n ®   ( 2 8)( 2 8)  
n a c h n a c h Gr e e n b er gGr e e n b er g    etet   al.al. [ 3][ 3]  

A u c h  F or s c h er  d er D S  M  et a bli ert e n  di e  D E R A  -k at al y si ert e  S y nt h e s e  d er  St ati n -S eit e n k ett e 

i n   i n d u stri ell e  m     M a ßst a b ,   e b e nf all s   a u s g e h e n d   v o n   d e n   k o st e n g ü n sti g e n   S u b str at e n 

C hl or a c et al d e h y d   (3 03 0 ) u n d  A c et al d e h y d  (22 ). I hr  V erf a hr e n,  d a s s si c h i n s b e s o n d er e  d ur c h  ei n e 

h o h e   Pr o d u kti vit ät   v o n   > 1 0 0  g/ L   a u s z ei c h n et e,     m el d et e n   Si e   2 0 0 3   z u  m   P at e nt   ( W  O 

2 0 0 3 0 0 6 6 5 6 )  a n.[ 8 7] 

N a c h d e  m  1 9 9 4  di e  Ar b eit s gr u p p e   v o n W o n g  d e n   Gr u n d st ei n  di e s er   D E R A -A n  w e n d u n g  l e gt e, 

b eri c ht et e n  n u n  a u c h  si e  v o n  ei n er  bi o k at al yti s c h e n  S y nt h e s e  d er  St ati n -S eit e n k ett e.   D a z u 

b ef a s st e n     si e     si c h      mit     d er     g eri n g e n     S u b str att ol er a n z     d er      D E R A     g e g e n ü b er 

u n p h o s p h or yli ert e n    S u b str at e n    u n d    pr ä s e nti ert e n    ei n e     D E R A  -V ari a nt e      mit    ei n er 

P u n kt  m ut ati o n  S 2 3 8  D. [ 8 8]  D ur c h  d e n   A u st a u s c h  i n  d er  P h o s p h at bi n d et a s c h e  d e s  E n z y  m s 

a k z e pti ert e  di e   D E R A  n u n  3 -A zi d o pr o pi o n al d e h y d  al s  S u b str at.   Di e s e s li e ß si c h  n u n   mit z  w ei 

M ol e k ül e n    A c et al d e h y d    (22 )  i n   ei n e  m   c h e  m o e n z y  m ati s c h e n   f ü nf  S c hritt e   u  mf a s s e n d e n 

Pr o z e s s z u  d e  m fi n al e n  B a u st ei n  d er  St ati n -S eit e n k ett e  u  m s et z e n.  S a k ur a b a  et  al.  b eri c ht et e n 
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k ur z e      Z eit    s p ät er    v o n    z  w ei     h y p ert h er  m o p hil e n      D E R A s     a u s    d e n      Or g a ni s  m e n 

P yr o b a c ul u  m  a er o p hil u  m u n d T h er  m ot o g a  m ariti  m a ,   w el c h e  ei n e n  d e utli c h h ö h er e n  U  m s at z 

b ei  d er  s e q u e n zi ell e n  Al d olr e a kti o n  mit  A c et al d e h y d   (22 ) z ei gt e n  al s  di e   m e s o p hil e   D E R A  a u s 

E.  c oli .[ 7 0,  8 9] Z ur ü c k z uf ü hr e n   w ar  di e s  a uf i hr e  gr ö ß er e  A c et a d e h y dr e si st e n z ,   w e n n  a u c h i hr e 

e n z y  m ati s c h e    A kti vit ät   u nt er h al b   j e n er   d er     D E R A E  C    l a g.  N a c h   2 0   h   I n k u b ati o n   d er 

h y p ert h er  m o p hil e n  E n z y  m e i n  3 0 0  m M  A c et al d e h y d  (22 ) z ei gt e n  b ei d e  ei n e  R e st a kti vit ät  v o n 

ü b er z e u g e n d e n  5 0  %.   A uf   B a si s  di e s er   B e o b a c ht u n g e n  k o n nt e n  di e  b ei d e n   D E R A -V ari a nt e n 

al s  p ot e n zi ell e   K a n di d at e n f ür  d e n  Ei n s at z i n  d er  Bi o k at al y s e  g e z ä hlt   w er d e n.  Vi el e   w eit er e 

St u di e n  di e s er   D E R A -R e a kti o n    mit  d e  m   Zi el   ei n er  effi zi e nt er e n  bi o k at al yti s c h e n  S y nt h e s e 

d er   St ati n -S eit e n k ett e   f ol gt e n ,[ 3 6,   9 0]  d ar u nt er   ei n   c h e  m o e n z y  m ati s c h er   A n s at z     mitt el s 

G a n z z ell  -K at al y s e. [ 3 8] U nt er   V er  w e n d u n g   ei n er E.  c oli  D E R A  k o n nt e  ei n e  Pr o d u kti vit ät  v o n 

bi s  z u  5 0  g/ L/ h    mit  ei n er   A u s b e ut e  v o n  > 8 0  %  u n d  ei n er  e x z ell e nt e n  St er e o s el e kti vit ät  v o n 

> 9 9. 9  %  er zi elt    w er d e n.   A u s g e h e n d  v o n   C hl or a c et al d e h y d   (3 03 0 )  o d er   A c et yl o x y a c et al d e h y d 

k o n nt e  ei n  k o st e n effi zi e nt er  u n d  u  m  w eltfr e u n dli c h er   Pr o z e s s  z ur  S y nt h e s e  d er  c hir al e n 

L a ct ol -I nt er  m e di at e  b e s c hri e b e n   w er d e n. K ur z  d ar a uf  b e s c hri e b  di e  gl ei c h e   Ar b eit s gr u p p e 

u  m Mr a k    di e     W eit er e nt  wi c kl u n g   d er     G a n z z ell -K at al y s e   d ur c h     K o p pl u n g     mit   ei n er 

P yrr ol o q ui n oli n -q u i n o n( P  Q  Q)-a b h ä n gi g e n      Gl u c o s e -D e h y dr o g e n a s e      (  G c d)     f ür     di e 

r e gi o s el e kti v e   O xi d ati o n  d es  D E R A  -k at al y si ert e n  L a ct ol -I nt er  m e di ate s  3 13 1  (S c h e  m a  2 1 ).[ 9 1] 

 

S c h e  m a S c h e  m a   2 12 1 :    G a n z z ell:    G a n z z ell--K at al y s e  z ur   S y nt h e s e   d er   L a ct olK at al y s e  z ur   S y nt h e s e   d er   L a ct ol  --I nt er  m e di at e   al s    B a u st ei n e   d er   St ati n e   n a c h I nt er  m e di at e   al s    B a u st ei n e   d er   St ati n e   n a c h 
V aj di cV aj di c   etet   al.al. [ 9 1][ 9 1]  d ur c h  K o  m bi n ati o n  d er   D E R A  u n d  ei n er  P  Q  Qd ur c h  K o  m bi n ati o n  d er   D E R A  u n d  ei n er  P  Q  Q --a b h ä n gi g e n   Gl u c o s ea b h ä n gi g e n   Gl u c o s e --D e h y dr o g e n a s eD e h y dr o g e n a s e    (  G c d)(  G c d). . 

Bi s   h e ut e   i st   d a s   I nt er e s s e   a n   d er   S y nt h e s e   di e s er   k o  m  m er zi ell     wi c hti g e n   St ati n e 

u n g e br o c h e n  u n d  di e    N a c hfr a g e  a n  o pti  mi ert e n  S y nt h e s e b e di n g u n g e n    w ä c h st  st eti g.  S o 

w ur d e   er st   k ür zli c h   v o n Gr a b n er  et  al.    v o n   ei n er     D E R A -k at al y si ert e n   S y nt h e s e   d er 

I nt er  m e di at e  d er  St ati n-S eit e n k ett e  u nt er  V er  w e n d u n g  d er Fl o  w  C h e  mi e  b e  ri c ht et.[ 3 9] D af ür 

i  m  m o bili si ert e n  si e  ei n e E.  c oli  D E R A i n  ei n er   Al gi n at  -L uff a -M atri x.    L uff a i st  ei n e   G att u n g 

v o n  K ür bi s g e  w ä c h s e n,   w el c h e si c h  d ur c h i hr e s c h  w a  m  m arti g e  Str u kt ur  a u s z ei c h n et.  F ür  ei n e 
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effi zi e nt er e   K at al y s e  v er  w e n d et e n  si e  di e  v o n Di c k  et  al. z u v or  b e s c hri e b e n e   A c et al d e h y d -

t ol er a nt e   D E R A  -V ari a nt e    D E R A E  C -C 4 7  M. [ 1 0]Al s    S u b str at     w ur d e     A c et al d e h y d   (22 )   u n d 

C hl or a c et al d e h y d   (3 03 0 ) v er  w e n d et,  n a c h d e  m  b ei  d er  V er  w e n d u n g  d er  ar o  m ati s c h e n  Al d e h y d e 

B e n z al d e h y d   u n d    Zi  mt al d e h y d  s o  wi e    A cr ol ei n    k ei n    U  m s at z   b e o b a c ht et    w ur d e .  D ur c h 

s y st e  m ati s c h e    Pr o z e s s o pti  mi er u n g     mitt el s D  e si g n    of    E x p eri  m e nt    er  wi e s e n   si c h    di e 

R e a kti o n s b e di n g u n g e n  b ei  ei n e  m  p  H  v o n  7. 5  u n d  ei n e  T e  m p er at ur  v o n  3 2. 5  °  C  al s  o pti  m al.  S o 

k o n nt e  b ei  ei n er  Fl u s sr at e  v o n  0. 1  m L/  mi n,  ei n er   K o n z e ntr ati o n  v o n   C hl or a c et al d e h y d   (3 03 0 ) 

v o n  0. 2 5  M u n d  0. 5  M  A c et al d e h y d  (22 ) ei n e  Pr o d u kti vit ät  v o n  bi s  z u  4. 5  g  pr o  T a g  err ei c ht 

w er d e n.   

N e b e n  d e n    Wir k st off e n  d er  St ati n e,  gi bt  e s    w eit er e  i nt er e s s a nt e  Str u kt ur  m oti v e,    w el c h e 

d ur c h   D E R A -K at al y s e  er s c hl o s s e n   w er d e n  k ö n n e n.  S o   w ur d e  2 0 1 9  v o n  F or s c h er n  v o n M er c k   

S h ar p    &    D o h  m e ei n e   bi o k at al yti s c h e    K a s k a d e  z ur   st er e o s el e kti v e n   S y nt h e s e   d e s   HI V  -

M e di k a  m e nt e s   I sl at a vir ® (3 23 2 ) b e s c hri e b e n. [ 9 2] Di e s e i n vitr o  M ulti e n z y  m  -K a s k a d e  k o  m bi ni er t 

i n s g e s a  mt  f ü nf    m ut a g e n eti s c h   o pti  mi ert e   E n z y  m e  s o  wi e  vi er    w eit er e    Hilf s e n z y  m e  ( v gl. 

S c h e  m a  2 2 ). A u s g e h e n d  v o n  ei nf a c h e n  a c hir al e n   B a u st ei n e n  k a n n  ü b er  dr ei  bi o k at al yti s c h e 

R e a kti o n s s c hritt e  ei n e   G e s a  mt a u s b e ut e  v o n  5 1  %  er zi elt   w er d e n.   B ei  d er  v er  w e n d et e n   D E R A 

h a n d elt     e s     si c h     u  m     ei n e      V ari a nt e     a u s     d e  m     p s y c hr o p hil e n      Or g a ni s  m u s 

S h e  w a n ell a  h alif a x e n si s ,   w el c h e  2 0 1 6  b er eit s  v o n Di c k  et  al.  b e s c hri e b e n   w or d e n i st .[ 9 3] B ei 

di e s er   w ur d e  a u s   Gr ü n d e n  ei n er  h ö h er e n  A c et al d e h y dr e si st e n z  d er   A  mi n o s ä ur e n a u st a u s c h 

C 4 7 V   d ur c h g ef ü hrt ,  b a si er e n d  a uf  d e n  Erk e n nt ni s s e n  v o n   Di c k  et  al .[ 1 0] I n S c h e  m a  2 2  i st  d er 

fi n al e  bi o k at al yti s c h e  Pf a d  a u s g e h e n d v o n 2-Et h y n yl gl y c er ol  (3 33 3 ) d ar g e st ellt.  N a c h  o xi d ati v er 

D e  s y  m  m etri si er u n g  d ur c h  ei n e  i  m  m o bili si ert e    G al a ct o s e o xi d a s e  ( u n d    Hilf s e n z y  m e n)  u n d 

ei n er   P h o s p h or yli er u n g    mitt el s   ei n er   e b e nf all s  i  m  m o bili si ert e n   P a nt ot h e n at k i n a s e  ( c o-

i  m  m o bili s ert     mit     Hilf s e n z y  m),   f ol gt e    d er     D E R A-k at al yti s c h e    Pr o z e s s s c hritt     mit    2 -

Et h y n yl gl y c er al d e h y d -3 -p h o s p h at  (3 43 4 )   al s     A n al o g o n    z ur   i hr e  m    n at ürli c h e n    S u b str at 

Gl y c er al d e h y d  -3 -p h o s p h at  (1 41 4 ) u n d  1. 5  Ä q ui v al e nt e   A c et al d e h y d  (22 ). K o  m bi ni ert    m it  ei n er 

P h o s p h o p e nt o  m ut a s e   u n d   ei n er   P uri n n u cl e o si d p h o s p h or yl a s e    k o n nt e   d a s   g e  w ü n s c ht e 

I sl at a vir®  (3 23 2 ) s y nt h eti si ert   w er d e n. B e s o n d er s  s p a n n e n d  a n  di e s er  bi o k at al yti s c h e n  S e q u e n z 

i st  hi er b ei  der  e x p eri  m e nt ell e  A uf b a u . K o  m p ati bl e  p  H - u n d  T e  m p er at ur b er ei c h e  s o  wi e  di e 

S u cr o s e p h o s p h or ol y s e   z u  m     A bf a n g e n   d e s   P h o s p h at s   i  m   l et zt e n   R e a kti o n s s c hritt   al s 

t h er  m o d y n a  mi s c h e     Tri e b kr aft,      w el c h e s     ei n      A b s e n k e n     d er     n ot  w e n di g e n 

A c et al d e h y d k o n z e ntr ati o n  b e g ü n sti gt,  er  m ö gli c h e n  ei n  e  gl ei c h z eiti g e   D ur c hf ü hr u n g  di e s er 

m ulti e n z y  m a  ti s c h e n    K a s k a d e  i n   ei n er    w ä s sri g e n   R e a kti o n sl ö s u n g.   D a s   fi n al e   Pr o d u kt 
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I sl at a vir ® (3 23 2 ) k o n nt e  n a c h  Kri st alli s ati o n  dir e kt  a u s  d er  R e a kti o n sl ö s u n g  n a c h  Filtr ati o n   mit 

ei n er  R ei n h eit  v o n  > 9 5  % i s oli ert   w er d e n.   

 

S c h e  m a S c h e  m a  2 22 2 : : BB i o k at al yti s c h e  K a s k a d e  z ur  S y nt h e s e  d e s   M e di k a  m e nt e s I sl at a vir ®.i o k at al yti s c h e  K a s k a d e  z ur  S y nt h e s e  d e s   M e di k a  m e nt e s I sl at a vir ®.[ 9 2][ 9 2]  

Ei n e   w eit er e   A n  w e n d u n g  d er   D E R A -k at al yti s c h e n   A n  w e n d u n g   w ur d e  2 0 1 8  v o n N e  mr  et  al. 

b e s c hri e b e n. [ 9 4] Di e  bi o s y nt h eti s c h e  Pr o d u kti o n  v o n ( R )-1, 3 -B ut a n di ol  ((R )-1, 3 -B  D  O)  (3 53 5 ) i n 

E.  c oli mit   D E R A  al s  S c hl ü s s el e n z y  m  d er  S y nt h e s e  st a n d  hi er i  m  F o k u s  d er  F or s c h u n g.    Al s 

B a u st ei n f ür  di e  Pr o d u kti o n  v o n s y nt h eti s c h e n  P ol y  m er e n,  di v er s e n  P h er o  m o n e n,  K o s  m eti k a 

u n d   P h ar  m a z e uti k a  i st  d a s    Zi el  m ol e k ül  ( R )-1, 3 -B ut a n di ol  (3 53 5 ),  d a s  bi s h er  v or  all e  m  a uf 

W   e g e n   d er   P etr ol c h e  mi e   h er g e st ellt     w ur d e,   v o n   gr o ß e  m   I nt er e s s e. [ 9 5]  B e s o n d er s   di e 

E nt  wi c kl u n g  v o n  u  m  w eltfr e u n dli c h er e n    M et h o d e n  st e ht i  m    Mitt el p u n kt  d er  F or s c h u n g. [ 9 6] 

I n   ei n e  m   er st e n    S c hritt     w ur d e   ei n   h et er ol o g e s    E x pr e s si o n s s y st e  m    a u s g e h e n d   v o n 

P yr u v at  (3 63 6 )  z ur   Pr o d u kti o n  v o n   (R )-1, 3 -B  D  O  (3 53 5 )  i n  ei n e  m E.  c oli St a  m  m    K 1 2    M  G 1 6 5 5 

e nt  wi c k elt.  A uf  di e s e    W ei s e  k o n nt e n  b er eit s  0. 3   g/ L   (R )-1, 3 -B  D  O  (3 53 5 )  er zi elt    w er d e n.  Z ur 

O pti  mi er u n g    w ur d e n   f ol g e n d   di e    N e b e n pr o d u kt e   Et h a n ol,    A c et oi  n   u n d   2, 3 -B ut a n di ol 

r e d u zi ert  u n d  a n s c hli e ß e n d  ei n e  Er h ö h u n g  d er   D E R A -A kti vit ät  d e s  S y st e  m s f or ci ert,  u  m  di e 

M e n g e  a n   d e  m  f ür E.  c oli  t o xi s c h e n  A c et al d e h y d (22 ) z u   mi ni  mi er e n.  A b s c hli e ß e n d   w ur d e  ei n 

Z  w ei -St uf e n -F er  m e nt ati o n s pr o z e s s   i n  ei n e  m E.  c oli   St a  m  m    B  D 2 4  e nt  wi c k elt,    w el c h er  i n 
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ei n e  m  8 -f a c h  h ö h er e n   U  m s at z  z u  (R )-1, 3 -B  D  O  (3 53 5 )  v o n  2. 4  g/ L  r e s ulti ert e.  Di e s er  Pr o z e s s 

b ei n h alt et e   ei n e n     m o d ul ar e n    A uf b a u,   i n d e  m   ei n     M o d ul   z ur    A c et al d e h y d -Pr o d u kti o n 

e nt  wi c k elt   w ur d e  u n d  ei n z  w eit e s  Al d ol a s e -b a si ert e s   M o d ul z ur   U  m s et z u n g z u  m  Zi el  m ol e k ül 

(R )-1, 3 -B  D  O  (3 53 5 ). Al s   Al d ol a s e   w ur d e  ei n e   D E R A  a u s B a cill u s  h al o d ur a n s  g e  w ä hlt,   w el c h e 

si c h   u nt er i n  vi v o  B e di n g u n g e n  al s  eff e kti v st e    V ari a nt e  i n   d er   Pr o d u kti o n   d e s  ( R )-1, 3 -

B  D  O  (3 53 5 ) h er a u s st ellt e.  Z ur  A c et al d e h y d p r o d u kti o n   w ur d e ei n e  P yr u v at d e c ar b o x yl a s e ( P D  C) 

v er  w e n d et.  E i n e   Al d ok et o re d u kt a s e  ( A K R)  s et zt e  s c hli e ßli c h   s el e kti v  d a s  ei nf a c h e    D E R A -

Pr o d u kt  3 -H y dr o x y b ut a n al   (3 73 7 ) z u  d e  m   Zi el pr o d u kt  3 53 5  u  m.  S c h e  m a  2 3  v er a n s c h a uli c ht  di e 

fi n al  e nt  wi c k elt e  bi o s y nt h eti s c h e  Pr o d u kti o n  d e s  ( R )-1, 3 -B  D  O  (3 53 5 ). Ei n  J a hr  s p ät er  k o n nt e  

di e   gl ei c h e     Ar b eit s gr u p p e    i hr   b e s c hri e b e n e s    Pr o d u kti o n s s y st e  m   a uf    ei n e   5 – 6 -f a c h e 

Pr o d u kti o n sr at e  hi n si c htli c h  d e s  ( R )-1, 3 -B  D  O  (3 53 5 ) v er b e s s er n. [ 9 7] Zi elf ü hr e n d   w ar  hi er   di e 

Kri st alli si er u n g   u n d   a n s c hli e ß e n d e    m  ut a g e n eti s c h e   St u di e   d er   v er  w e n d et e n    D E R A   a u s 

B a cill u s  h al o d ur a n s . Di e  Ei nf ü hr u n g  v o n  h y dr o p h o b e n   R e st e n  n a h e  d e s  k at al yti s c h e n  L y s  -

1 5 5  f ü hrt e  di e    Wi s s e ns c h aftl er  z u  z  w ei  v er b e s s ert e n    M ut a nt e n  F 1 6 0 Y  u n d  F 1 6 0 Y/  M 1 7 3I  mit 

v er b e s s ert er  A kti vit ät  u n d  Pr o d u kti vit ät  hi n si c htli c h ( R )-1, 3 -B  D  O  (3 53 5 ). 

 

S c h e  m a S c h e  m a  2 32 3 : : BB i o s y nt h eti s c h er  Pr o z e s s  a u s g e h e n d  v o n i o s y nt h eti s c h er  Pr o z e s s  a u s g e h e n d  v o n DD --Gl u c o s e  z ur  Pr o d u kti o n  v o n  1, 3Gl u c o s e  z ur  Pr o d u kti o n  v o n  1, 3  -(-(RR )-)-B ut a n di olB ut a n di ol   ( 3 5)( 3 5)  
mit   D E R A  al s  S c hl ü s s el e n z y  m.mit   D E R A  al s  S c hl ü s s el e n z y  m. [ 9 4,  9 7][ 9 4,  9 7]  
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5. 3  F L  O   W  C H E   MI E  

5. 3. 1    E I  N F  Ü  H R  U  N  G I  N   DI E F L  O   W  C H E   MI E  

Wi e  i n     K a pit el  5. 2   v er a n s c h a uli c ht,  i st   d a s  I nt er e s s e  a n  bi o k at al yti s c h e n    A n  w e n d u n g e n 

s o  w o hl  i  m   L a b or -  al s   a u c h  i  m  i n d u stri ell e n     M a ß st a b   u n g e br o c h e n.   S o  i st   e s   k a u  m 

v er  w u n d erli c h,  d a s s  u n e nt  w e gt  a n  b e s s er e n    M et h o d e n  ei n er  effi zi e nt e n  S y nt h e s e  g ef or s c ht 

wir d.   U  m  d a s  g a n z e  P ot e n zi al  v o n   Bi o k at al y s at or e n  f ür  s y nt h eti s c h e   Z  w e c k e  n ut z e n  z u 

k ö n n e n,   wir d i n  d e n  v er g a n g e n e n J a hr e n i  m  m er  öft er  a uf  d a s   K o n z e pt  d er  k o nti n ui erli c h e n 

R e a kti o n sf ü hr u n g   mitt el s  Fl o  w  C h e  mi e z ur ü c k g e griff e n.  Di e s e s i n  d er I n d u stri e s c h o n l ä n g er 

et a bli ert e  S y s t e  m,[ 9 8-1 0 0]   fi n d et  i n n er h al b  d er  l et zt e n  2 0 J a hr e  i  m  m er  gr ö ß er e n    Z u  w a c h s. 

Gr u n d    d af ür   li e gt   v or   all e  m    i n    d er   t e c h ni s c h e n    E nt  wi c kl u n g   v o n   l a b ort a u gli c h e n 

k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s s y st e  m e n. [ 1 0 1-1 0 3]  D o c h   w a s  z ei c h n et  di e Fl o  w  C h e  mi e  a u s  u n d 

m a c ht si e f ür  di e  F or s c h u n g s o  attr a kti v ?   

D a s   gr u n dl e g e n d e     K o n z e pt    d er Fl o  w    C h e  mi e   i st   v er gl ei c h s  w ei s e   si  m p el.   I n   ei n er 

k o nti n ui erli c h e n   R e a kti o n   wir d  ei n e  Fl ü s si g k eit i n  ei n e n   R e a kt or  g e p u  m pt, i n   w el c h e  m  di e 

g e  w ü n s c ht e  R e a kti o n st attfi n d et.  A n s c hli e ß e n d  v erl ä s st  d a s f erti g e  Pr o d u kt  d e n  R e a kt or  u n d 

st e ht  f ür    w eit er e    U  m s et z u n g e n,   R ei ni g u n g s s c hritt e  o d er  z ur    A n al y s e  b er eit .  Ei n  s ol c h e s 

b ei s pi el h aft e s  S et -U p  ei n e s   kl a s si s c h e n  Fl o  w -Pr o z e s s e s i st i n  A b bil d u n g  4  a b g e bil d et.  J e  n a c h 

A nf or d er u n g e n   d er   g e  w ü n s c ht e n    R e a kti o n   i st   d  er    e x p eri  m e nt ell e    A uf b a u    s p e zifi s c h 

a n z u p a s s e n.  A b h ä n gi g  v o n  d er  Gr ö ß e  u n d   d er   K o  m pl e xit ät   d er  R e a kti o n  ri c ht et  si c h  d er 

t e c h ni s c h e  u n d  z eitli c h e    A uf  w a n d,  u  m  ei n  p a s s e n d e s Fl o  w -S y st e  m  z u  e nt  wi c k el n.   N a c h 

Pl ut s c h a k  et  al.  b e st e ht  ei n  kl a s si s c h e s Fl o  w -S y st e  m  a u s  a c ht  gr u n dl e g e n d e n    M o d ul e n:  Ei n 

g e ei g n et e s  P u  m p s y st e  m  z ur  Z uf u hr  d er  R e a g e n zi e n ,  ei ne  m  Mi s c h  m o d ul,  d e  m   R e a kt or,  ei n e  m  

Q u e n c hi n g -M  o d ul,  ei n er  Dr u c kr e g ul ati o n,  ei n  e  m  M o d ul  z u  m  S a  m  m el n  d er  P  r o b e n,  ei ne  m  

A n al yti k -  s o  wi e  ei n e  m   R ei ni g u n g s  m o d ul   ( v gl.  A b bil d u n g   4 ).[ 1 0 1]  All e    M o d ul e  si n d  d a b ei 

s o  w o hl   a u st a u s c h b ar ,  al s   a u c h    m e hrf a c h    wi e d er h ol b ar,    w or a u s  si c h    M ö gli c h k eit e n   f ür 

k o  m pl e x e  R e a kti o n s k a s k a d e n  mit  di v er s e n   M o difi k ati o n e n   bi et e n.  
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A b bil d u n g A b bil d u n g   44 :   A uf b a u  ei n e s  kl a s si s c h e n  k o nti n ui erli c h e n  Fl o  w:   A uf b a u  ei n e s  kl a s si s c h e n  k o nti n ui erli c h e n  Fl o  w--S et u p s  b e st e h e n d  a u s S et u p s  b e st e h e n d  a u s   (  mi n d e st e n s) (  mi n d e st e n s)  a c ht a c ht 
M o d ul e nM o d ul e n   , , b etri e b e n  ü b er  z  w ei  P u  m p e n.b etri e b e n  ü b er  z  w ei  P u  m p e n. [ 1 0 1][ 1 0 1]  

D a s   H er z st ü c k j e d e s Fl o  w -S y st e  m s  bil d et  d er  R e a kt or.  Er  i st d e r Ort  ,  a n  d e  m  di e b e a b si c hti gt e 

R e a kti o n  st attfi n d et . I  m  All g e  m ei n e n   w er d e n  dr ei  v er s c hi e d e n e  R e a kt ort y p e n  u nt er s c hi e d e n: 

(  Mi kr o-)  C hi pr e a kt or e n,  S pul e nr e a kt or e n  o d er  F e st b ettr e a kt or e n  ( v gl. A b bil d u n g   4 ).[ 1 0 1,  1 0 2] 

W el c h er   R e a kt ort y p  d er  g e ei g n et st e i st,  h ä n gt  v or  all e  m  v o n  d er  g e  w ü n s c ht e n  c h e  mi s c h e n 

R e a kti o n  a b.  D ur c h st ä n di g e t e c h ni s c h e   W eit er e nt  wi c kl u n g  v o n  p a s s e n d e n  K at al y s at or e n f ür 

Fl o  w -S y st e  m e  i st   h e ut z ut a g e   ei n e   gr o ß e    Vi elf alt   d ur c h   di e   v er s c hi e d e n st e n   R e a kt or e n 

m ö gli c h.    (  Mi kr o-)  C hi pr e a kt or e n  z ei c h n e n  si c h   d ur c h   ei n   gr o ß e s    O b erfl ä c h e n-V ol u  m e n -

V er h ält ni s  a u s,   w o d ur c h  ei n  effi zi e nt er    W är  m etr a n sf er   g e  w ä hrl ei st et i st.  J e  n a c h   N at ur  d er 

c h e  mi s c h e n  Tr a n sf or  m ati o n ,  k ö n n e n  di e    C hi pr e a kt or e n  a u s    Gl a s,    K er a  mi k,  Sili k o n  o d er 

r o stfr ei e  m  St a hl  b e st e h e n.  N e b e n  d er  kl a s si s c h e n  fl ü s si g  -fl ü s si g-K at al y s e,  k ö n n e n  d ur c h 

F u n kti o n ali si er u n g     d er     R e a kt or o b erfl ä c h e    w eit er e     R e a kti o n e n     a dr e s si ert      w er d e n. 

Ri c ci ar di  et  al.  b eri c ht et e n  v o n   d er    O b erfl ä c h e nf u n kti o n ali si er u n g   d er  I n n e n  w ä n d e  ei n e s 

Gl a s c hi p  -Mi kr or e a kt or s  z ur  h et er o g e n e n  s a ur e n   K at al y s e. [ 1 0 4] I n  ei n e  m  Ei n s c hritt v erf a hr e n 

f u n kti o n ali si ert e n  si e   di e  fr ei e n    H y dr o x y gr u p p e n   d er    Gl a s o b erfl ä c h e    mit   ei n er  st ar k e n 

P erfl u or o al k yl s ulf o n s ä ur e.  Di e  erf ol gr ei c h e  F u n kti o n ali si er u n g  v erifi zi ert e n si e  a n s c hli e ß e n d 

a n h a n d    ei n er      H y dr ol y s e    v o n      B e n z al d e h y d -D  i  m et h yl a c et al (3 83 8 )    i n      A c et o nitril    b ei 

R a u  mt e  m p er at ur  ( v gl. S c h e  m a  2 4 ).   B ei  ei n er   V er  w eil z eit  d er  R e a kti o n sl ö s u n g i n n er h al b  d e s 

f u n kti o n ali si ert e n   K at al y s at orr e a kt or s  v o n  6 0 s  k o n nt e n  si e  s o  ei n e n  q u a ntit ati v e n   U  m s at z 

er zi el e n.  Di e   R e a kti vit ät  d e s  f u n kti o n ali si ert e n   C hi p s  k o n nt e  f ür  6   h  bi s  2  d  a b h ä n gi g  v o  m 

L ö s u n g s  mitt el  g e n ut zt   w er d e n.  
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S c h e  m a S c h e  m a    2 42 4 : :    a) a)    V er  w e n d u n g     ei n e s      C hi pr e a kt or s     z ur     q u a ntit ati v e n     E nt s c h üt z u n g     v o n 
B e n z al d e h y d

V er  w e n d u n g     ei n e s      C hi pr e a kt or s     z ur     q u a ntit ati v e n     E nt s c h üt z u n g     v o n 
B e n z al d e h y d dd i  m et h yl a c eti  m et h yl a c etatat   ( 3 8)( 3 8)  u n d  b)   O b erfl ä c h e nf u n kti o n ali si er u n g  d er   Gl a s c hi pr e a kt or s   mitt el s  ei n er u n d  b)   O b erfl ä c h e nf u n kti o n ali si er u n g  d er   Gl a s c hi pr e a kt or s   mitt el s  ei n er 
st ar k e n  P erfl u or o al k yl s ulf o n s ä ur e i n  T ol u ol.st ar k e n  P erfl u or o al k yl s ulf o n s ä ur e i n  T ol u ol. [ 1 0 4][ 1 0 4]  

Di e   m ei st  a u s  ei nf a c h e n i n ert e n   P ol y  m er e n  ( z. B.  P ol yt etr afl u or et h yl e n,  P ol yfl u or al k o x y  o d er 

P ol y vi n yli d e nfl u ori d)   b e st e h e n d e n   k o st e n g ü n sti g e n   S p ul e nr e a kt or e n   et a bli ert e n  si c h   al s 

attr a kti v e    Alt er n ati v e  z u   d e n    C hi pr e a kt or e n.   I hr    M at eri al  ei g n et  si c h   h er v orr a g e n d  f ür 

R e a kti o n e n,   w el c h e  u nt er   U V/ Vi s -B e str a hl u n g  k at al y si ert   w er d e n.  D ur c h  d a s  A uf  wi c k el n  u  m 

ei n e  e nt s pr e c h e n d e  Li c ht q u ell e  k ö n n e n  s o  a uf  effi zi e nt e  m    W e g  p h ot o c h e  mi s c h e  R e a kti o n 

i nitii ert    w er d e n.[ 1 0 1]  D ur c h  di e  s pir alf ör  mi g e   A uf  wi c kl u n g  d e s  R e a kt or s c hl a u c h e s  k ö n n e n 

s e hr l a n g e  R e a kti o n s z eit e n (  mit  e nt s pr e c h e n d  a n g e p a s st e n  Fl u s sr at e n)  err ei c ht   w er d e n.  Ei n e 

Vi elf alt   k a n n   a u c h   b ei   di e s e  m   R e a kt ort y p   d ur c h   d a s     M at eri al   g e  w o n n e n    w er d e n.   S o 

b eri c ht et e n  er st  m al s B o g d a n  u n d J a  m e s ( 2 01 1 )  v o n  K at al y s e   mitt el s  K u pf err o hrr e a kt or e n. [ 1 0 5, 

1 0 6]  I n  ei n er  k u pf er k at al y si ert e n H ui s g e n  1, 3 -di p ol ar e n   C y cl o a d diti o n s y nt h eti si ert e n si e  1, 4 -

di s u b stit ui ert e  1, 2, 3 -Tri a z ol e  3 93 9  a u s g e h e n d  v o n  Al k yl h al o g e ni d e n,   N atri u  m a zi d  u n d  A c et yl e n 

mit  A u s b e ut e n  bi s  z u  8 3   % i n  ei n e  m  k o nti n ui erli c h e n Fl o  w -Pr o z e s s  ( v gl. S c h e  m a  2 5 ). 
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S c h e  m a S c h e  m a  2 52 5 :  S y nt h e s e  v o n  1, 4:  S y nt h e s e  v o n  1, 4--di s u b stit ui ert e n  1, 2, 3di s u b stit ui ert e n  1, 2, 3 --Tri a z ol e nTri a z ol e n   3 93 9   mitt el s  ei n e s   K u pf ermitt el s  ei n e s   K u pf er  --k at al y si ert ek at al y si ert e n  n  Fl o  wFl o  w --
Pr o z e s s e s.Pr o z e s s e s. [ 1 0 5][ 1 0 5]  

F ür   kl a s si s c h e   h et er o g e n e    K at al y s e   u nt er    V er  w e n d u n g   ei n e s Fl o  w -S y st e  m s    wir d   a  m 

h ä ufi g st e n  d er  F e st b ettr e a kt or  v er  w e n d et. [ 1 0 1,  1 0 7]  U nt er  di e s e  m  v er st e ht    m a n  ei n e    m ei st 

s ä ul e nf ör  mi g e    A p p ar at ur,    w el c h e    mit  ei n e m    f e st e n  k at al yti s c h  a kti v e  m    M at eri al,  h ä ufi g 

i  m  m o bili si ert e   K at al y s at or e n, b ef üllt  i st.   V er s c hl o s s e n  d ur c h  z  w ei   filt er arti g e    M e  m br a n e n 

wir d  s o  di e  R e a kti o n sl ö s u n g  d ur c h  d e n  R e a kt or  g e p u  m pt.   Di e  k at al yti s c h e   A kti vit ät   wir d 

b e sti  m  mt  d ur c h  di e   M e n g e  a n   M at eri al,  a b h ä n gi g  v o n  d er  L ä n g e  u n d  d e  m   D ur c h  m e s s er  d e s 

R e a kt or s.   N e b e n   Gl a s   si n d  di v er s e  P ol y  m er e  s o  wi e  r o stfr ei er  St a hl  b eli e bt e    M at eri ali e n.  I  m 

All g e  m ei n e n  h a n d elt  e s si c h  b ei  d e n  k at al yti s c h e n  S u b st a n z e n  u  m  P ol y  m er p erl e n,   w el c h e   mit 

v er s c hi e d e n e n  Li g a n d e n  o d er  k o or di ni ert e n   M et alli o n e n  v er s e h e n si n d.  Ei n e  w eit  v er br eit et  e  

A n  w e n d u n g  di e s er   Art  d er Fl o  w -C h e  mi e  si n d   H y dri er u n g e n  .[ 1 0 1,  1 0 7] D er  F e st b ett k at al y s at or 

b e st e ht   b ei s pi el s  w ei s e   a u s   kl a s si s c h e n   h et er o g e n e n   K at al y s at or e n    wi e   P d/  C,   Pt/  C   o d er 

R a n e y -Ni  c k el .    D er  h ä ufi g i n sit u   mitt el s    El e ktr ol y s e  g e bil d et e    W a s s er st off   wir d    mit  d e n 

S u b str at e n  v er  mi s c ht  u n d  ü b er  d e n  R e a kt or  g el eit et,   w o  di e   H y dri er u n g sr e a kti o n st attfi n d et. 

L a b ort a u gli c h e  k o  m  m er zi ell  er h ältli c h e    G er ät e  di e s er   Art    w er d e n  b e k a n nt er  m a ß e n  u nt er 

d e  m   N a  m e n H  -C u b e ® v ertri e b e n  u n d fi n d e n  b er eit s i n  vi el e n  or g a ni s c h e n  S y nt h e s el a b or e n 

A n  w e n d u n g .[ 1 0 8] S o  a u c h  v o n St e v e n  V.  L e y  u n d    Mit ar b eit er n,  di e  u nt er   V er  w e n d u n g  ei n e s 

H  -C u b e  ®   di e    H y dri er u n g  v o n  I  mi n e n  z u  i hr e n  k orr e s p o n di er e n d e n    A  mi n e n  b e s c hri e b e n 

h a b e n. [ 1 0 9] Si e  er zi elt e n  f ür  ei n e  R ei h e  v o n  ali p h ati s c h e n  u n d  ar o  m ati s c h e n I  mi n e n  g ut e  bi s 

e x z ell e nt e  A u s b e ut e n  ( > 8 0 %)   mit e x z ell e nt e n  R ei n h eit e n ( > 9 5   %)  .  Al s  R e a kt or   w ur d e ei n e  1 0 % 

P d/  C -K art u s c h e   v er  w e n d et .    A b er   a u c h   i n    w eit er e n   or g a ni s c h e n   R e a kti o ne n   f a n d   di e 

M et h o di k  d er  F e st b ettr e a kt or e n  b er eit s    erf ol gr ei c h  Ei n z u g,    wi e  z. B.  b ei   Kr e u z k u p pl u n g e n 

o d er      M et at h e s e -R e a kti o n e n .[ 1 1 0-1 1 4]     I n     ei n er     k o nti n ui erli c h e n     S u z u ki-

Kr e u z k u p pl u n g sr e a kti o n  v er  w e n d et e  e b e nf all s  di e  Ar b eit s gr u p p e  v o n S t e v e n V.  L e y  i n ei n e n 

mit   P ol y h ar n st off  ei n g e s c hl o s s e n e s  P all a di u  m(II) -a c et at  ([P d E n  C at ] T  M ) g ef üllt e n  R e a kt or  i n 

K o  m bi n ati o n   mit n -B ut yl a  m  m o ni u  m s al z e n .[ 1 1 0] Al s  S u b str at e  di e nt e n I o d b e n z ol   (4 04 0 ) u n d p -



 
 

4 9  

T ol u ol b or o n s ä ur e  (4 14 1 ). Di v er s e  B ut yl a  m  m o ni u  m s al z e   w ur d e n  g et e st et.   Di e  b e st e n  R e s ult at e 

k o n nt e n   mit  B u 4 N  O  M e   ( 1 m  m ol)   i n  T ol u ol:  M e  O  H ( 9: 1) b ei  7 0  °  C  n a c h ei n  m ali g e  m  D ur c hl a uf 

d ur c h  d e n   R e a kt or  ( 5 c  m  x  0. 4 5  c  m)  b ei  ei n er  Fl u s s r at e  v o n  0. 2 m L/  mi n   er zi elt   w er d e n  ( v gl. 

S c h e  m a  2 6 ). Ei n e  h o  m o g e n e  R e a kti o n sl ö s u n g st ellt e si c h   w ä hr e n d  d er  R e a kti o n s o pti  mi er u n g 

f ür  ei n e  o pti  m al e    W e c h s el  wir k u n g  v o n  S u b str at e n  u n d  K at al y s at or  al s e s s e n zi ell  h er a u s.  

 

S c h e  m a S c h e  m a  2 62 6 : : S u z u kiS u z u ki --K u p pl u n g  u nt er   V er  w e n d u n g  d er  k o nti n ui erli c h e n K u p pl u n g  u nt er   V er  w e n d u n g  d er  k o nti n ui erli c h e n Fl o  wFl o  w --C h e  mi e   mit  [C h e  mi e   mit  [  P d E n  C atP d E n  C at ]] T   MT   M   al s al s 
K at al y s at or i  m  F e st b ettr e a kt orK at al y s at or i  m  F e st b ettr e a kt or  ..[ 1 1 0][ 1 1 0]  

N e b e n   d er    U  m s et z u n g   d er  kl a s si s c h e n  c h e  mi s c h e n    K at al y s at or e n  i n   d er Fl o  w   C h e  mi e, 

er öff n et  di e    N ut z u n g  d er  F e st b ettr e a kt or e n  a u c h  di e   V er  w e n d u n g  v o n   Bi o k at al y s at or e n . 

V or a u s s et z u n g i st  d af ür  ei n e  erf ol gr ei c h e  u n d  effi zi e nt e I  m  m o bili si er u n g  d e s  g e  w ü n s c ht e n 

E n z y  m s.    D a   di e    V er  w e n d u n g   v o n    Bi o k at al y s at or e n  i n Fl o  w -Pr o z e s s e n  i  m   F o k u s   d er 

v orli e g e n d e n  Ar b eit st e ht,  s oll  di e s e  T h e  m ati k i  m f ol g e n d e n  K a pit el  5. 3. 2  i  m   D et ail  b el e u c ht et 

w er d e n   u n d  a n  di e s er  St ell e  n ur  d er  V oll st ä n di g k eit  h al b er  er  w ä h nt s ei n.   

I  m   G e g e n s at z  z ur  kl a s si s c h e n  S y nt h e s e i  m  B at c h,   w ei st  di e Fl o  w  C h e  mi e i n  d er   N ut z u n g   mit 

c h e  mi s c h e n   o d er   bi ol o gi s c h e n    K at al y s at or e n  ei ni g e    V ort eil e  a uf :   Ei n   k o ntr olli ert er   u n d 

effi zi e nt er er    W är  m etr a n sf er,  ei n e  b e s s er e   D ur c h  mi s c h u n g  d er  R e a g e n zi e n  u n d  d a  mit  k ür z er e 

R e a kti o n s z eit e n ,    ei n    ei nf a c h er e s    S k ali er e n ,    ei n e     R e d u zi er u n g    d er      K o st e n,      m e hr 

N a c h h alti g k eit  s o  wi e   di e    M ö gli c h k eit   d e s  si c h er e n    U  m g a n g s    mit  t o xi s c h e n  S u b st a n z e n 

z ei c h n e n   di e     M et h o di k   a u s.     D ur c h   ei n e   b e s s er e     K o ntr oll  m ö gli c h k eit   d er   ei n z el n e n 

R e a kti o n s p ar a  m et er   wir d  ei n  g e zi elt er e s  Ei n gr eif e n i n  di e  R e a kti o n   m ö gli c h.   Di e s  k a n n  n e u e 

R e a kti o n e n  u n d  di e  I s oli er u n g  v o n  bi s h er  u n gr eif b ar e n  R e a kti o n s pr o d u kt e n  er  m ö gli c h e n.   

E b e n s o  bi et e n si c h   M ö gli c h k eit e n  d er  A ut o  m ati si er u n g. [ 1 0 1,  1 0 2,  1 1 5-1 2 0]  

I n  d er  F üll e  a n  M  ö gli c h k eit e n ,  di e  di e Fl o  w  C h e  mi e  bi et et,   li e gt  a u c h  d er   N a c ht eil  di e s e s 

K o n z e pt e s  v er st e c kt.  Z u  m  ei n e n i st   di e   A n s c h aff u n g  d e s  g e ei g n et e n  E q ui p  m e nt s t e u er ,  z u  m 

a n d er e n  k a n n  d er   A uf b a u  u n d  di e   E nt  wi c kl u n g  ei n e s  effi zi e nt e n   R e a kti o n s s y st e  m s  s e hr 

z eiti nt e n si v  s ei n .    Di e    M et h o di k  d er Fl o  w   C h e  mi e  i st  k ei n e  u ni v er s ell e  L ö s u n g,  di e  i hr e  n  

V ort eil e n  f ür j e d e  d e n k b ar e  R e a kti o n g er e c ht   w er d e n  k a n n .   D a h er  bl ei bt  e s f ür j e d e  R e a kti o n 

u n d  j e d e n  s y nt h eti s c h e n   Z  w e c k  a b z u  w ä g e n,  o b  ei n e  R e ali si er u n g  u n d  E nt  w i c kl u n g  ei n e s 

k o nti n ui erli c h e n Fl o  w -Pr o z e s s e s  si n n v oll  si n d . Di e   K o  m bi n ati o n s  m ö gli c h k eit  v er s c hi e d e n er 
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K at al y s at or e n i n    M ulti st e p -K a s k a d e n i st  f ür  d e n  or g a ni s c h e n   C h e  mi k er i n  er st er  Li ni e  ei n 

attr a kti v e s  W er k z e u g   ,  a n d er er s eit s i st  di e   U  m s et z u n g  a n  z a hlr ei c h e  B e di n g u n g e n  g e k n ü pft. 

S o    m ü s s e n   R e a kti o n s b e di n g u n g e n   g ef u n d e n    w er d e n,   u nt er    w el c h e n   all e   v er  w e n d et e n 

K at al y s at or e n   effi zi e nt   g e n ut zt     w er d e n   k ö n n e n.    B e s o n d er s   i n   d er    K o  m bi n ati o n   d er 

c h e  mi s c h e n  u n d   Bi o k at al y s at or e n  st ellt  di e    W a hl  ei n e s  g e ei g n et e n  R e a kti o n s  m e di u  m s  ei n e 

H er a u sf or d er u n g     d a  r,     d a    let zt er e     b e k a n nt er  m a ß e n     di e     kl a s si s c h e n     or g a ni s c h e n 

L ö s u n g s  mitt e l   w e ni g er  g ut t ol eri er e n. E s   m ü s s e n  V er d ü n n u n g s eff e kt e  d ur c h  Z u g a b e   w eit er er 

R e a g e n zi e n   ü b er    w eit er e   P u  m p e n  i n   d a s   R e a kti o n s s y st e  m   b e d a c ht    w er d e n,  s o  wi e   di e 

A u s  wir k u n g e n  a uf  di e  Fl u s s g e s c h  wi n di g k eit  u n d  d e n  d a v o n  a b h ä n gi g e n    U  m s ät z e n  j e d e s 

ei n z el n e n    K at al y s at or s.    V er s c hi e d e n e   R e a kti o n s ki n eti k e n   d er   ei n z el n e n    K at al y s at or e n 

m ü s s e n  d ur c h  di e    W a hl  g e ei g n et er  R e a kti o n s p ar a  m et er i n  Ei n kl a n g  g e br a c ht   w er d e n. [ 1 0 7] Ei n 

g ut e s   s y nt h eti s c h e s    V er st ä n d ni s   u n d   E x p erti s e   d er   g e  w ü n s c ht e n   R e a kti o n   s o  wi e   ei n 

V er st ä n d ni s f ür  v erf a hr e n st e c h ni s c h e  Z u s a  m  m e n h ä n g e  si n d f ür  di e  erf ol gr ei c h e   U  m s et z u n g 

ei n e s Fl o  w -Pr o z e s s e s  e s s e nti ell. [ 1 1 8,  1 1 9] 

G eli n gt  di e  E nt  wi c kl u n g  ei n e s  g e ei g n et e n  S y st e  m s,  bi et et  di e    W a hl  d e s Fl o  w -S y st e  m s  ei n e 

el e g a nt e  u n d  effi zi e nt e    M ö gli c h k eit  d er  R e a kti o n sf ü hr u n g  d ort,  w o  si e  si n n v oll  ei n g e s et zt 

w er d e n  k a n n  . B ei s pi el e  d af ür si n d  v or  all e  m i n  d er   N at ur st off s y nt h e s e  u n d  d er  S y nt h e s e  v o n 

A PI s ( e n gl i s c h:  a cti v e  p h ar  m a c e uti c al i n gr e di e nt s) z u fi n d e n,   w o  vi el e  K at al y s at or e n i n  ei n e  m 

k o nti n ui erli c h e n Fl o  w -Pr o z e s s    k o  m bi ni ert     w er d e n. [ 1 0 1,    1 2 1,    1 2 2]   B er eit s   i  m   J a hr   2 0 0 5 

b e s c hri e b e n B a x e n d al e  et  al.  di e  er st e  v oll  a ut o  m ati si ert e  N at ur st off s y nt h e s e  v o n   N e oli g ni n 

Gr o s s a  mi d   (4 24 2 )  u nt er  k o nti n ui erli c h er  R e a kti o n sf ü hr u n g. [ 1 2 3,  1 2 4]  Hi er  k o n nt e n  erf ol gr ei c h 

dr ei  v er s c hi e d e n e   R e a kt or e n,  d ar u nt er  z  w ei  kl a s si s c h  c h e  mi s c h e  u n d  ei n  e n z y  m ati s c h er 

K at al y s at or,    mit ei n a n d er   k o  m bi ni ert    w er d e n.    Ei n   v er ei nf a c ht e s   R e a kti o n s s c h e  m a  i st  i n 

S c h e  m a   2 7   d ar g e st ellt.   A u s g e h e n d   v o n   F er ul a s ä ur e   (4 34 3 )  u n d   T yr a  mi n  (4 44 4 )  w ur d e   di e 

S u b str atl ö s u n g     i n      G e g e n  w art     v o n    Br o  mtri p yrr oli di n o p h o s p h o ni u  m -

h e x afl u or o p h o s p h at  ( P y Br  OP )     u n d      Dii s o pr o p yl et h yl a  mi n (  DI P E A)    z ur      A  mi d s y nt h e s e 

z u n ä c h st  ü b er  ei n e n  R e a kt or  g ef ü hrt,   w el c h er   mit i  m  m o bili si ert e n   H y dr o x y b e n z otri a z ol  (4 54 5 ) 

g ef üllt   w ar.  E s f ol gt e  ei n   w eit er er  F e st b ettr e a kt or.  Z ur  E ntf er n u n g  v o n  ü b er s c h ü s si g e  m  A  mi n 

a u s  d e  m  El u e nt  d er  er st e n   K at al y s at or s ä ul e   w ur d e  di e  R e a kti o n sl ö s u n g  ü b er i  m  m o bili si ert e 

S ulf o n s ä ur e  g el eit et.    Mitt el s   ei n er  l et zt e n   K at al y s at or s ä ul e,  i n  d er  si c h  ei n e  a n   Ki e s el g el 

i  m  m o bili si ert e    P er o xi d a s e   b ef a n d ,    k o n nt e    d a s   fi n al e     Gr o s s a  mi d (4 24 2 )   d ur c h    di e s e n 

k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s pr o z e s s i n  h o h er  A u s b e ut e i s oli ert   w er d e n.  
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S c h e  m a S c h e  m a   2 72 7 : :  VV oll   a ut o  m ati si ert e   S y nt h e s e   v o n    Gr o s s a  mi doll   a ut o  m ati si ert e   S y nt h e s e   v o n    Gr o s s a  mi d   4 24 2    mitt el s   k o nti n ui erli c h er mitt el s   k o nti n ui erli c h er Fl o  wFl o  w   C h e  mi e. C h e  mi e. 
K o  m bi ni ert   w er d e n  dr ei  h et er o g e n e  i  m  m o bili si ert e   K at al y s at or e n  i n  F e st b ettr e a kt or e n,  z  w ei  c h e  mi s c h e K o  m bi ni ert   w er d e n  dr ei  h et er o g e n e  i  m  m o bili si ert e   K at al y s at or e n  i n  F e st b ettr e a kt or e n,  z  w ei  c h e  mi s c h e 
s o  wi e  ei n  e n z y  m ati s c h er  K at al y s at or.s o  wi e  ei n  e n z y  m ati s c h er  K at al y s at or. [ 1 2 4][ 1 2 4]  

W eit er e    t eil s k o  m pl e x er e  k o nti n ui erli c h e  R e a kti o n s k a s k a d e n  k o n nt e n  i n  d e n l et zt e n J a hr e n 

erf ol gr ei c h    r e ali si ert     w er d e n.[ 1 2 1]   D a s    I nt er e s s e    a n    di e s er    attr a kti v e n    a b er    a u c h 

h er a u sf or d er n d e n     R e a kti o n sf ü hr u n g      w ä c h st     st eti g     u n d     di e      M ö gli c h k eit e n     d er 

K at al y s at or e nt  wi c kl u n g s c h ei nt  n o c h  ni c ht  er s c h ö pft  z u s ei n  . 

5. 3. 2    B I  O K A T A L Y S A T  O R E  N IN   D E R   F L  O   W  C H E   MI E  

Wi e   b er eit s   i n   d e n    v or a n g e g a n g e n e n    K a pit el n   t h e  m ati si ert,   st ell e n   E n z y  m e  b ei    d er 

A n  w e n d u n g  i n  d er  or g a ni s c h e n  S y nt h e s e  attr a kti v e   Alt er n ati v e n   z u  kl a s si s c h  c h e  mi s c h e n 

K at al y s at or e n   d ar,  d er e n    V ort eil e  b er eit s  i n  vi el e n  or g a ni s c h e n  L a b or e n  al s  a u c h  i n  d er 

I n d u stri e    A n kl a n g   g ef u n d e n   h a b e n.[ 2 3,   1 2 5-1 2 9]   I hr e   h er a u sr a g e n d e n   R e gi o-,   St er e o-  u n d 

C h e  m o s el e kti vit ät     z ei c h n  et     si e     b e s o n d er s     a u s.    D  ur c h     di e    b e v or z u gt    mil d e n 

R e a kti o n s b e di n g u n g e n  d er  E n z y  m e   k ö n n e n  si e  ei n e   i nt er e s s a nt e L ö s u n g  bi et e n,  u  m  d e  m 

all g e g e n  w ärti g e n   B e str e b e n  n a c h  u  m  w eltfr e u n dli c h er e n  R e a kti o n s pr o z e s s e n   z u  b e g e g n e n . 

D ur c h    di e   h e ut z ut a g e   effi zi e nt e n     M ö gli c h k eit e n   d er   E n z y  m o pti  mi er u n g   d ur c h Pr ot ei n 

E n gi n e eri n g     Str at e gi e n,      w er d e n    st eti g    n e u e    R e a kti o n s pf a d e    er  m ö gli c ht    u n d    di e 

e n z y  m k at al y si ert e  Pr o d u kt p al ett e  er  w eit ert .[ 6 9,  1 3 0,  1 3 1] 
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S o   li e gt  e s   n a h e,   d a s s  e s  v o n  I nt er e s s e  i st,  di e    V ort eil e   d er    Bi o k at al y s at or e n    mit   d e n  

d ar g el e gt e n   V ort eil e n   d er   k o nti n ui erli c h e n Fl o  w   C h e  mi e  z u  k o  m bi ni er e n.    Di e    M e n g e  a n 

V er öff e ntli c h u n g e n  J a hr e 2 0 1 5  bi s 2 0 2 1 b el e g e n  ei n e n st eti g   w a c h s e n d e n  Tr e n d i n  d e  m   G e bi et 

d er  k o nti n ui erli c h e n   Bi o k at al y s e  (  D at e n er h e b u n g    mit g o o gl e  s c h ol ar  u nt er  d e  m  Sti c h  w ort 

„ c o nti n u o u s    fl o  w     bi o c at al y si s“ ).    Di e s e      E nt  wi c kl u n g     d er      V er öff e ntli c h u n g e n    v o n 

M a n u s kri pt e n  u n d  P at e nt e n  z ur  „ k o nti n ui erli c h e n    Bi o k at al y s e“     v o n  2 0 1 5  bi s   2 0 2 1   i st  i n 

A b bil d u n g   5  gr a p hi s c h  d ar g e st ellt . Mit  ü b er  5 0 0 0   V er öff e ntli c h u n g e n i  m J a hr  2 0 2 0  k a n n  ei n 

Z u  w a c h s  v o n r u n d  6 0  % s eit  2 0 1 5   v er z ei c h n et   w er d e n.  Di e s e  Z a hl e n  z ei g e n  ei n dr u c k s v oll  d a s 

P ot e n zi al,  d a s s si c h  d ur c h  di e  K o  m bi n ati o n  di e s er  b ei d e n  R e a kti o n s s y st e  m e  a u s z ei c h n et  u n d 

n e u e   M ö gli c h k eit e n  d er  R e a kti o n sf ü hr u n g  er  m ö gli c ht. [ 5 2,  1 3 2]  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   55 :   A n z a hl  d er  v er öff e ntli c ht e n    M a n u s kri pt e  u n d  P at e nt e  z u  m  S c hl a g  w ort  „ c o nti n u o u s  fl o  w :   A n z a hl  d er  v er öff e ntli c ht e n    M a n u s kri pt e  u n d  P at e nt e  z u  m  S c hl a g  w ort  „ c o nti n u o u s  fl o  w 
bi o c at al y si s “ s eit  2 0 1 5. bi o c at al y si s “ s eit  2 0 1 5. D er   Gr a p h   w ur d e  a n h a n d  v o n   D at e n  v o n g o o gl e s c h ol ar  erst ellt.  B er ü c ksi c hti gt   w ur d e n 
D at e n  bis  z u  m  0 6. 0 9. 2 0 2 1.   

Di e    V er  w e n d u n g  v o n   Bi o k at al y s at or e n  i n  ei n e  m  k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s pr o z e s s  s et zt 

v or a u s ,  d a s s E n z y  m e  d er Fl o  w  C h e  mi e i n  ei n er  F or  m z u g ä n gli c h  g e  m a c ht   w er d e n,  u  m si e  d ort 

effi zi e nt  n ut z e n  z u  k ö n n e n.  Di e  L ö s u n g  d af ür  bil d et   n e b e n  d er   G a n z z ell -K at al y s e i n  er st er 

Li ni e  di e I  m  m o bili s i er u n g.[ 5 2,  1 0 7,  1 3 2] Di e s e  s oll  al s  T eil  d  er  v orli e g e n d e n  Ar b eit i  m  F ol g e n d e n 

n ä h er  erl ä ut ert   w er d e n,   w ä hr e n d  di e   G a n z z ell -K at al y s e  d er   V oll st ä n di g k eit  h al b er  n ur  k ur z 

er  w ä h nt  bl ei bt.   Di e  I  m  m o bili si er u n g  v o n  E n z y  m e n  k a n n  n e b e n  d e  m  g e  w ü n s c ht e n    Zi el, 
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n ä  mli c h  d e n   Bi o k at al y s at or i n  ei n er  g e ei g n et e n  F or  m  z ur   V erf ü g u n g  z u  st ell e n,   z u s ät zli c h 

p o siti v e  Eff e kt e  a uf  di e  E n z y m ei g e n s c h aft e n  h a b e n.   H ä ufi g  al s  pr o bl e  m ati s c h  er  w ei st  si c h 

ei n e      m a n g el n d e    o d er    ni c ht    a u sr ei c h e n d e    St a bilit ät    d e s    E n z y  m s    i n    or g a ni s c h e n 

L ö s u n g s  mitt el n,  g e g e n ü b er  c h e  mi s c h e n  S u b str at e n  o d er  d er  R e a kti o n st e  m p er at ur. [ 1 2 8,  1 3 3,  1 3 4] 

I n  s ol c h e n  F äll e n k ö n n e n  d ur c h  I  m  m o bili si er u n g  d e s  E n z y  m s  p o siti v e  Eff e kt e  hi n si c htli c h 

ei n er  er h ö ht e n  ( T h er  m o -) St a bilit ät  er zi elt    w er d e n.  E b e nf all s  k ö n n e n    V er b e s s er u n g e n  d er 

E n z y  m a kti vit ät    b e o b a c ht et      w er d e n .   Ei n e    Er kl är u n g    f ür    di e s e s    P h ä n o  m e n    g e b e n 

R o dri g u e s  et  al. i n  ei n e  m   R e vi e  w.[ 1 3 5] D e  m n a c h   wir d  d a s  E n z y  m  d ur c h  di e I  m  m o bili s  i er u n g 

v oll st ä n di g  a uf  d e  m  Tr ä g er  m at eri al  di s p er gi ert,   w o d ur c h  I n a kti vi er u n g s  m e c h a ni s  m e n  z. B. 

d ur c h    A g gl o  m er ati o n  v er hi n d ert    w er d e n.   W eit er e    V ort eil e  d er  I  m  m o bili si er u n g  si n d  di e 

Wi e d er v e   rw e n d b ar k eit    d e s    Bi o k at al y s at or s    s o  wi e    ei n e    ei nf a c h e      A btr e n n u n g    d e s   

Bi o k at al y s at or s    v o  m     R e a kti o n s  m e di u  m,     di e    a uf  w ä n di g e     R ei ni g u n g s v erf a hr e n     d e s 

Pr o d u kt g e  mi s c h e s     ü b erfl ü s si g      m a c h e n.      Di e     d a d ur c h    l ä n g erfri sti g e      N ut z u n g     d e s 

i  m  m o bili si ert e n      Bi o k at al y s at or s     d ur c h     ei nf a c h e s     R e c y cli n g     er  m ö gli c ht     ei n e n 

u  m  w eltfr e u n dli c h er e n  R e a kti o n s pr o z e s s. [ 4 4,  1 3 4,  1 3 6,  1 3 7] 

Gr u n d s ät zli c h    k a n n   m a n  dr ei    K at e g ori e n  d er  I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e n    u nt er s c h ei d e n, 

w o b ei   ni c ht   u n er  w ä h nt   bl ei b e n   s oll,   d a s s   I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e n   n a c h   di v er s e n 

Gr u p pi er u n g s pri n zi pi e n  ei n g e or d n et   w er d e n  k ö n n e n  : 

1.    Bi n d u n g  a n  ei n  g e ei g n et e s  Tr ä g er  m at eri al  

2.    Ei n s c hl u s s  

3.  Cr o s s  -Li n ki n g  

Ei n  alt er n ati v er  A n s ät z  w är e z. B.  di e   U nt er s c h ei d u n g  v o n  Tr ä g er  -b a si ert e n  u n d  Tr ä g er -fr ei e n 

I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e n,   wi e i h n   Öl c ü c ü et  al.  v er a n s c h a uli c h e n. [ 1 3 8] 

Di e   Bi n d u n g  d e s  Pr ot ei n s  a n  ei n  Tr ä g er  m at eri al  k a n n  k o v al e nt  o d er  ü b er  ni c ht  k o v al e nt e 

W e c h s el  wir k u n g e n   (   A d s or pti o n, V a n -d er -W a al s -W e c h s el  wir k u n g e n,   i o ni s c h e     Bi n d u n g)    

erf ol g e n.  D a b ei i st z u  b e a c ht e n,  d a s s  b ei  ni c ht  k o v al e nt er  Bi n d u n g   ( v or  all e  m  b ei  a d s or pti v e n 

M et h o d e n)   mit z u n e h  m e n d er  V er  w e n d u n g  h ä ufi g  ei n  A bl ö s e n  d e s  E n z y  m s z u  b e o b a c ht e n i st. 

St är k er e  Bi n d u n g  er zi elt   m a n  d ur c h i o ni s c h e    W e c h s el  wir k u n g.  M ö c ht e   m a n  ei n  A bl ö s e n  d e s 

Bi o k at al y s at or s   v er  m ei d e n ,  i st  di e    M et h o d e  d er    W a hl  di e  k o v al e nt e   Bi n d u n g. Di e s er  li e gt 

ei n e  R e a kti o n  z  wi s c h e n  ei n e  m f u n kti o n ali si ert e n  Tr ä g er  m at eri al  u n d  d e n  A  mi n o s ä ur er e st e n 

d er  Pr ot ei n o b erfl ä c h e z u   Gr u n d e  ( v gl. S c h e  m a  2 8 ). N a c ht eil  di e s er  Str at e gi e i st  all er di n g s  ei n e 

m ö gli c h e   D e a kti vi er u n g  o d er   d er  t eil  w ei s e   V erl u st  d er  E n z y  m a kti vit ät. O b  d er arti g e  Eff e kt e 



 
 

5 4  

f ür  d a s  E n z y  m  d er    W a hl  z u  er  w art e n  si n d,   m u s s  v o n  E n z y  m  z u  E n z y  m  s p e zifi s c h  g et e st et 

w er d e n.      T y pi s c h e     Tr ä g er  m at eri ali e n    si n d    s y nt h eti s c h e      H ar z e,      Bi o p ol y  m er e    ( z. B. 

P ol y s a c c h ari d e)  o d er  a n or g a ni s c h e  F e st st off e,   wi e   m e s o p or ö s e s  Sili c a  o d er  Z e olit h e. [ 4 4,  1 3 4] 

 

S c h e  m a S c h e  m a  2 82 8 :  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  ei n er  k o v al e nt e n  I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e  ei n e s  E n z y  m s  a n  ei n :  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  ei n er  k o v al e nt e n  I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e  ei n e s  E n z y  m s  a n  ei n 
f u n kti o n ali si ert e s  Tr ä g er  m at eri al.f u n kti o n ali si ert e s  Tr ä g er  m at eri al. [ 4 4][ 4 4]  

U nt er  d e  m    B e griff  d e s  „ Ei n s c hl u s s e s“  z ur  I  m  m o bili s  ier u n g  v o n  E n z y  m e n  v er b er g e n  si c h 

g e n a u  g e n o  m  m e n z  w ei  v er s c hi e d e n e   M e c h a ni s  m e n,   w el c h e  f äl s c hli c h er  w ei s e i n  d er  Lit er at ur 

h ä ufi g  s y n o n y  m  v er  w e n d et    w er d e n . Z u  m  ei n e n  h a n d elt  e s  si c h  u  m  d e n  Ei n s c hl u s s  ei n e s 

Pr ot ei n s i n  ei n e  P ol y  m er  m atri x,   wi e  P ol y a cr yl a  mi d  o d er  S ol -G el e.   Z u  m   a n d er e n  b e s c hr ei bt 

di e   s o g e n a n nt e     V er k a p s el u n g   v o n     Bi o k at al y s at or e n   d e n   Ei n s c hl u s s   d e s   E n z y  m s   i n 

k a p s el ä h nli c h e n  Str u kt ur e n,  d e s s e n  a b gr e n z e n d e    M e  m br a n  d ur c hl ä s si g  f ür  S u b str at  u n d 

Pr o d u kt    si n d.    B ei   d er   Ei n s c hl u s s  m et h o di k    i n   P ol y  m er str u kt ur e n   wir d     w ä hr e n d   d e s 

I  m  m o bili si er u n g s pr o z e s s e s  ei n e   P ol y  m er  m atri x  u  m  d e n    Bi o k at al y s at or  g e bil d et  u n d  d a s 

E n z y  m  ei n g e s c hl o s s e n .    Di e   P ol y  m eri s ati o n  k a n n  d a b ei  a b h ä n gi g  v o  m  S y st e  m   e nt  w e d er 

c h e  mi s c h  ( z. B.  di e  Z u g a b e  ei n e s  R a di k al st art er s)[ 1 3 9,  1 4 0] o d er  p h y si k ali s c h  ( z. B.  Ä n d er u n g  d e s 

p  H -W ert e s  o d er  d er I o n e n st är k e) [ 1 4 1,  1 4 2] g e st art et   w er d e n.  Al s  g ut  et a bli ert e  S y st e  m e  si n d 

hi er  di e    V er  w e n d u n g  v o n  Sil o x a n e n  ( S ol -G el e)  o d er    Al gi n at e n   z u  n e n n e n.   V ort eil  di e s er 

M et h o d e i st  d er  g eri n g e  Ei nfl u s s  d er I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e  a uf  di e  E n z y  m str u kt ur,   w a s 

ei n e n  p o siti v e n  Eff e kt  a uf  di e  E n z y  m a kti vit ät   mit si c h  bri n g e n  k a n n.  

U nt er   d er   dritt e n     M et h o d e   d er   I  m  m o bili si er u n g   v er st e ht     m a n   d a s cr o s s -li n ki n g  v o n 

Pr ot ei n  m ol e k ül e n      mitt el s    ei n e s    b ei g ef ü gt e n    bif u n kti o n ell e n    R e a g e n z e s.    B ei    di e s er 

Tr ä g er  m at eri al -fr ei e n    M et h o d e  si n d  z  w ei  E n d pr o d u kt e  z u  u nt er s c h ei d e n,  di e cr o s s -li n k e d 

E n z y  m kri st all e  (  C L E  C s ® ;  e n gli s c h: cr o s s -li n k e d  e n z y  m e  cr y st al s)[ 1 4 3]  u n d  di e cr o s s -li n k e d 

E n z y  m a g gr e g at e (  C L E A s ® ;  e n gli s c h: cr o s s -li n k e d  e n z y  m e  a g gr e g at e s)[ 1 4 4].   D er  bif u n kti o n ell e 

Cr o s s  -Li n k er ,      m ei st      Gl ut ar al d e h y d,     r e a gi ert     d a b ei      mit    A  mi n o gr u p p e     a uf     d er 

Pr ot ei n o b erfl ä c h e  u n d f ü hrt  s o  z ur   V er n et z u n g  d er  E n z y  m  m ol e k ül e.  V or a u s s et z u n g f ür  di e 

Bil d u n g  v o n   C L E  C s ®  i st  di e  Kri st alli si er u n g  d e s  g e  w ü n s c ht e n  E n z y  m s.   D a  di e  Kri st alli s ati o n 

v o n  Pr ot ei n e n  b e k a n nt er  m a ß e n f ür  z a hlr ei c h e  Pr ot ei n e  ei n e n l a n g  wi eri g e n  Pr o z e s s   mit  si c h 
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zi e ht, i st  di e s e   M et h o d e  n ur  ei n g e s c hr ä n kt  d ur c hf ü hr b ar.  I st  di e  A u s bil d u n g  v o n   C L E  C s®  f ür 

d e n   g e  w ü n s c ht e n    Bi o k at al y s at or e n     m ö gli c h,   z ei c h n e n   si c h    C L E  C s ®   d ur c h  i hr e   h o h e 

T h er  m o st a bilit ät,  i hr e  St a bilit ät  g e g e n ü b er  or g a ni s c h e n  L ö s u n g s  mitt el n   u n d   i hr e n    m ei st 

h o h e n  k at al yti s c h e n   A kti vit ät e n  a u s.  Alt er n ati v   z u  m   Kri st alli s ati o n s a n s at z  i st  di e  g e zi elt e 

B il d u n g  v o n  E n z y  m a g gr e g at e n  d ur c h  di e   Z u g a b e  v o n  S al z e n  o d er   mit    W a s s er   mi s c h b ar e n 

or g a ni s c h e n   L ö s u n g s  mitt el n  z u   ei n er    w ä s sri g e n   Pr ot ei nl ö s u n g   m ö gli c h  .  Di e  z eit gl ei c h e 

Z u g a b e  ei n e s  bif u n kti o n ell e n Cr o s s  -Li n k er ,   wi e  b er eit s  b ei  d e n  C L E  C s ®   m ei st   Gl ut ar al d e h y d, 

f ü hrt z u  d er  Bil d u n g  v o n  C L E A s ®.  V ort eil  di e s er   M et h o d e li e gt i n i hr er  Ei nf a c h h eit  u n d  d a  mit 

v er b u n d e n   d e  m   g eri n g e n    K o st e n a uf  w a n d.    Di e   I  m  m o bili si er u n g   k a n n   dir e kt   a u s   d e  m 

R o h e xtr a kt  d e s  E n z y  m s  v or g e n o  m  m e n   w er d e n,   w a s  a uf  w ä n di g e  Pr ot ei nr ei ni g u n g s s c hritt e 

ü b erfl ü s si g   m a c ht. [ 4 4] 

L et zt e n dli c h    bl ei bt    di e      W a hl    d e s    I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e    i n     A b h ä n gi g k eit    d e s 

g e  w ü n s c ht e n  E n z y  m s  g ut  a b z u  w ä g e n ,  u  m  di e  k at al yti s c h e  F u n kti o n  d e s  E n z y  m s   m ö gli c h st 

w e ni g  ei n z u s c hr ä n k e n  u n d   m u s s  d e n  A nf or d er u n g e n  d e s  R e a kti o n s s y st e  m s  p a s s e n d  g e  w ä hlt 

s ei n.  

Ei n e   Ü b er si c ht  all er  b e s c hri e b e n e n I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e n i st i n  A b bil d u n g  6  a b g e bil d et.  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  66 :   Ü b er si c ht  d er  all g e  m ei n e n I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e n.:   Ü b er si c ht  d er  all g e  m ei n e n I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e n.[ 4 4,  1 4 5][ 4 4,  1 4 5]  

D a s   ei nf a c h st e    K o n z e pt   d er    U  m s et z u n g    ei n e s   i  m  m o bili si ert en   Bi o k at al y s at or s   i n   ei n er 

k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n sf ü hr u n g  i st  di e   V er  w e n d u n g  d er  i n   K a pit el  5. 3. 1  b e s c hri e b e n e n 

F e st b ettr e a kt or e n.     Di e    f ür     di e s e n      Z  w e c k     g e ei g n et st e     u n d      w eit     v er br eit et e 

I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e i st  di e  d er  Bi n d u n g  d e s  E n z y  m s  a n  ei n  g e ei g n et e s  Tr ä g er  m at eri al. 

Wi e  o b e n  b er eit s  b e s c hri e b e n,  b e st e ht  di e    M ö gli c h k eit  d er  k o v al e nt e n  u n d  ni c ht  k o v al e nt e n 

A n bri n g u n g  d e s  E n z y  m s  a n  d a s  Tr ä g er  m at eri al.   Di e  I  m  m o bili si er u n g  ü b er  ei n e  k o v al e nt e 

Bi n d u n g  d e s  E n z y  m s  a n  ei n  Tr ä g er  m at eri al  i st  d a b ei  di e    w eit v er br eit et st e    M et h o d e  u  m 
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Bi o k at al y s at or e n  a n  ei n f e st e s  Tr ä g er  m at eri al  z u  k n ü pf e n. [ 1 3 2] Ei n s o  w o hl i  m  L a b or - al s  a u c h 

i  m I n d u stri e  m a ß st a b   w eit  v er br eit et e s  Tr ä g er  m at eri al i st  E u p er git ® C. [ 4 4,  1 4 6] D a b ei  h a n d elt 

e s si c h  u  m   m a kr o p or ö s e   C o -P ol y  m er p erl e n  b e st e h e n d  a u s N,  N ‘-M  et h yl -d i-(  m et h a cr yl a  mi d), 

G  l y ci d ylm  et h a cr yl at,  A ll ylg l y ci d yle t h er  u n d  M  et h a cr yl a  mi d . E u p er git ®  C   z ei c h n et  si c h  v or 

all e  m  d ur c h s ei n e  h o h e   H y dr o hili e  u n d  h o h e c h e  mi s c h e  u n d   m e c h a ni s c h e  St a bilit ät  a u s.   D e  m 

I  m  m o bili si er u n g s pr o z e s s  li e gt  di e   Bi n d u n g s k n ü pf u n g  z  wi s c h e n  d e n    O xir a n -Ei n h eit e n   d e s 

E u p er git ®  C  u n d  d er   A  mi n of u n kti o n alit ät e n  d e s  E n z y  m s  b ei  n e utr al e  m  bi s  al k ali s c h e  m  p  H  -

W ert e n  z u    G  r u n d e  ( v gl.  S c h e  m a   2 9 ).  D ur c h  di e  h o h e    Di c ht e  a n    O xir a n  -F u n kti o n e n  d e s 

Tr ä g er  m at eri al s    wir d  d a s  E n z y  m  ü b er  ei n e  s o g e n a n nt e    M e hr p u n kt b ef e sti g u n g  ( a u s  d e  m 

e n gli s c h e n: m ulti  -p oi nt -att a c h e  m e nt )    g e b u n d e n,      w ori n    di e    h o h e    St a bilit ät    di e s er 

I  m  m o bili s at e  b e gr ü n d et  i st.  E p o x y -F u n kti o n e n,   w el c h e  ni c ht    mit  E n z y  m  g e s ätti gt   w er d e n, 

k ö n n e n  a n s c hli e ß e n d    mit  R e a g e n zi e n    wi e    M er c a pt o et h a n ol  o d er  Et h a n ol a  mi n  a br e a gi ert 

w er d e n.   Ei n  i n d u stri ell e s   A n  w e n d u n g s b ei s pi el  di e s er   M  et h o d e  i st  di e  I  m  m o bili si er u n g  d er 

P e ni cilli n  A c yl a s e     a n    E u p er git ®  C      z ur    Pr o d u kti o n    d e s    P e ni cilli n -I nt er  m e di at e s    6-

A  mi n o p e ni cill a n s ä ur e. [ 1 4 7]  B ei   > 8 0 0    Z y kl e n   k o n nt e   bi s   z u   6 0  %   d er   St art a kti vit ät   d er 

i  m  m o bili si ert e n    P e ni cilli n A c yl a s e    er h alt e n    bl ei b e n.    Z a hlr ei c h e     w eit er e    erf ol gr ei c h e 

A n  w e n d u n g e n   d er  I  m  m o bili si er u n g   v o n    Bi o k at al y s at or e n   a n   E u p er git ®   C   si n d  i n   d er 

Lit er at ur  b e s c hri e b e n. [ 1 4 6,  1 4 8-1 5 0]  

 

S c h e  m a S c h e  m a   2 92 9 :  I  m  m o bili si er u n g s  m e c h a ni s  m u s   ei n e s   E n z y  m s   a n   E u p er git ®:  I  m  m o bili si er u n g s  m e c h a ni s  m u s   ei n e s   E n z y  m s   a n   E u p er git ®  C   a  m    B ei s pi el   d er   P e ni cilli n C   a  m    B ei s pi el   d er   P e ni cilli n 
A c yl a s e.A c yl a s e. [ 1 4 7][ 1 4 7]  

Ei n  ei n dr u c k s v oll e s  B ei s pi el  d er  A n  w e n d u n g  v o n  k o v al e nt i  m  m o bili si ert e n  Bi o k at al y s at or e n 

b e s c hr ei b e n  2 0 1 8 P ar a di si   u n d    Mit ar b eit er. [ 1 5 1]  I n  ei n er  s el b st  er h alt e n d e n    M ulti e n z y  m-

R e a kti o n s s c hl eif e  k o  m bi ni er e n  si e  ei n e  Tr a n s a  mi n a s e  ( a u s H al o  m o n a s   el o n g at a )    mit  ei n er 

Al k o h ol d e h y dr o g e n a s e ( a u s  Pf er d el e b er)  z ur  k o nti n ui erli c h e n   U  m  w a n dl u n g  v o n  A  mi n e n  z u 

Al k o h ol e n. I  m  m o bili si ert   w ur d e n  di e  b ei d e n  E n z y  m e  d af ür i n  sit u a n  E p o xi d h ar z -P erl e n  mit 

ei n er   R e st a kti vit ät  v o n   > 3 5  % .  D a s  v oll   a ut o  m ati si ert e   S y st e  m   b ei n h alt et  ei n    C of a kt or  -

R e c y cli n g -S y st e  m     u n d     ei n e n    I nli n e-R ei ni g u n g s s c hritt     mitt el s      Q u a dr a P ur e T  M  B Z A 
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( B e n z yl a  mi n)   z u  m     A bf a n g e n   v o n   ni c ht   u  m g e s et zt em     S u b str at.    D ur c h   d a s   s e p ar at e 

R e a kt or d e si g n     d er     b ei d e n     E n z y  m e     k o n nt e     j e  w eil s     u nt er     d e n     o pti  m al e n 

R e a kti o n st e  m p er at ur e n  g e ar b eit et   w er d e n.   A uf  di e s e    W ei s e   w ur d e n   a n h a n d  ei n er   A u s  w a hl 

v o n  ar o  m ati s c h e n   A  mi n e n  A u s b e ut e n  v o n  8 6 – 9 7  %   mit  h er v orr a g e n d e n   St er e o s el e kti vit ät e n 

( > 9 9 %)   er zi elt . D a s  z u gr u n d e li e g e n d e  R e a kti o n s s c h e  m a i st   i n S c h e  m a  3 0  a b g e bil d et.  B ei d e 

i  m  m o bili si ert e n      Bi o k at al y s at or e n     k o n nt e n     ü b er     2 0-m  al     o h n e      A kti vit ät s v erl u st 

wi e d er v er  w e n d et   w er d e n.   

 

S c h e  m a S c h e  m a  3 03 0 :  E n z y  m k a s k a d e i  m :  E n z y  m k a s k a d e i  m Fl o  wFl o  w --M o d u s  z ur  bi o k at al yti s c h e n  S y nt h e s e  v o n  pri  m är e n   Al k o h ol e n  u nt er M o d u s  z ur  bi o k at al yti s c h e n  S y nt h e s e  v o n  pri  m är e n   Al k o h ol e n  u nt er 
V er  w e n d u n g     ei n er     i  m  m o bili si ert e n     Tr a n s a  mi n a s e     (V er  w e n d u n g     ei n er     i  m  m o bili si ert e n     Tr a n s a  mi n a s e     ( H al o  m o n a sH al o  m o n a s    el o n g at a; el o n g at a; i  m  mi  m  m--T AT A )     u n d     ei n er )     u n d     ei n er 
i  m  m o bili si ert e n   A  D  H ( Pf er d el e b er; i  m  mi  m  m o bili si ert e n   A  D  H ( Pf er d el e b er; i  m  m--A  D  H) i n  z  w ei  s e p ar at e n  F e st b ettr e a kt or e n.A  D  H) i n  z  w ei  s e p ar at e n  F e st b ettr e a kt or e n. [ 1 5 1][ 1 5 1]  L ös u n g   A:  1 0  m M  
A  mi n i n  P h os p h at -P uff er ( 5 0  m M ,  p  H 8),  2  M  Et  O  H,  0. 0 2  m M  N A  D  H.   L ös u n g  B:  1 0 -2 0  m M P yr u v at i n  P h os p h at -
P uff er  ( 5 0 m M ,  p  H 8),  0. 2  m M P L P.  

Ei n e  b e s o n d er e   A u sf ü hr u n g  d er  I  m  m o bili si er u n g v o n   Bi o k at al y s at or e n  i st  di e   V er  w e n d u n g 

v o n  F u si o nt a g s . Di e s e  b a si er e n  a uf  d er  F u si o n  ei n e s  Pr ot ei n s  o d er  P e pti d s  a n   d e n   N - o d er   C -

T er  mi n u s    d e s    g e  w ü n s c ht e n     Bi o k at al y s at or s .   Wi e    all e    a uf      M ut a g e n e s e    b a si er e n d e 

V er ä n d er u n g e n  ei n e s  E n z y  m s  k a n n  a u c h  di e s e   A u s  wir k u n g e n  a uf  di e  k at al yti s c h e   A kti vit ät 

d e s  E n z y  m s  n e h  m e n.  O b  u n d   w el c h e n   Ei nfl u s s  ei n e  F u si o n  a  m   N - o d er   C -t er  mi n al e n  E n d e 

d e s   Bi o k at al y s at or s  h at,  bl ei bt  v o n  E n z y  m  z u  E n z y  m  z u  u nt er s u c h e n.  D er  a uf  di e s e  m    W e g 

fu si o ni ert e   Bi o k at al y s at or  k a n n  a n s c hli e ß e n d  ü b er  k o v al e nt e   Bi n d u n g  a n  ei n  s p e zifi s c h e s 

Tr ä g er  m at eri al   o d er   ü b er   a d s or pti v e     W e c h s el  wir k u n g e n   ü b er     M et all -C h el at  -K o  m pl e x e 

i  m  m o bili si ert   w er d e n.[ 1 5 2] B er eit s  ei n e   Vi el z a hl  v o n  s p e zifi s c h  e nt  wi c k elt e n  F u si o nt a g s  si n d 

h e ut z ut a g e   b e k a n nt .   Di e     M ö gli c h k eit e n   r ei c h e n   v o n   ei nf a c h e n   i o ni s c h e n   T a g s,     wi e 
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b ei s pi el s  w ei s e  d er   w eit  v er br eit et e  P ol y hi sti di n -T a g ( k ur z:  Hi s  -T a g ) z ur  C h el at k o  m pl e xi er u n g 

v o n  z  w ei  w erti g e n    M et alli o n e n  bi s  hi n  z u  k o  m pl e x er e n  S y st e  m e n   wi e  d er   H al o T a g T  M ,  d er i  m 

F ol g e n d e n  n o c h  n ä h er  erl ä ut ert   wir d . N a c ht eil e  d er  Affi nit ät st a g s,   wi e  d er   Hi s  -T a g, si n d i hr e 

u n s p e zifi s c h e    Bi n d u n g  v o n   Pr ot ei n e n   u n d   d ar a u s  r e s ulti er e n d    V er u nr ei ni g u n g e n   d ur c h 

a n d er e  Pr ot ei n e  s o  wi e  ei n fr ü h z eiti g e s   A bl ö s e n  d e s   Bi o k at al y s at or s  v o  m  Tr ä g er  m at eri al. [ 1 5 3, 

1 5 4]   B ei  d e  m    H al o T a g T  M -S y st e  m  hi n g e g e n    wir d  ei n  3 3  k  D a    H al o T a g T  M   g e n eti s c h  a n  d e n 

g e  w ü n s c ht e n   Bi o k at al y s at or  g e b u n d e n.   A n s c hli e ß e n d   wir d  d a s f u si o ni ert e   H al o T a g -Pr ot ei n 

a n  ei n   s y nt h eti s c h e s   H al o T a g  -s p e zifi s c h e s   Tr ä g er  m at eri a l   d ur c h  ei nf a c h e s    Mi s c h e n   d er 

b ei d e n  K o  m p o n e nt e n  s c h n ell  u n d irr e v er si b el  g e b u n d e n. L e a c hi n g -E ff e kt e,   wi e  si e  b ei  vi el e n 

Af fi nit ät st a g s  b e o b a c ht et   w er d e n  k ö n n e n, k ö n n e n  a uf  di e s e    W ei s e  v er  mi e d e n   w er d e n .[ 1 5 3] 

Gr u n dl a g e   d e s   m ol e k ul ar e n    M e c h a ni s  m u s  di e s e s  S y st e  m s  bil d et  ei n e  e nt  wi c k elt e    M ut a nt e 

ei n er  H al o al k a n  d e h al o g e n a s e  a u s R h o d o c o c c u s  r h o d o ch r o u s. Di e   k at al yti s c h e  F u n kti o n  d er 

H al o al k a n  d e h al o g e n a s e  i st   di e   ( n u kl e o p hil e)  S u b stit uti o n  v o n    H al o g e n al k a n e n  z u  i hr e n 

k orr e s p o n di er e n d e n   Al k o h ol e n.  W ä hr e n d  d e s  k at al yti s c h e n   Z y kl u s  k o  m  mt  e s  z ur    B il d u n g 

ei n er   k o v al e nt e n   E st er bi n d u n g   z  wi s c h e n   ei n e  m   k at al yti s c h   a kti v e n    A s p art at   u n d   d e  m 

S u b str at.  Ü b er   B a s e n -k at al y si ert e   H y dr ol y s e,  v er  mitt elt  ü b er  ei n  h o c h  k o n s er vi ert e s   Hi sti di n 

d e s  E n z y  m s,   wir d  d er  e nt s pr e c h e n d e   Al k o h ol fr ei g e s et zt  u n d  d a s  k at al yti s c h e   A s p art at f ür 

d e n  n ä c h st e n   Z y kl u s    wi e d er h er g e st ellt   ( v gl.  S c h e  m a   3 1 ).  D ur c h  g e zi elt e    M ut ati o n  di e s e s 

k o n s er vi ert e n    Hi sti di n s   i n  ei n  P h e n yl al a ni n  g el a n g  e s  di e  st a bil e  k o v al e nt e   Bi n d u n g  d e s 

I nt er  m e di at e s     a ufr e c ht     z u     er h alt e n,     di e     di e      Gr u n dl a g e     d er     k o v al e nt e n 

I  m  m o bili si er u n g st e c h ni k   mitt el s   H al o T a gT  M  bil d et. [ 1 5 3,  1 5 5-1 5 7]  
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S c h e  m a S c h e  m a   3 13 1 : :  Z u gr u n d e  li e g e n d er    m ol e k ul ar er    M e c h a ni s  m u s  d e s    H al o T a gZ u gr u n d e  li e g e n d er    m ol e k ul ar er    M e c h a ni s  m u s  d e s    H al o T a g T   MT   M --S y st e  m s  s o  wi e  di e  d ar a u s S y st e  m s  s o  wi e  di e  d ar a u s 
e nt  wi c k elt e   Str at e gi ee nt  wi c k elt e   Str at e gi e     z ur   k o v al e nt e n   I  m  m o bili si er u n g   v o n   E n z y  m e n   a n   ei n e     H al o T a gz ur   k o v al e nt e n   I  m  m o bili si er u n g   v o n   E n z y  m e n   a n   ei n e     H al o T a g --s p e zifi s c h e s p e zifi s c h e 
F e st p h a s e.F e st p h a s e. [ 1 5 6,  1 5 8][ 1 5 6,  1 5 8]  Z e ntr al er  S c hritt  ist  di e  S u bstit uti o n  ei n es   C hl or at o  ms  d es  Li n k ers  d ur c h  ei n e   As p art at -
F u n kti o n alit ät  d es   H al o T a gs T  M  ( v er ei nf a c ht  d ar g est ellt  als  gr a u er   H al b kr eis) u nt er   Bil d u n g  ei n er  k o v al e nt e n 
Bi n d u n g  z  wis c h e n  Li n k er  u n d   H al o T a g T  M .  

Ur s pr ü n gli c h   e nt  wi c k elt  z ur  A n  w e n d u n g i n  d er  Z ell bil d g e b u n g  u n d  Pr ot ei nl o k ali s i er u n g,[ 1 5 3, 

1 5 6]  f a n d  d a s   H al o T a gT  M -S y st e  m s ei n e n   W e g i n  di e  bi o k at al yti s c h e  A n  w e n d u n g.  Ei n dr u c k s v oll 

w ur d e     d a s     P ot e n zi al     v o n D ö b b er  et  al.     a n h a n d     ei n er      H al o T a g T  M -f u si o ni ert e n 

B e n z al d e h y dl y a s e     (P s e u d o  m o n a s  fl u or e s c e n s)[ 1 5 8],     ei n er      H al o T a gT  M -f u si o ni ert e n 

Al k o h ol d e h y dr o g e n a s e ( L a ct o b a cill u s  br e vi s ,  k ur z: H al o T a g  -L b A  D  H )[ 1 5 9] s o  wi e  a n h a n d  ei n er 

E n z y  m k a s k a d e,  b e st e h e n d  a u s  z  w ei   H al o T a g T  M -f u si o ni ert e n  E n z y  m e n g e z ei gt.  B ei  L et zt er er  

h a n d elt     e s     si c h     u  m     ei n e      H al o T a g T  M -f u si o ni ert e      B e n z ylf or  mi at d e c ar b o x yl a s e 

(P s e u d o  m o n a s  p uti d a ,    k ur z: H al o T a g  -P p B A L )    s o  wi e    d er      Al k o h ol d e h y dr o g e n a s e    a u s 

L a ct o b a cill u s  br e vi s ,    w el c h e  u nt er   V er  w e n d u n g  v o n  z  w ei  s e p ar at e n  F e st b ettr e a kt or e n  i  m 

k o nti n ui erli c h e n Fl o  w -M o d u s    mit ei n a n d er   z ur   S y nt h e s e   v o n   vi ci n al e n   c hir al e n    Di ol e n 

k o  m bi ni ert    w or d e n   si n d. [ 1 6 0]  Ei n   g r o ß er    V ort eil   d er   I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e     mitt el s 

H al o T a g T  M  s o  wi e  di e   K o  m bi n ati o n   mit  d er  k o nti n ui erli c h e n Fl o  w -R e a kti o n sf ü hr u n g , i st  di e 

M ö gli c h k eit    d er    I  m  m o bili si er u n g    dir e kt    a u s    d e  m     R o h e xtr a kt    d e s    g e  w ü n s c ht e n 

Bi o k at al y s at or s.   S o  mit    wir d   ei n   v or h eri g er   a uf  w ä n di g er   R ei ni g u n g s s c hritt   d e s   E n z y  m s 

ü b erfl ü s si g  u n d  d ur c h  di e  h o h e  S p e zifit ät  d e s   H al ot a g T  M -S y st e  m s  V er u nr ei ni g u n g e n  d ur c h 
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Fr e  m d pr ot ei n e    a u s g e s c hl o s s e n.    N a c h    ei n er    z  w ei st ufi g e n    R e a kti o n s o pti  mi er u n g    d er 

E n z y  m k a s k a d e  k o n nt e  ei n e  Pr o d u kti o n  v o n ( 1 S , 2S )-1 -P h e n yl pr o p a n -1, 2 -di ol  (4 64 6 ) mit  ei n e  m 

U  m s at z   v o n   bi s   z u   9 9   %   u n d   ei n er   R a u  m  -Z eit -A u s b e ut e   v o n   1 8 5 0  g   L -1   d -1   mit   ei n er 

St er e o s el e kti vit ät   > 9 6  %    er zi elt    w er d e n.   N a c h   F u si o ni er u n g   d er   b ei d e n   E n z y  m e   a n   d a s 

H al o T a g T  M -Pr ot ei n  z ei gt e  di e   H al o T a g -P p B A L  ei n e  R e st a kti vit ät  v o n  6 0  %  u n d  di e   H al o T a g  -

L b A  D  H    ei n e    R e st a kti vit ät    v o n    3 5   %,    v er gli c h e n     mit   i hr e n    e nt s pr e c h e n d e n   fr ei e n 

E n z y  m a kti vit ät e n.  Wi e  a u c h  b ei  a n d er e n  g ä n gi g e n  k o v al e nt e n  I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e n 

wir d   v o n D ö b b er  et  al.    ei n e   g eri n g er e   Fl e xi bilit ät   d ur c h   d a s    A n bri n g e n   d e s   st eri s c h 

a n s pr u c h s v oll e n    H al o T a g s T  M  u n d  di e    Bi n d u n g  a n  d a s  Tr ä g er  m at eri a l  al s    Gr u n d  f ür  di e 

t eil  w ei s e  I n a kti vi er u n g  d er   Bi o k at al y s at or e n  g e n a n nt. D a  f ür  d e n  er st e n   H al o T a g  - P p B A L - 

k at al y si ert e n   R e a kti o n s s c hritt   z ur     C ar b oli gi er u n g   ei n     Ü b er s c h u s s   a n    A c et al d e h y d  (22 ) 

ei n g e s et zt   w er d e n   m u s s  u n d  s o  mit i  m   D ur c hfl u s s f ür  di e  F ol g er e a kti o n,  k at al y si ert  v o n  d er 

H al o T a g  -L b A  D  H,  ni c ht  u  m g e s et zt er    A c et al d e h y d   (22 )  e nt h alt e n  i st,    w ur d e  ei n    H o hlf a s er -

M o d ul z  wi s c h e n  di e  b ei d e n  Bi o k at al y s at orr e a kt or e n  g e s et zt.   A uf  di e s e   W ei s e  k o n nt e effi z i e nt 

u n d  s c h o n e n d  ü b er s c h ü s si g er    A c et al d e h y d  (22 )  a u s  d er  R e a kti o n sl ö s u n g  e ntf er nt    w er d e n, 

w el c h er  a n d er nf all s  a n st ell e  d e s  g e  w ü n s c ht e n  S u b str at e s ( S )-H y dr o x y  -1 -P h e n yl pr o p a n -1 -o n 

( k ur z:   (S )-H P P)     pr äf eri ert    v o n    d er     H al o T a g -L b A  D  H    u  m g e s et zt     w or d e n     w är e.    Z ur 

K o n st a nt h alt u n g    ei n e s    n e utr al e n    p  H  -W ert e s    ( p  H    7. 0),     w ur d e    ei n    p  H   -St at -M o d ul 

a n g e s c hl o s s e n,  d a  ei n e  V er s c hi e b u n g  d e s  p  H -W ert e s i n  d e n  al k ali s c h e n  B er ei c h  a uf gr u n d  d er 

D e c ar b o x yli er u n g   b e o b a c ht et    w ur d e.   E s  f ol gt e    d er   z  w eit e   bi o k at al yti s c h e   R e a kt or   d er 

H al o T a g  -L b A  D  H  z ur  fi n al e n  S y nt h e s e  d e s  c hir al e n    Di ol s   4 64 6 .  D  er   g e s a  mt e  e x p eri  m e nt ell e 

A uf b a u  i st i n S c h e  m a  3 2  a b g e bil d et.  
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S c h e  m a S c h e  m a    3 23 2 :      K o nti n ui erli c h e     E n z y  m k a s k a d e     u nt er      V er  w e n d u n g     v o n     i  m  m o bili si ert er :      K o nti n ui erli c h e     E n z y  m k a s k a d e     u nt er      V er  w e n d u n g     v o n     i  m  m o bili si ert er 
B e n z ylf or  mi at d e c ar b o x yl a s e (  H al o T a gB e n z ylf or  mi at d e c ar b o x yl a s e (  H al o T a g  --P pP p B F  D)  u n d ei n er  Al k o h ol d e h y dr o g e n a s e (  H al o T a gB F  D)  u n d ei n er  Al k o h ol d e h y dr o g e n a s e (  H al o T a g  -- L bL b A  D  H)   mitt el s A  D  H)   mitt el s 
d e s   H al o T a gd e s   H al o T a g T   MT   M --S y st e  m s  z ur  S y nt h e s e  v o n  vi ci n al e n  c hir al e n   Di ol e n.S y st e  m s  z ur  S y nt h e s e  v o n  vi ci n al e n  c hir al e n   Di ol e n. [ 1 6 0][ 1 6 0]  

Ei n e   w eit er e i n n o v ati v e  A n  w e n d u n g   i n  k o nti n ui erli c h er   R e a kti o n sf ü hr u n g d er   H al o T a g T  M -

f u si o ni ert e n  A  D  H  a u s L.  br e vi s  b e s c hr ei bt  2 0 2 0 B a u  m er  et  al .[ 1 6 1] F o k u s  di e s er  St u di e  bil d et e 

di e    E nt  wi c kl u n g    ei n e s      C of a kt or -R e c y cli n g s y st e  m s    i  m    g e s c hl o s s e n e n    S y st e  m    d e s 

k o nti n ui erli c h e n Fl o  w -Pr o z e s s e s     u n d     a dr e s si ert     d a  mit     ei n e     d er     b e s o n d er e n 

H er a u sf or d er u n g e n,  di e si c h  b ei  d er  U  m s et z u n g   bi o k at al yti s c h er  R e d o x -S y st e  m e i n  d er Fl o  w -

K at al y s e   d ar st ellt.  S of er n  ni c ht ( c o -)i  m  m o bili si ert,   w er d e n  z u g e s et zt e   C of a kt or e n i  m  L a uf e 

ei n e s  k o nti n ui erli c h e n   R e a kti o n s pr o z e s s e s  b e k a n ntli c h  a u s g e  w a s c h e n,   w a s  ei n e n  er h ö ht e n 

Ei n s at z  d er  t e ur e n  S u b st a n z e n  z ur   K o n s e q u e n z  h at.   D a s  v o n B a u  m er   e nt  wi c k elt e  q u a si -

st ati o n är e     Z  w ei -P h a s e n -Fl o  w -S y st e  m    erl a u bt    ei n    effi zi e nt e s     C of a kt or -R e c y cli n g    f ür 

C of a kt or e n,    s o d a s s   di e s e  l e di gli c h  i n  k at al yti s c h e n    M e n g e n  ei n g e s et zt    w er d e n    m ü s s e n. 

Z u s ät zli c h   w ur d e  ei n  ei nf a c h e r A u st a u s c h  v o n  S u b str at e n  er  m ö gli c ht .   G e z ei gt   wir d  di e s  a  m 

B ei s pi el   d er    H al o T a g -L b A  D  H   u n d  vi er    M o d el s u b str at e n  i n    N A  D P  H  -A b h ä n gi g k eit   u nt er 

V er  w e n d u n g  ei n er  k o nti n ui erli c h e n  bi o k at al yti s c h e n   V orri c ht u  n g  ( v gl. S c h e  m a  3 3 ). N e b e n 

d e  m   bi o k at al yti s c h e n   F e st b ettr e a kt or   bil d et   ei n   P h a s e n s e p ar ati o n s -M o d ul   ( A si a  F L L E X  

M o d ul)  d a s   H er z  di e s e s  S y st e  m s,  d a  e s f ür  di e  effi zi e nt e  S e p ar ati o n  d e   s  g e bil d et e n  Pr o d u kt e s  

u n d  d e s  C of a kt or  s  v er a nt  w ortli c h i st.  D er  e x p eri  m e nt ell e   A uf b a u  b e st e ht  a u s  ei n e  m  z  w ei  -

K a n al -S y st e  m.    D a s  S u b str at,  g el ö st  i n  or g a ni s c h e  m  L ö s u n g s  mitt el ,  wir d    mitt el s  ei n e s  T  -
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St ü c k s     mit    d er     C of a kt or -e nt h alt e n d e n     w ä s sri g e n    P h a s e    g e  mi s c ht    u n d    ü b er    d e n 

bi o k at al yti s c h e n  F e st b ettr e a kt or  g ef ü hrt.  A n s c hli e ß e n d   wir d  d er   D ur c hfl u s s,   w el c h e r n u n  ei n 

or g a ni s c h -w ä s sri g e s     Pr o d u kt  -C of a kt or  -G  e  mi s c h    i st,     n a c h      w eit er er      Z u g a b e     ei n e s 

E xtr a kti o n s  m e di u  m s  ü b er  ei n e n  dritt e n   K a n al    mitt el s  d e s F L L E X -M o d ul s   wi e d er  g etr e n nt. 

O  h n e   V er u nr ei ni g u n g e n  k o n nt e n  s o  vi er  v er s c hi e d e n e   K et o n e  6 3 a6 3 a  bi s 6 3 d6 3 d  mitt el s  d er s el b e n 

C of a kt orl ö s u n g i n  all e n  F äll e n  n a h e z u  v oll st ä n di g  z u  d e  m  e nt s pr e c h e n d e n  c hir al e n   Al k o h ol   

6 4 a6 4 a  bi s 6 4 d6 4 d  u nt er  e x z ell e nt er  E n a nti o s el e kti vit ät ( > 9 9  %)   u  m g e s et zt   w er d e n.  

 

S c h e  m a S c h e  m a   3 33 3 :    G e s c hl o s s e n e s    C of a kt or:    G e s c hl o s s e n e s    C of a kt or--R e c y cli n g s y st e  m   ei n e s   k o nti n ui erli c h e n R e c y cli n g s y st e  m   ei n e s   k o nti n ui erli c h e n Fl o  wFl o  w --R e a kti o n s pr o z e s s e s R e a kti o n s pr o z e s s e s 
u nt er      V er  w e n d u n g     ei n er      H al o T a gu nt er      V er  w e n d u n g     ei n er      H al o T a g --A  D  H    (A  D  H    ( L.L.   br e vi sbr e vi s ). ). D ur c h     effi zi e nt e     P h as e ns e p ar ati o n      mitt els 
Asi a  F L L E X  M o d ul  k a n n  d as  Pr o d u kt  o h n e  V er u nr ei ni g u n g e n  d ur c h   C of a kt or is oli ert   w er d e n  u n d  d er   C of a kt or 
k o nti n ui erli c h i n  k at al ytis c h e  m   M a ßst a b   wi e d er v er  w e n d et   w er d e n. [ 1 6 1]  

Di e  hi er t h e  m ati si ert e n  A n  w e n d u n g e n   v er d e utli c h e n  di e   M ö gli c h k eit e n,  di e  si c h  h e ut z ut a g e 

i n   d er   R e ali si er u n g   v o n   bi o k at al yti s c h e n   R e a kti o n e n  i  m   k o nti n ui erli c h e n Fl o  w -Pr o z e s s 

bi et e n.  Ni c ht s d e st otr ot z  bl ei bt  di e  E nt  wi c kl u n g  ei n e s  g e ei g n et e n   Bi o k at al y s at or s  u n d  s ei n e 

I  m  m o bili si er u n g z ur   Ü b erf ü hr u n g i n  di e Fl o  w  C h e  mi e  ei n  ar b eit s  - u n d z eiti nt e n si v er  Pr o z e s s. 

Di e  E nt  wi c kl u n g  ei nf a c h er, s c h n ell  d ur c hf ü hr b ar er  u n d  u ni v er s ell er  L ö s u n g s a n s ät z e   wir d  di e 

F or s c h u n g    w eit er hi n  a ntr ei b e n,  u  m  di e    V er  w e n d u n g  d er    Bi o k at al y s a t or e n  i n  d er Fl o  w -

S y nt h e s e  a u c h  k ü nfti g i nt er e s s a nt  z u  h alt e n  u n d  d a s  P ot e n zi al  al s  attr a kti v e  Alt er n ati v e  z ur 

kl a s si s c h  or g a ni s c h e n   C h e  mi e  a u s z u  w eit e n.  
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5. 3. 3    D E R A  IN   D E R   F L  O   W  C H E   MI E  

Al s    Z e ntr u  m   di e s er    Ar b eit    s oll   i  m   F ol g e n d e n  d i e  D E R A    i  m    Z u s a  m  m e n h a n g    mit   d er 

bi o k at al yti s c h e n    A n  w e n d u n g  i n   d er Fl o  w   C h e  mi e    g e s o n d ert   u n d  i  m    D et ail   b el e u c ht et 

w er d e n.   W ä hr e n d  ei ni g e I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e n f ür  di e   D E R A i n  d er  Lit er at ur  z u fi n d e n 

si n d,    i st    di e    k o n kr et e      A n  w e n d u n g     i n    k o nti n ui erli c h e n     R e a kti o n s pr o z e s s e n    v o n 

i  m  m o bili si ert er     D E R A   hi n g e g e n   bi s   h e ut e   w e ni g     b e s c hri e b e n .  Ur s ä c hli c h   d af ür    si n d  

v or a u s si c htli c h  di e  i n   K a pit el  5. 1   b e s c hri e b e n e n   Pr o bl e  m ati k e n  d er    D E R A,    w el c h e  i hr e n 

Ei n s at z i n  d er  s y nt h eti s c h e n   C h e  mi e  st ar k  ei n s c hr ä n kt.  Wi e i n  d e n  b ei d e n  v or h er g e h e n d e n 

K a pit el n  erl ä ut ert,  k a n n  di e I  m  m o bili si er u n g  v o n  E n z y  m e n   n e b e n  d er    Wi e d er v er  w e n d b ar k eit  

p o siti v e   Eff e kt e   a uf   di e   E n z y  m ei g e n s c h aft e n   er zi el e n.   B e s o n d er s   d er   Ei nfl u s s   a uf   di e 

E n z y  m st a bilit ät  i st  ei n er  d er   A s p e kt e,    w el c h er  d ur c h  d e n  P ar a  m et er  d er  I  m  m o bili si er u n g 

a dr e s si ert   w er d e n  k a n n. [ 1 3 5] D er   w o hl  a  m   m ei st e n  ei n s c hr ä n k e n d e  F a kt or   d er   D E R A  i st  di e 

g eri n g e  T ol er a n z  g e g e n i hr  ei g e n e s  S u b str at  A c et al d e h y d  (22 ),   w el c h e  d a s  E n z y  m l et zt e n dli c h 

v oll st ä n di g    i n a kti vi ert.    I  m  m o bili si er u n g     ü b er      A  mi n o s ä ur ef u n kti o n alit ät e n    a uf     d er 

E n z y  m o b erfl ä c h e  k ö n n e n  hi er  ei n e  L ö s u n g  d ar st ell e n.   D er  A n s at z  d er  k o v al e nt e n  o d er  ni c ht 

k o v al e nt e n  Bi n d u n g  a n  ei n e  F e st p h a s e  w ur d e  b er eit s  v o n  v er s c hi e d e n e n   Ar b eit s gr u p p e n  a n 

d er   D E R A  d ur c h g ef ü hrt .[ 1 6 2] I n f a st  all e n  St u di e n  k o n nt e n   V er b e s s er u n g e n  hi n si c htli c h  d er 

E n z y  m st a bilit ät   b e o b a c ht et    w er d e n ,    w o  mit   di e    Gr u n dl a g e n  z ur    N ut z u n g   d er    D E R A  i n 

k o nti n ui erli c h e n Fl o  w -Pr o z e s s e n  g el e gt   w or d e n si n d.  

V o n S u bri zi  et  al.  w ur d e  di e i o ni s c h e I  m  m o bili si er u n g  d er   D E R A ( E.  c oli )  a n   m e hr  w a n di g e n 

K o hl e n st off -N a n or ö hr e n    ( o x-M   W  C  N T s)    b e s c hri e b e n. [ 1 6 3]   Di e    L y si nr e st e    d er     D E R A  -

O b erfl ä c h e    wir kt e n  hi er  al s    G e g e ni o n e n  f ür  di e  a ni o ni s c h e    K o hl e n st off  -N a n or ö hr e,    w a s 

d ur c h   A b s c hir  m u n g  d e s   A c et al d e h y d s  (22 ) z u  ei n er  h o h e n   A c et al d e h y dt ol er a n z  bi s  z u  z  w ei 

W o c h e n     f ü hrt e.  E s    w ur d e  v er  m ut et,   d a s s   di e   b e o b a c ht et e  er h ö ht e   T ol er a n z   d ur c h   di e 

W e c h s el  wir k u n g e n  d er  p o siti v  g el a d e n e n  L y si n e  d er   D E R A   mit  d e n  a ni o ni s c h e n  K o hl e n st off   -

N a n or ö hr e n  z u  St a n d e  k o  m  mt,   w o d ur c h  n u kl e o p hil e   A n griff s p u n kt e  z u  m  T eil  a b g e s c hir  mt 

w ur d e n.   E s  k o n nt e ei n e   Wi e d er v er  w e n d b ar k eit  d er i  m  m o bili si ert e n  D E R A  v o n  bi s z u f ü nf   M  al 

u nt er   Er h alt   d er    A u s g a n g s a kti vit ät   er zi elt    w er d e n.    Di e   s y nt h eti s c h e    A n  w e n d u n g   d er 

I  m  m o bili s at e   w ur d e  l e di gli c h  i  m B at c h  u nt er s u c ht.   Di e   Al d olr e a kti o n  a u s   A c et al d e h y d  (22 ) 

( 5 0 0 m M )   u n d    C hl or a c et al d e h y d (3 03 0 )  ( 5 0 0 m M )   ü b er   2 4 h   r e s ulti ert e  i n    A u s b e ut e n   d e s 

d o p p elt e n   Al d ol pr o d u kt e s  v o n  bi s  z u  9 0  %.   Ei n  ä h nli c h  erf ol gr ei c h er   A b s c hir  m eff e kt e   w ur d e 

b ei  d er  a d s or pti v e n I  m  m o bili si er u n g  ei n er   D E R A  a u s Kl e b si ell a  p n e u  m o ni a  a n   m e s o p or ö s e  m 

Sili c a  b e o b a c ht et. [ 1 6 4] D a  b ei d e   A n s ät z e  ni c ht  i n  ei n e  m  k o nti n ui erli c h e  m  R e a kti o n s d e si g n 

g et e st et   w or d e n  si n d,  k ö n n e n  k ei n e   A u s s a g e n  b e z ü gli c h  et  w ai g er  A bl ö s u n g s eff e kt e ,   wi e  si e 



 
 

6 4  

ü bli c h er  w ei s e f ür  ni c ht  k o v al e nt e I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e n  b e s c hri e b e n   w er d e n,  g etr off e n 

w er d e n.   

Di e  erf ol g v er s pr e c h e n d st e n  Str at e gi e n,  v o n  d e n e n  bi s  h e ut e f ür  di e   D E R A  b eri c ht et   w or d e n 

si n d ,   b a si er e n   a uf   k o v al e nt e n    Bi n d u n g e n   d e s   E n z y  m s   a n   Tr ä g er  m at eri ali e n.  S o  w o hl 

M  e hr p u n kt s bi n d u n g e n  a n    m e s o z ell ul är e n  Sili c a -S c h a u  m, [ 1 6 5] al s  a u c h  di e  I  m  m o bili si er u n g 

a n      m a g n eti s c h e n      N a n o p arti k el n    (  G A -A P T E S -N S  M:      Gl ut ar al d e h y d  -( 3-a  mi n o pr o p yl) -

tri et h o x y sil a n  n a n o  m a g n eti s c h e s   M at eri al) [ 1 6 6] u n d  di e  k o v al e nt e I  m  m o bili si er u n g  d er   D E R A 

i n  ei n e  m  d ü n n e n  P ol y  m erfil  m  z ur  B il d u n g  v o n  bi o k at al yti s c h e n  a kti v e n    M e  m br a n e n[ 1 6 7], 

er  m ö gli c h e n   ei n e   h ö h er e     A c et al d e h y dt ol er a n z    v o n   bi s   z u   6 0 0  m M    d er     D E R A   ü b er 

A b s c hir  m u n g s eff e kt e  d ur c h  Bi n d u n g  a n  L y si nr e st e  d er  E n z y  m o b erfl ä c h e.   

2 0 1 8   v er öff e ntli c ht e Z h a n g    i n     K o o p er ati o n   mit    u n s er e m     I n stit ut e s   ei n e   alt er n ati v e 

H er st ell u n g    v o n      D E R A  -e nt h alt e n e n    P ol y  m er k o nj u g at e n    i n      M e  m br a nf or  m. [ 1 6 8]    Di e 

E nt  wi c kl u n g  v o n  k at al yti s c h  a kti v e n   M e  m br a n e n  zi elt e  e x pli zit  a uf  di e  k ü nfti g e  A n  w e n d u n g 

d er    D E R A -M e  m br a n e n    i n  k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s pr o z e s s e n  a b. I  m    G e g e n s at z  z u  d e  m 

o b e n  er  w ä h nt e n   I  m  m o bili si er u n g s a n s at z  ü b er  L y si nr e st e ,   d er  ei n en   st ar k e n    V erl u st   d er 

E n z y  m a kti vit ät  z ur  F ol g e  h att e ,[ 1 6 7] w er d e n  T hi ol gr u p p e n  d er  vi er   C y st ei n e,   w el c h e  si c h  a uf 

d er    O b erfl ä c h e   d er    D E R A  b efi n d e n,  z ur    Bi n d u n g s k n ü pf u n g   a n  ei n e  F e st p h a s e   g e n ut zt.  

A u s bil d u n g  v o n  K o nj u g at e n  b e st e h e n d  a u s  d er E.  c oli  D E R A  u n d  P ol y( N -i s o pr o p yl a cr yl a  mi d) 

(k ur z:  P  NI P A  m )  r e s ulti ert e  i n  k at al yti s c h  a kti v e n    M e  m br a n e n    mit  ei n er  R e st a kti vit ät  v o n 

5 0  %.     D e s     W   eit er e n    k o n nt e    ei n e    er h ö ht e    St a bilit ät    d er   I  m  m o bili s at e    hi n si c htli c h 

A c et al d e h y d  (22 ) ( 3 0 0 m M ) ü b er  3  h  b e o b a c ht et   w er d e n.  Ei n e  s c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d e s 

z u gr u n d eli e g e n d e n   M e c h a ni s  m u s  d er   M e  m br a n bil d u n g  z ei gt  A b bil d u n g  7 .  
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A b bil d u n g A b bil d u n g  77 : : SS c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d e s c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d e s  M e c h a ni s  m u s  d er  Bil d u n g  d er  k at al yti s c h  a kti v e n   M e  m br a n e n M e c h a ni s  m u s  d er  Bil d u n g  d er  k at al yti s c h  a kti v e n   M e  m br a n e n 
a u s   D E R Aa u s   D E R A --P  NI P A  mP  NI P A  m --K o nj u g at e nK o nj u g at e n ..[ 1 6 8][ 1 6 8]    

Ei n e  d er   w e ni g e n  A n  w e n d u n g e n  ei n e s   D E R A -I  m  m o bili s at e s i n  ei n e  m  k o nti n ui erli c h e n Fl o  w -

Pr o z e s s   w ur d e  2 0 2 0  v o n Gr a b n er  et  al.  b e s c hri e b e n. [ 3 9] Di e  Ar b eit s gr u p p e  a d a pti ert e  d e n  g ut 

b e k a n nt e n  u n d  i n d u stri ell  a n g e  w e n d et e n  Pr o z e s s  d er  St ati n -S eit e n k ett e s y nt h e s e  i n  ei n e 

k o nti n ui erli c h e Fl o  w -S y nt h e s e  d er   D E R A -k at al y si ert e n  V or st uf e  d er   St ati n -S eit e n k ett e . Al s 

Bi o k at al y s at or   w ur d e  di e   V ari a nt e  d er E.  c oli  D E R A  -C 4 7  M   i n  ei n e   Al gi n at-G el  -M atri x  a uf 

ei n e  m  L uff a s c h  w a  m  m  i  m  m o bili si ert  u n d  z ur   K at al y s e  ei n  F e st b ettr e a kt or  a u s  r o stfr ei e  m 

St a hl   mit  d e  m I  m  m o bili s at  b ef üllt.  B ei  d er  g e  w ä hlt e n I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e  h a n d elt  e s 

si c h  u  m  ei n e  ni c ht  k o v al e nt e  Ei n s c hl u s s  m et h o d e  d e s  E n z y  m s i n  ei n e   Al gi n at -L uff a -M atri x, 

b ei   w el c h er  d er  L uff a s c h  w a  m  m   mit  ei n er   mit   D E R A  v er s et zt e  Al gi n at e -L ö s u n g  g etr ä n kt   wir d 

u n d  a n s c hli e ß e n d  ei n  R e a g e n z  z u  m cr o s s -li n ki n g z u g e s et zt   wir d.    W ä hr e n d  b ei  mit   C a  Cl 2  

v er n et zt e n I  m  m o bili s at e n st ar k e s  E n z y  ml e a c hi n g  z u  v er z ei c h n e n   w ar,  k o n nt e   mit  B a  Cl 2  ei n e 

a u sr ei c h e n d  st ar k e   V er n et z u n g  u n d  d a  mit  ei n  a u sr ei c h e n d  st ar k er  Ei n s c hl u s s  d er   D E R A i n 

di e      M atri x    g e  w ä hrl ei st et     w er d e n.    A n h a n d    ei n e s    er st e n    S u b str at s cr e e ni n g s,    u nt er 

B er ü c k si c hti g u n g  v o n  ar o  m ati s c h e n  Al d e h y d e n  , wi e  Zi  mt al d e h y d  u n d  B e n z al d e h y d  u n d  d e  m 

u n g e s ätti gt e n      Al d e h y d      A cr ol ei n,      w ur d e      C hl or a c et al d e h y d  (3 03 0 )    al s      M o d el s u b str at 

a u s g e  w ä hlt.    A cr ol ei n  f ü hrt e  tr ot z    V er  w e n d u n g  d er  o pti  mi ert e n    D E R A -V ari a nt e   D E R A E  C -

C 4 7  M     z ur    v oll st ä n di g e n    I n a kti vi er u n g     d e s      Bi o k at al y s at or s.    Z ur    w eit er e n 

R e a kti o n s o pti  mi er u n g   w ur d e  ei n s y st e  m ati s c h er  A n s at z  ü b er D e si g n  of  E x p eri  m e nt  g e  w ä hlt. 

D a b ei  k o n nt e n  di e  b e st e n   A u s b e ut e n  b ei  ei n er  Fl u s sr at e  v o n  0. 1   m L/  Mi n,  3 2. 5   °  C  u n d  ei n e  m 

p  H -W ert  v o n  7. 5  er zi elt   w er d e n  u nt er   V er  w e n d u n g  v o n  0. 2 5    M  C hl or a c et al d e h y d   (3 03 0 ) u n d 

0. 5  M  A c et al d e h y d  (22 ). Di e   A uf ar b eit u n g  u n d  I s oli er u n g  d e s  Pr o d u kt e s   erf ol gt e n  h ä n di s c h. 

D a s  e nt  wi c k elt e   D E R A  -k at al y si ert e  S y st e  m li ef ert e  ü b er  ei n e n  Z eitr a u  m  v o n  bi s z u  4  h st a bil e 

U  m s ät z e  o h n e  A kti vit ät s v erl u st.   
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S c h e  m a S c h e  m a   3 43 4 :    K o nti n ui erli c h e  S y nt h e s e  v o n  St ati n:    K o nti n ui erli c h e  S y nt h e s e  v o n  St ati n--S eit e n k ett e n    V or st uf e n    mitt el s  ei n er  i  m  m o bili si ert e n S eit e n k ett e n    V or st uf e n    mitt el s  ei n er  i  m  m o bili si ert e n 
D E R AD E R A  --V ari a nt e (V ari a nt e (  D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7  M).C 4 7  M). [ 3 9][ 3 9]    
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66  EE I  G E  N E I  G E  N E EE R  G E  B  NI S S ER  G E  B  NI S S E   ––   OO P TI   MI E R  U  N  G   D E R P TI   MI E R  U  N  G   D E R D E R  AD E R  A   F  Ü R   DI E 

S Y  N T  H E TI S  C  H E 

F  Ü R   DI E 

S Y  N T  H E TI S  C  H E AA N   W E  N  D  U  N  GN   W E  N  D  U  N  G   

6. 1  U N T E R S  U  C  H  U  N  G   D E R A C E T A L  D E  H Y  D -T O L E R A  N Z  

6. 1. 1    E R   W EI T E R  U  N  G  D E R D E R A  -C 4 7  -M U T A  N T E  N BI B LI  O T  H E K : K L  O  NI E R  U  N  G  &  

C H A R A K T E RI SI E R  U  N  G    

I  m     f ol g e n d e n      K a pit el     s oll e n    di e     Er g e b ni s s e    w eit erf ü hr e n d e  r    m e c h a ni sti s c h e  r 

U nt er s u c h u n g e n z ur  A c et al d e h y d  -T ol er a n z  d er E.  c oli  D E R A   b e s c hri e b e n  w er d e n.   Gr u n dl a g e 

d er  hi er  g e z ei gt e n  St u di e  bil d e n  d er  v o n M ar k u s  Di c k  p o st uli ert e I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m u s 

d er     D E R A   ü b er   d a s     C y s -4 7, [ 1 0]   s o  wi e   di e   f ortf ü hr e n d e   M a st er ar b eit,     w el c h e   di e s er 

D o kt or ar b eit  v or a n  gi n g [ 1 1] ( v gl.   K a pit el 5. 1 ). D ur c h  Eli  mi ni er u n g  d er  n u kl e o p hil e n  P o siti o n 

4 7   d er    D E R A   a u s E.  c oli d ur c h    A  mi n o s ä ur e a u st a u s c h   k o n nt e    v o n M ar k u s  Di c k ei n e 

A c et al d e h y d -r e si st e nt e      D E R A-V ari a nt e    D E R A E  C -C 4 7  M     er st ellt      w er d e n.      N a c ht eili g 

hi n si c htli c h   d er    w eit er e n    V er  w e n d u n g  i n   d er   or g a ni s c h e n   S y nt h e s e  i st   all er di n g s   di e 

v erri n g ert e  E n z y  m a kti vit ät  v o n  6 0  %  R e st a kti vit ät   i  m   V er gl ei c h z u  m   D E R A E  C  Wil dt y p.  I  m 

R a h  m e n  d er  di e s er  Ar b eit  v or h er g e h e n d e n   M a st er ar b eit  ( v gl. Br a  m s ki et  al.) [ 1 1] w ur d e n  d ur c h 

A  mi n o s ä ur e a u st a u s c h  d e s  C y s -4 7  z u  w e ni g er  n u kl e o p hil e  n  A  mi n o s ä ur e n s e c h s  V ari a nt e n  d er 

D E R A E  C -C 4 7   u nt er s u c ht .   Di e  er st ellt e n   D E R A-M ut a nt e n   w ur d e n  u nt er  B er ü c k si c hti g u n g  d e s 

st eri s c h e n   A n s pr u c h s  d er  a u s g et a u s c ht e n   A  mi n o s ä ur e  a u s g e  w ä hlt.  St ar k  p ol ari si ert e  s o  wi e  

i o ni s c h e    A  mi n o s ä ur e n    w ur d e n   z ur    V er  m ei d u n g   v o n   n e g ati v e n     W e c h s el  wir k u n g e n    mit 

F u n kti o n alit ät e n  d e s  a kti v e n    Z e ntr u  m s  a u s g e s c hl o s s e n.    Di e  er st ellt e n    V ari a nt e n   si n d  i n 

A b bil d u n g    8    d ar g e st ellt ,   v o n   d e n e n   k ei n e   hi n si c htli c h   i hr er   S u b str att ol er a n z   s o  wi e 

E n z y  m a kti vit ät  di e    D E R A E  C -C 4 7  M   ei n e   V er b e s s er u n g  er zi el e n  k o n nt e.  B a si er e n d  a uf  d e n 

er h alt e n e n    D at e n    w ur d e   ei n    Z u s a  m  m e n h a n g  z  wi s c h e n   d er    Gr ö ß e   d er   a u s g et a u s c ht e n 

A  mi n o s ä ur e   b z  w.   d e s   d a v o n   a b h ä n gi g e n  fr ei e n   R a u  m e s  i  m   a kti v e n    Z e ntr u  m   u n d   d er 

A c et al d e h y dt ol er a n z  v er  m ut et. J e  kl ei n er  di e  A  mi n o s ä ur e,  di e  a n  P o siti o n  4 7 f ür  d a  s   C y st ei n 

ei n g e s et zt   w ur d e,  d e st o   w e ni g er  st a bil   w ar  di e r e s ulti er e n d e   D E R A -V ari a nt e ,   w o  mit  g e z ei gt 

w er d e n  k o n nt e,  d a s  s  d er  p o st uli ert e I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m u s  ni c ht  d er  Ei n zi g e  s ei n  k a n n,  

w el c h er  f ür  di e  g eri n g e   A c et al d e h y d  -T ol er a n z  d er    D E R A  v er a nt  w ortli c h  i st . L e di gli c h  di e 

D E R A  -V ari a nt e    D E R A E  C -C 4 7  M   v er bli e b   al s   si n n v oll e    D E R A  -V ari a nt e   z u  m   Ei n s at z   al s 

Bi o k at al y s at or . Di e s e  Er g e b ni s s e    w ur d e n  al s  St art p u n kt  d er  St u di e  d er  hi er  v orli e g e n d e n 

Ar b eit    g e n ut zt    u n d    b a si er e n d    d ar a uf    w ur d e n    vi er     w eit er e    bi s h er    a uf gr u n d    d er 
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A u s  w a hl krit eri e n   ni c ht  u nt er s u c ht e   D E R A -V ari a nt e n  er st ellt.  Hi er b ei  h a n d elt e  e s  si c h  u  m 

ei n e n  A u st a u s c h  d e s  C y s -4 7 i n  P h e n yl al a ni n,  V ali n  u n d i n  di e  b ei d e n  b a si s c h e n  A  mi n o s ä ur e n 

L y si n  u n d  Ar gi ni n ( A b bil d u n g  9 ). 

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   8 : 8 : Di e Di e   bi s h erbi s h er   hi n si c htli c h i hr er   A c et al d e h y dhi n si c htli c h i hr er   A c et al d e h y d --St a bilit ät  u nt er s u c ht e n St a bilit ät  u nt er s u c ht e n E.E.   c oli c oli D E R AD E R A  --V ari a nt e n.V ari a nt e n. [ 1 1, [ 1 1, 

1 6 9]1 6 9]   

 

A b bil d u n g A b bil d u n g    99 : :   Di e   i n    v orli e g e n d er     Ar b eit    er st ellt e n    u n d    hi n si c htli c h   i hr er     A c et al d e h y dDi e   i n    v orli e g e n d er     Ar b eit    er st ellt e n    u n d    hi n si c htli c h   i hr er     A c et al d e h y d  - -   u n d u n d 
Cr ot o n al d e h y dt ol er a n zCr ot o n al d e h y dt ol er a n z  ,  A kti vit ät  u n d  E n a nti o s el e kti vit ät  u nt er s u c ht e n ,  A kti vit ät  u n d  E n a nti o s el e kti vit ät  u nt er s u c ht e n E.E.   c olic oli   D E R AD E R A  --V ari a nt e n.V ari a nt e n.    

Z u  m  Er st ell e n  d er f e hl e n d e n   D E R A -M ut a nt e n   w ur d e  a uf  d a s  et a bli ert e  Kl o ni er u n g s pr ot o k oll 

d er    M a st er ar b eit  z ur ü c k g e griff e n. [ 1 6 9] Di e  P  C R  -M et h o d e  d er    W a hl   w ar  di e R o u n d -t h e-H or n  

P  C R   (s.   9. 2. 1 ).  Al s   T e  m pl at e -D  N A   di e nt e   d a s    D E R A  -G e n k o n str u kt   d e o  C E  C   o h n e   ei n e n 

P ol y hi sti di nt a g ,  n a c h d e  m si c h  di e s er  al s  n a c ht eili g f ür  di e  E n z y  m a kti vit ät  er  wi e s.[ 1 6 9] D a s z ur 

Ü b er pr üf u n g  d er  d ur c h g ef ü hrt e n   A  m plifi k ati o n  er st ellt e   A g ar o s e g el  b e st äti gt e i hr e n  Erf ol g. 

E s   z ei gt e   ei n d e uti g e     B a n d e n    b ei   et  w a   6 0 0 0  b p   ( v gl . A b bil d u n g    1 0 ).   E s   f ol gt e   ei n 

R e stri kti o n s v er d a u  d ur c h  Z u g a b e  v o n   D p nI z ur  E ntf er n u n g  v o n   m et h yli ert er  T e  m pl at e  -D  N A. 

Di e   P  C R  -Pr o d u kt e   w ur d e n li gi ert,   w or a n  si c h  di e  Tr a n sf or  m ati o n  d er  k o  m p et e nt e n   Z ell e n 
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D  H 5  α M a c hI   s o  wi e  d a s   A u s pl atti er e n  a n s c hl o s s.  All e   A  m pi cilli n -r e si st e nt e n  Pl att e n   wi e s e n 

ei n e   erf ol gr ei c h e     K ol o ni e n bil d u n g   a uf,   s o d a s s     Ü b er n a c ht k ult ur e n   a n g e s et zt   u n d   di e 

Pl a s  mi di s oli er u n g  n a c h  d e  m  u nt er  9. 2. 4  b e s c hri e b e n  Pr ot o k oll  d ur c h g ef ü hrt   w er d e n  k o n nt e. 

S e q u e n zi er u n g  b e st äti gt e  di e  erf ol gr ei c h e   Bil d u n g  all er  vi er  er st ellt e n  D E R A  -K o n str u kt e.   I n 

all e n  vi er  F äll e n li e ß si c h erf ol gr ei c h  Pr ot ei n  e x pri  mi er e n  (E.  C oli B L 2 1(  D E 3);  v gl.  K a pit el  9. 2. 8  

f ür      D et ail s).    D a s      i n    A b bil d u n g    1 0     d ar g e st ellt e     S  D S -G el     z ei gt     d e utli c h     vi er 

Ü b er e x pr e s si o n s b a n d e n  b ei  et  w a  2 8   k  D a  v o n  v er gl ei c h b ar e  m  E x pr e s si o n sl e v el.  

b p     M ar k er    1        2        3       4  

 
 
6 0 0 0  
 
 
3 0 0 0  

 
 
  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  1 01 0 : : Li n k s: Li n k s:  0. 80. 8  %  - %  -i g e s i g e s A g ar o s e g el A g ar o s e g el  z ur   Ü b er pr üf u n g  d er  A  m plifi k ati o n  d e s   D E R Az ur   Ü b er pr üf u n g  d er  A  m plifi k ati o n  d e s   D E R A --K o n str u kK o n str u k  t e s  o h n e t e s  o h n e 
P ol y hi sti di nt a g    D E R AP ol y hi sti di nt a g    D E R A E  CE  C --n ot a g    mit   d e n   e nt s pr e c h e n d e n    V ari a nt e n    C 4 7 Fn ot a g    mit   d e n   e nt s pr e c h e n d e n    V ari a nt e n    C 4 7 F   ( 1),    C 4 7 K( 1),    C 4 7 K  ( 2),    C 4 7 R( 2),    C 4 7 R  ( 3)   u n d ( 3)   u n d 
C 4 7 VC 4 7 V    ( 4).( 4). S  D S -P A  G E  z ur   Ü b er pr üf u n g   d er   E x pr essi o n  (E.   C oli B L 2 1(  D E 3);  v gl.   K a pit el   9. 2. 8 ).   d er  erst ellt e n 
D E R A  -K o nstr u kt e . St a n d ar d : R ot i®  M ar k  ( F er  m e nt as). 

N a c h  erf ol gr ei c h er  E x pr e s si o n f ol gt e  di e   C h ar a kt eri si er u n g   hi n si c htli c h  d er  E n z y  m a kti vit ät 

u n d i hr er  A l d e h y d st a bilit ät d er  er st ellt e n   D E R A -K o n str u kt e   D E R A E  C -C 4 7 F,   D E R A E  C -C 4 7 K, 

D E R A E  C -C 4 7 R  u n d   D E R A E  C -C 4 7 V.   D a f ür  di e  s p ät er e  s y nt h eti s c h  e  A n  w e n d u n g  R o h e xtr a kt e 

u n d  k ei n e  g er ei ni gt e n  E n z y  m e  v er  w e n d et   w er d e n  s oll e n,   w ur d e  a uf  ei n e n  R ei ni g u n g s s c hritt 

v er zi c ht et  u n d  all e  f ol g e n d e n    M e s s u n g e n    mit   z ellfr ei e  m  R o h e xtr a kt  d ur c h g ef ü hrt.   D af ür 

w ur d e n  di e  a uf g e s c hl o s s e n e n  u n d z e ntrif u gi ert e n  R o h e xtr a kt e z u s ät zli c h z ur  E ntf  er n u n g  v o n 

ni e d er  m ol e k ul ar e n   K o  m p o n e nt e n  ü b er  P  D -1 0  S ä ul e n  g er ei ni gt.  Z u d e  m   w ur d e    mitt el s  d er 

Br a df or d -M et h o d e j e  w eil s  di e  Pr ot ei n k o n z e ntr ati o n  b e sti  m  mt   .   Di e s  st ellt  ei n e  v er gl ei c h b ar e 

Pr ot ei n k o n z e ntr ati o n  d er  Pr o b e n  si c h er  u n d  er  m ö gli c ht  d ar ü b er  hi n a u s  di e  B er e c h n u n g  v o n 

s p e zifi s c h e n   A kti vit ät e n  ( v gl.  T a b ell e   5 ).   A u s   V er gl ei c h s gr ü n d e n   w ur d e  d er e nt s pr e c h e n d e 

z ellfr ei e  R o h e xtr a kt  d e s  D E R A E  C -Wil dt y p    i  m  m er mit  v er  m e s s e n.    

Wi e    a u s    T a b ell e    5    er si c htli c h     wir d,    k o n nt e    b ei    all e n    er st ellt e n     D E R A -M ut a nt e n 

E n z y  m a kti vit ät  g e  m e s s e n   w er d e n.   E s  si n d  all er di n g s  d e utli c h e   U nt er s c hi e d e  z u  er k e n n e n. 

All e f ol g e n d e n  A u sf ü hr u n g e n  z u  d e n  v er  m e s s e n e n   D E R A  -K o n str u kt e n  b e zi e h e n si c h  a uf  d e n 

z ellfr ei e n  R o h e xtr a kt (  wi e i  m  o bi g e n   A b s c h nitt  erl ä ut ert).  Di e  b ei d e n   D E R A  -K o n str u kt e   mit 

d e n   ei n g et a u s c ht e n  i o ni s c h e n    A  mi n o s ä ur e n    L y si n   u n d   Ar gi ni n   z ei g e n   di e   g eri n g st e n 

    1          2          3        4        M ar k er  [ k  D a] 
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A kti vit ät e n   mit r u n d  0. 5  U/  m g   u n d s o  mit  ei n e n  A kti vit ät s v erl u st  v o n  r u n d 9 8  % i  m  V er gl ei c h 

z u  m   D E R A -Wil dt y p.    D a  mit  si n d  di e  b ei d e n   K o n str u kt e   D E R A E  C -C 4 7 K  u n d   D E R A E  C -C 4 7 R 

di ej e ni g e n,   mit  d e  m  gr ö ßt e n  A kti vit ät s v erl u st,   w el c h e i  m  R a h  m e n  di e s er  s o  wi e i  m  V er gl ei c h  

z u  d e n  V or ar b eit e n  d er   M a st er ar b eit  u nt er s u c ht   w or d e n si n d.  Ei n e  gr a p hi s c h e   Ü b er si c ht  d er 

G e s a  mt h eit    all er    er st ellt e n     D E R A -K o n str u kt e    hi n si c htli c h   i hr er     A kti vit ät e n    r el ati v 

z u ei n a n d er  k a n n i n  A b bil d u n g  1 1  ei n g e s e h e n   w er d e n.  Gr u n d f ür  di e  b e o b a c ht et e n  n e g ati v e n 

A u s  wir k u n g e n  a uf  di e  E n z y  m a kti vit ät i n  d e n  F äll e n  d e s  A u st a u s c h e s  g e g e n  L y si n  u n d  Ar gi ni n 

fi n d e n  si c h   v or a u s si c htli c h  i n  d er   i o ni s c h e n    N at ur  d er   b ei d e n    A  mi n o s ä ur e n ,    w o d ur c h 

W e c h s el  wir k u n g e n    mit  F u n kti o n alit ät e n  d e s  a kti v e n   Z e ntr u  m s     m ö gli c h  si n d  . Di e    D E R A  -

M ut a nt e    D E R A E  C -C 4 7 F    mit  d er  st eri s c h  s e hr  a n s pr u c h s v oll e  n   A  mi n o s ä ur e  P h e n yl al a ni n  

w ei st ei n e  A kti vit ät v o n  3. 4   U/  m g  a uf.  Si e li e gt  mit ei n e  m  A kti vit ät s v erl u st v o n  8 5   %   u nt er h al b 

d er  er zi elt e n    A kti vit ä t  d er    D E R A-K o n str u kt e   D E R A E  C -C 4 7  G  u n d   D E R A E  C -C 4 7 A    mit  d e n 

kl ei n st e n  ei n g et a u s c ht e n   A  mi n o s ä ur e n  a u s  d e n   V or ar b eit e n  u n d  v er d e utli c ht  a b er  m al s  d e n 

st ar k e n   Ei nfl u s s   d e s  r ä u  mli c h e n    A n s pr u c h s   d er    A  mi n o s ä ur e   a uf   di e   E n z y  m a kti vit ät   a n 

b e s a gt er  P o siti o n  4 7.  D a s  b e st e  Er g e b ni s  hi n si c htli c h  d er   D E R A  -A kti vit ät  z ei gt  di e   V ari a nt e 

D E R A E  C -C 4 7 V.     Mit   ei n er    A kti vit ät   v o n   1 8. 4   U/  m g    w ei st   si e   n a h e z u     Wil dt y p  -A kti v it ät 

( 2 0. 9 U/  m g)  a uf  ,    w o  mit  ei n e   V er b e s s er u n g  v o n  r u n d  5 0 %  i  m   V er gl ei c h  z u  d er  bi s h eri g e n 

b e st e n   V ari a nt e   D E R A E  C -C 4 7  M  ( 7. 9   U/  m g)  hi n si c htli c h  d er  E n z y  m a kti vit ät  er zi elt   w er d e n 

k o n nt e.  

T a b ell e T a b ell e  55 : : Di e  eDi e  e  r  mitt elt er  mitt elt en  n  s p e zifi s c h e n  E n z y  m a kti vit ät e n  d er  er st ellt e n   D E R As p e zifi s c h e n  E n z y  m a kti vit ät e n  d er  er st ellt e n   D E R A --M ut a nt e n  a u s M ut a nt e n  a u s E.E.   c olic oli   s o  wi e s o  wi e 
d e s   D E R Ad e s   D E R A --Wil dt y p s.Wil dt y p s.     B ei  d e n  v er  m ess e n e n  Pr o b e n  h a n d elt  es si c h  u  m  ü b er  P  D -1 0  S ä ul e n  g er ei ni gt e n  z ellfr ei e n  
R o h e xtr a kt.      Z ur      B er e c h n u n g     d er     s p e zifis c h e n      A kti vit ät      w ur d e      mitt els      Br a df or d  -M et h o d e     di e 
Pr ot ei n k o n z e ntr ati o n  b esti  m  mt.  All e   M ess u n g e n   w ur d e n  als  Tri pli k at  d ur c h g ef ü hrt.   

D E R AD E R A  --V ari a nt eV ari a nt e    s p e z.  A kti vit ät [  U/  m g]  s p e z.  A kti vit ät [  U/  m g]  

D E R A E  C -wt   2 0. 9  ±  0. 7  
D E R A E  C -C 4 7 F   3. 4  ±  0. 3  
D E R A E  C -C 4 7 K   0. 5  ±  0. 1  
D E R A E  C -C 4 7 R   0. 6  ±  0. 1  
D E R A E  C -C 4 7 V   1 8. 4  ±  0. 6  
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A b bil d u n g A b bil d u n g    1 11 1 :    V er gl ei c h e n d e:    V er gl ei c h e n d e   Ü b er si c ht   d er   E n z y  m a kti vit ät e n   d er   n e u   er st ellt e n    D E R AÜ b er si c ht   d er   E n z y  m a kti vit ät e n   d er   n e u   er st ellt e n    D E R A E  CE  C --V ari a nt e n V ari a nt e n 
( d u n k el gr a u),  d e s   D E R A( d u n k el gr a u),  d e s   D E R A--Wil dt y p s ( d u n k el gr a u;  g e s et zt  al s  1 0 0Wil dt y p s ( d u n k el gr a u;  g e s et zt  al s  1 0 0     %) s o  wi e  d er i n  V or ar b eit e n i  m  R a h  m e n  d er %) s o  wi e  d er i n  V or ar b eit e n i  m  R a h  m e n  d er 
M a st er ar b eit  er h alt e n e n   D E R AM a st er ar b eit  er h alt e n e n   D E R A   --V ari a nt e nV ari a nt e n [ 1 6 9][ 1 6 9]  ( h ell gr a u) r el ati v  z u ei n a n d er.( h ell gr a u) r el ati v  z u ei n a n d er. I n  all e n  F äll e n   w ur d e n  z ellfr ei e 
R o h e xtr a kt e  v er  w e n d et  u n d  v er  m ess e n.  

N e b e n  d er  A kti vit ät  d er   D E R A, i st i hr e  St a bilit ät  hi n si c htli c h i hr e s  S u b str at e s  A c et al d e h y d   (22 ) 

f ür i hr e   V er  w e n d u n g  al s  effi zi e nt er   Bi o k at al y s at or  e nt s c h ei d e n d . A u c h  di e  T ol er a n z  g e g e n 

Cr ot o n al d e h y d      wir d     u nt er s u c ht,      w el c h e s,     d e  m     v o n M ar k u s    Di c k     p o st uli ert e n 

I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m u s   f ol g e n d,[ 1 0]   al s     Al d ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt   z  w ei er     M ol e k ül e 

A c et al d e h y d  (22 ) z u ei n er  1 0 0 -f a c h st är k er e n I n hi bi er u n g  d es  D E R A  -Wil dt y p s    i  m  V er gl ei c h z ur 

I n a kti vi er u n g  d ur c h   A c et al d e h y d (22 )  f ü hrt.  D a h er  f ol gt e n  St a bilit ät s u nt er s u c h u n g e n  all er 

vi er   D E R A -K o n str u kt e  hi n si c htli c h i hr er  T ol er a n z  v o n   A c et al d e h y d   (22 ) u n d   Cr ot o n al d e h y d . 

Di e    St a bilit ät st e st  s     w ur d e n    b a si er e n d    a uf    d e  m    b e k a n nt e n      D E R A  -A kti vit ät s a s s a y 

d ur c h g ef ü hrt.    D a z u     w ur d e n    di e    e nt s pr e c h e n d e n     D E R A  -Pr o b e n   i n    d e n   j e  w eili g e n 

Al d e h y dl ö s u n g e n  b ei 2 5  °  C i n k u bi ert.   Di e  K o n ze ntr ati o n e n  a n  Al d e h y d e n   w ur d e n s o  g e  w ä hlt, 

d a s s   si e   d e n     m a xi  m al   ü bli c h e n   v er  w e n d et e n     K o n z e ntr ati o n e n   i n   d er   s y nt h eti s c h e n 

A n  w e n d u n g   a n    A c et al d e h y d   (22 )  b z  w .  Cr ot o n al d e h y d    e nt s pr e c h e n,    w el c h e n   di e    D E R A 

b e st e nf all s st a n d h alt e n s ollt e.  Di e s e  e nt s pr e c h e n  ei n er  E n d k o n z e ntr ati o n  a n  A c et al d e h y d   (22 ) 

v o n   3 0 0  m M u n d   a n    Cr ot o n al d e h y d   v o n   2 0  m M . A n s c hli e ß e n d    w ur d e  i n  r e g el  m ä ßi g e n 
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Z eit a b st ä n d e n  p h ot o  m etri s c h  di e   D E R A -A kti vit ät  b e sti  m  mt.  Z ur  K o ntr oll e   w ur d e  n e b e n  d e n 

i n   Al d e h y d  i n k u bi ert e n  E n z y  m e n  j e  w eil s  a u c h  ei n e  Pr o b e  g ä n zli c h  o h n e   Al d e h y d z u g a b e 

v er m e s s e n.    Di e  g e  m e s s e n e n   D at e n  si n d   i n u nt e n   A b bil d u n g   1 3  gr a p hi s c h  d ar g e st ellt.  Di e 

er h alt e n e n  A kti vit ät s k ur v e n   w ur d e n z ur  B er e c h n u n g  d er  e nt s pr e c h e n d e n   H al b  w ert s z eit e n i n 

d e n   Al d e h y dl ö s u n g e n  v er  w e n d et.  Mitt el s   A n p a s s u n g  ei n er  e x p o n e nti ell e n   Z erf all sf u n kti o n 

er st e n    Gr a d e s   a n   di e  j e  w eili g e n    A kti vit ät s k ur v e n,   k o n nt e   a n h a n d   d er  i n   K a pit el  9. 3. 8  

b e s c hri e b e n e n     F or  m el n     di e      H al b  w ert s z eit     b er e c h n et      w er d e n.    Di e     err e c h n et e n 

H al b  w ert s z eit e n f ür  di e  vi er  u nt er s u c ht e n   D E R A  -V ari a nt e n  k ö n n e n i n   T a b ell e  6  ei n g e s e h e n 

w er d e n.    A u s    V er gl ei c h s gr ü n d e n    w ur d e n  e b e nf all s  d er    D E R A  -Wil dt y p  u n d  di e  b e k a n nt e 

A c et al d e h y d -r e si st e nt e   D E R A-C 4 7  M  v er  m e s s e n.   Di e  er h alt e n e n   Gr a p h e n si n d   z u  m  V er gl ei c h 

i n A b bil d u n g   1 2  d ar g e st ellt.  W ä hr e n d  b ei  m   D E R A   -Wil dt y p  b er eit s  n a c h  k ür z e st er   Z eit  ei n e 

v oll st ä n di g e   I n a kti vi er u n g   d e s   E n z y  m s   z u   b e o b a c ht e n  i st,   z ei gt   di e    D E R A -C 4 7  M   b ei 

A c et al d e h y d -I n k u b ati o n   k ei n e     A kti vit ät s v erl u st e.   D er     A kti vit ät s v erl u st   g e g e n   2 0     m M 

Cr ot o n al d e h y d   all er di n g s  d e ut et  d ar a uf  hi n,  d a s s  a u c h  di e  g e g e n   A c et al d e h y d -r e si st e nt e 

D E R A  -V ari a nt e     w eit er e,   bi s h er   u n b e k a n nt e   I n a kti vi er u n g s  m e c h a ni s  m e n   z ul ä s st.    Di e s e 

K ur v e n v erl ä uf e  u n d  Er g e b ni s s e  b e st äti g e n  di e z u v or  g e  w o n n e n e n  Er k e n nt ni s s e n  v o n   M ar c u s 

Di c k. [ 1 7 0] 

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   1 21 2 :   Z eitli c h er   V erl a uf  d er r el ati v e n   A kti vit ät  n a c h   Al d e h y di n k u b ati o n  d e s   D E R A:   Z eitli c h er   V erl a uf  d er r el ati v e n   A kti vit ät  n a c h   Al d e h y di n k u b ati o n  d e s   D E R A--Wil dt y p s  u n d Wil dt y p s  u n d 
d er   D E R Ad er   D E R A E  CE  C --C 4 7  M. C 4 7  M. D ar g est ellt  si n d  di e   M ess er g e b niss e  n a c h I n k u b ati o n   mit  3 0 0   m M A c et al d e h y d  (22 ) (C 4 7  M: 
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Vi er e c k,  s c h  w ar z ;    W T:  h ell gr ü n es   Dr ei e c k),  2 0 m M Cr ot o n al d e h y d   (C 4 7  M:   K  r eis,  r ot;    W T:  d u n k el gr ü n e   R a ut e) 
u n d  o h n e  Al d e h y d (  Dr ei e c k,  bl a u).   Di e  E n z y  m a kti vit ät   w ur d e  p h ot o  m etris c h  b esti  m  mt.   

 

  
A b bil d u n g A b bil d u n g   1 31 3 :   Z eitli c h er   V erl a uf  d er  r el ati v e n   A kti vit ät  n a c h   Al d e h y di n k u b ati o n  d er  er st ellt e n   D E R A:   Z eitli c h er   V erl a uf  d er  r el ati v e n   A kti vit ät  n a c h   Al d e h y di n k u b ati o n  d er  er st ellt e n   D E R A E  CE  C --
M ut a nt e n. M ut a nt e n. D ar g est ellt   si n d   di e     M ess er g e b niss e   n a c h  I n k u b ati o n    mit   3 0 0   m M A c et al d e h y d  (22 )  ( Vi er e c k, 
s c h  w ar z),  2 0  m M Cr ot o n al d e h y d   ( Kr eis,  r ot)  u n d  o h n e   Al d e h y d  (  Dr ei e c k,  bl a u)  f ür  di e  vi er   D E R A-V ari a nt e n 
C 4 7 F,   C 4 7 K,   C 4 7 R  u n d   C 4 7 V  a us E.  c oli .  Di e  E n z y  m a kti vit ät   w ur d e  p h ot o  m etris c h  b esti  m  mt.   

T a b ell e T a b ell e  66 :  Ü b er si c ht  d er :  Ü b er si c ht  d er b er e c h n et e n b er e c h n et e n  H al b  w ert s z eit e n  d er  u nt er s u c ht e n   D E R AH al b  w ert s z eit e n  d er  u nt er s u c ht e n   D E R A  --V ari a nt e n  C 4 7V ari a nt e n  C 4 7  FF ,  C 4 7,  C 4 7KK ,  C 4 7,  C 4 7R  R  
u n d    C 4 7u n d    C 4 7 V  V   v er gl ei c h e n d   z u   d er    D E R Av er gl ei c h e n d   z u   d er    D E R A --C 4 7  M   u n d   d e  m    D E R A C 4 7  M   u n d   d e  m    D E R A    Wil dt y pWil dt y p      ( z ellfr ei e    R o h e xtr a kt e)( z ellfr ei e    R o h e xtr a kt e)   n a c h n a c h 
I n k u b ati o n  i n  3 0 0I n k u b ati o n  i n  3 0 0 m m MM   A c et al d e h y dA c et al d e h y d   ( 2)( 2)  u n d  2 0u n d  2 0  m m MM   Cr ot o n al d e h y d.Cr ot o n al d e h y d.    Di e  z u gr u n d eli e g e n d e   B er e c h n u n g   d er 
H al b  w erts z eit e n si n d  d e  m  K a pit el   9. 3. 8  z u  e nt n e h  m e n.   

 C 4 7 FC 4 7 F       C 4 7 KC 4 7 K       CC  4 7 R4 7 R      C 4 7 VC 4 7 V       C 4 7   MC 4 7   M       W TW T     

TT 1/ 21/ 2   

( 3 0 0( 3 0 0 m m MM   A c et al d e h y d)A c et al d e h y d)    
1. 4  h     1. 3  h     1. 7  h     3. 3  h     n. b.     3 7. 5  m  i n 

TT 1/ 21/ 2   

( 2 0( 2 0 m m MM   Cr ot o n al d e h y dCr ot o n al d e h y d  ) ) 
7. 5  m  i n    1 6  m  i n    1 9  m  i n    1  h     1 4  h     3. 7  m  i n 

 

K ei n e  d er  vi er  er st ellt e n   D E R A -V ari a nt e n  z ei gt e  ei n e  v oll st ä n di g e  St a bilit ät  g e g e n  di e  b ei d e n 

u nt er s u c ht e n  Al d e h y d e ,   wi e  di e  d er  b e k a n nt e n   D E R A-M ut a nt e   C 4 7  M.   D e n n o c h si n d i n  all e n 

F äll e n    V er b e s s er u n g e n   v er gl ei c h e n d  z u  m    D E R A -Wil dt y p  f e st z u st ell e n.    D a b ei  f all e n   di e 

U nt er s c hi e d e  z  wi s c h e n  d e n   V ari a nt e n   w e ni g er  gr a vi er e n d  a u s,   wi e  di e   U nt er s u c h u n g e n  d er 

E n z y  m a kti vit ät.  
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Di e s c h  w ä c h st e  T ol er a n z  g e g e n   A c et al d e h y d  (22 )  u n d  Cr ot o n al d e h y d z ei gt  di e   D E R A -V ari a nt e 

D E R A E  C -C 4 7 F.    N a c h  I n k u b ati o n  i n  3 0 0   m M A c et al d e h y d   (22 )  i st  b ei  di e s er    M ut a nt e  ei n e 

H al bi er u n g  d er  E n z y  m a kti vit ät  b er eit s  n a c h  k n a p p  9 0   Mi n ut e n  z u  v er z ei c h n e n   , i n  2 0 m M 

Cr ot o n al d e h y d   s o g ar   b er eit s   n a c h   7. 5   Mi n ut e n.    D er   st ar k e   st eri s c h e     A n s pr u c h   d er 

ei n g et a u s c ht e n  ar o  m ati s c h e n  A  mi n o s ä ur e  P h e n yl al a ni n   wir kt   si c h  s o  mit  ni c ht  n ur  n e g ati v 

a uf   di e   E n z y  m a kti vit ät,   s o n d er n   a u c h   a uf   di e   St a bilit ät   d er   E n z y  m v ari a nt e   b e z ü gli c h 

A c et al d e h y d  (22 ) u n d   Cr ot o n al d e h y d  a u s.   

Di e  b ei d e n   D E R A  -M ut a nt e n   mit  d e n  ei n g et a u s c ht e n i o ni s c h e n   A  mi n o s ä ur e n    D E R A E  C -C 4 7 K 

u n d   D E R A E  C  -C 4 7 R    w ei s e n  ä h nli c h e    W ert e  a uf.    Mit    H al b  w ert s z eit e n  v o n  1. 3   h  ( D E R A E  C -

C 4 7 K)   u n d   1. 7   h  ( D E R A E  C -C 4 7 R)    n a c h  I n k u b ati o n  i n    A c et al d e h y d  (22 )  b z  w.   1 6  Mi n ut e n 

(D E R A E  C -C 4 7 K)  u n d  1 9   Mi n ut e n (  D E R A E  C -C 4 7 R) i n  Cr ot o n al d e h y d  h alt e n  a u c h  di e s e   D E R A  -

V ari a nt e n  bi o k at al yti s c h  n ot  w e n di g e n   B e di n g u n g e n  ni c ht  st a n d.   Al s  di e  st a bil st e   V ari a nt e 

er  wi e s  si c h  di e    D E R A -M ut a nt e    D E R A E  C -C 4 7 V.  Er st  n a c h  k n a p p  3. 5   h  St u n d e n  i st  n a c h 

I n k u b ati o n   i n   3 0 0 m M A c et al d e h y d  (22 )   ei n    A kti vit ät s v erl u st   v o n   5 0   %   z u   er k e n n e n  , 

w o hi n g e g e n  di e   H al b  w ert s z eit  i n  2 0   m M Cr ot o n al d e h y d  b ei  ei n er  St u n d e  li e gt.   D ur c h  d a s 

Ei n bri n g e n   d e s    V ali n s  i n   P o siti o n  4 7  k o n nt e  al s o  ei n e  et  w a  5 -6 -f a c h  st är k er e   T ol er a n z 

g e g e n ü b er   A c et al d e h y d s  (22 )  i  m    V er gl ei c h   z u  m     Wil dt y p  er zi elt    w er d e n.   Wi e   ei n g a n g s 

all er di n g s  b er eit s  a n g e s pr o c h e n,  bl ei bt  di e   V ari a nt e  d er    D E R A E  C -C 4 7  M  hi n si c htli c h  i hr er 

St a bilit ät  g e g e n ü b er  d e n  u nt er s u c ht e n  Al d e h y d e n  d er  vi el v er s pr e c h e n d st e  K a n di d at.  Z u d e  m 

st üt z e n  di e s e  Er g e b ni s s e  di e  i n  d e n    V or ar b eit e n  g e ä u ß ert e    V er  m ut u n g,  d a s s  e s    w eit er e 

I n a kti vi er u n g s  m e c h a ni s  m e n   d er    D E R A   dur c h  i hr   S u b str at    A c et al d e h y d  (22 )  g e b e n    m u s s.  

W eit er g e h e n d e   U nt er s u c h u n g e n  d a z u   w er d e n i  m  f ol g e n d e n   K a pit el    6. 1. 2  t h e  m ati si ert  u n d 

n ä h er  b el e u c ht et.  

Al s   w eit er er e nt s c h ei d e n d er  P ar a  m et er f ür  di e  bi o k at al yti s c h e  A n  w e n d u n g  d er  D E R A   erf ol gt e 

di e    U nt er s u c h u n g   d er   E n a nti o s el e kti vit ät   d er   er st ellt e n    D E R A -K o n str u kt e,   u  m   et  w ai g e 

n e g ati v e  Ei nfl ü s s e  a uf  di e s e  a u s z u s c hli e ß e n.   Al s  ei n e s  d er   H a u pt ar g u  m e nt e f ür  d e n  Ei n s at z 

v o n  E n z y  m e n i n  d er  or g a ni s c h e n  S y nt h e s e   w är e  ei n  V erl u st  d er  E n a nti o s el e kti vit ät  n a c h  d e  m 

hi er  d ur c h g ef ü hrt e n    m ut a g e n eti s c h e n  Ei n griff  f ür  di e   w eit er e  bi o k at al yti s c h e   A n  w e n d u n g 

ei n  A u s s c hl u s s k rit eri u  m. F ür  di e  S el e kti vit ät s b e sti  m  m u n g   w ur d e  ei n  v o n C  ar oli n  Bi st erf el d  

et a bli ert er    A s s a y  v er  w e n d et   (S c h e  m a   3 5 ).[ 1 7 1]  Di e s er  b a si ert  a uf  d er    D eri v ati si er u n g  d e s 

D E R A  -k at al y si ert e n  i n st a bil e n    Al d ol pr o d u kt e s  4 74 7   d ur c h   2, 4 -Di nitr o p h e n yl h y dr a zi n   (  2, 4 -

D  N P  H  ) (4 84 8 ). N a c h  I n k u b ati o n  v o n   A c et al d e h  y d  (22 ) u n d  Pr o p a n al  (1 51 5 ) f ür  1 6 h  b ei  2 5  C  i n 

A n  w e s e n h eit  d er  j e  w eili g e n   D E R A  -V ari a nt e  z ur   Bil d u n g  d e s   Al d ol pr o d u kt e s   4 74 7 ,  f ol gt e  f ür 



 
 

7 5  

w eit er e    2   h    R e a kti o n s z eit    d er     D eri v ati si er u n g s s c hritt      mitt el s    2 , 4-D  N P  H   (4 84 8 ).     N a c h 

A uf ar b eit u n g    k o n nt e    a n s c hli e ß e n d    d a s    er h alt e n d e     D eri v at   4 94 9    ü b er     H P L  C -A n al y s e 

a u s g e  w ert et   w er d e n.  

 

S c h e  m a S c h e  m a  3 53 5 :   R e a kti o n s s c h e  m a  d e s  S el e kti vit ät s a s s a y s  d er   D E R A  ü b er   D eri v ati si er u n g   mit  2, 4:   R e a kti o n s s c h e  m a  d e s  S el e kti vit ät s a s s a y s  d er   D E R A  ü b er   D eri v ati si er u n g   mit  2, 4--D  N P  H  n a c h D  N P  H  n a c h 
Bi st erf el dBi st erf el d ..[ 1 7 1][ 1 7 1]    

Di e   er h alt e n e n    E n a nti o  m er e n ü b er s c h ü s s e   s  i n d   i n   T a b ell e    7    z u s a  m  m e n g ef a s st.    A u s 

V er gl ei c h s gr ü n d e n    w ur d e  d er    D E R A  -Wil dt y p  e b e nf all s  u nt er s u c ht,    w el c h er  ei n e n e e   v o n 

et  w a  8 6  %  a uf  wi e s.   W ä hr e n d  di e    u nt er s u c ht e n   A  mi n o s ä ur e n a u st a u s c h e ,   wi e  o b e n  b er eit s 

g e z ei gt,   st ar k e n   Ei nfl u s s   a uf   di e   E n z y  m a kti vit ät   n e h  m e n ,   i st   i hr   Ei nfl u s s   a uf   di e 

E n a nti o s el e kti vit ät    hi n g e g e n    w e ni g er    gr a vi er e n d,      w e n n    a u c h    ni c ht    g ä n zli c h    z u 

v er n a c hl ä s si g e n . F ür  d i e  b ei d e n   D E R A-M ut a nt e n   D E R A E  C -C 4 7 R  u n d   D E R A E  C -C 4 7 V   k o n nt e n 

E n a nti o  m er e n ü b er s c h ü s s e  ä h nli c h  d e  m   Wil dt y p  b e sti  m  mt   w er d e n.  Di e   W ert e  d er  K o n str u kt e 

D E R A E  C -C 4 7 F  u n d   D E R A E  C -C 4 7 K  l a g e n    mit   c a.  7 2  %  et  w a s   d ar u nt er.  Si e  li e g e n  d a  mit  i  m 

R a h  m e n  d er  S c h  w a n k u n g e n,   w el c h e  e b e nf all s  i n  d e n  v or h er g e h e n d e n  St u di e n  b e o b a c ht et 

w or d e n si n d  . 

T a b ell e T a b ell e   77 : : Ü b er si c ht  ü b er  di e  er h alt e n e n  E n a nti o  m er e n ü b er s c h ü s s e  all er  er h alt e n e n    D E R AÜ b er si c ht  ü b er  di e  er h alt e n e n  E n a nti o  m er e n ü b er s c h ü s s e  all er  er h alt e n e n    D E R A E  CE  C --M ut a nt e nM ut a nt e n     
s o  wi e  d e s   D E R As o  wi e  d e s   D E R A --Wil dt y p sWil dt y p s     u n d  d er  b e k a n nt e n   D E R Au n d  d er  b e k a n nt e n   D E R A E  CE  C --C 4 7  MC 4 7  M  . . 

D E R AD E R A E  CE  C --V ari a nt eV ari a nt e    e ee e   [  %][  %]  

D E R A E  C -wt   8 6. 4  ±  0. 2  
D E R A E  C -C 4 7  M   8 5. 4  ±  0. 1  
D E R A E  C -C 4 7 F   7 2. 4  ±  0. 1  
D E R A E  C -C 4 7 K   7 1. 1  ±  0. 7  
D E R A E  C -C 4 7 R   8 3 . 0 ±  0. 2  
D E R A E  C -C 4 7 V  8 5 . 0 ±  0. 1  

 

I  m   Hi n bli c k  a uf  ei n e f ol g e n d e  bi o k at al yti s c h e  A n  w e n d u n g  ei n e s   D E R A-K o n str u kt e s l ä s st si c h  

n a c h  d er  er st ellt e n    Ü b er si c ht  d er  u nt er s u c ht e n    D E R A -V ari a nt e n  d er  P o siti o n   C 4 7   –   di e s 

b e zi e ht   s o  w o hl   di e     D E R A -V ari a nt e n   d er    V or ar b eit e n   al s   a u c h   di e   i  m   R a h  m e n   d er 

v orli e g e n d e n  Ar b eit  er st ellt e n  K o n str u kt e   mit  ei n  –  f ol g e n d e s s c hl u s sf ol g er n:  
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Ei n   effi zi e nt er    Bi o k at al y s at or   z ei c h n et   si c h   v or   all e  m   d ur c h   ei n e   a u sr ei c h e n d   h o h e 

U  m s at zr at e  ( A kti vit ät),  L e b e n s d a u er  u n d    St er e o s el e kti vit ät  a u s.   D a  d er  Ei nfl u s s  a uf  di e 

E n a nti o s el e kti vit ät    a uf    di e    u nt er s u c ht e n      D E R A -V ari a nt e n    i  m     V er gl ei c h      mit    d e n 

A u s  wir k u n g e n  a uf  di e  A kti vit ät   u n d  St a bilit ät  w e ni g er  gr a vi er e n d   i st,  k a n n  di e s er  A s p e kt i n 

d er  a b s c hli e ß e n d e n  B etr a c ht u n g  b e z ü gli c h  d er   w eit er e n  bi o k at al yti s c h e n  V er  w e n d u n g  a u ß er 

A c ht  g el a s s e n    w er d e n.   D a s  b er eit s  b e k a n nt e    D E R A  -K o n str u kt   D E R A E  C -C 4 7  M    h e bt  si c h  

b e s o n d er s  d ur c h s ei n e  v oll st ä n di g e  St a bilit ät  g e g e n ü b er  d e  m  S u b str at  A c et al d e h y d  (22 ) h er v or  

u n d  i st  s o  mit  d a s  ei n zi g e    D E R A -K o n str u kt  d er  hi er  u nt er s u c ht e n    V ari a nt e n,  d a s  di e s e n 

V or z u g  bi et et .  Tr ot z  s ei n e s   A kti vit ät s v erl u st e s  v o n r u n d  4 0 %  s oll i  m    W eit er e n  di e s e   D E R A  -

V ari a nt e  ei n  vi el v er s pr e c h e n d er   K a n di d at   f ür  di e   A n  w e n d u n g i n  d er  or g a ni s c h e n  S y nt h e s e 

s ei n  u n d   w eit er v erf ol gt   w er d e n . N e b e n  di e s er,  kri st alli si ert si c h  ei n   w eit er e s   D E R A  -K o n str u kt 

al s  erf ol g s v er s pr e c h e n d  h er a u s.   Di e   D E R A -V ari a nt e  C 4 7 V z ei c h n et si c h  b e s o n d er s  d ur c h  i hr e 

E n z y  m a kti vit ät   a u s,   di e   n a h e z u   d er   d e s   D E R A  -Wil dt y p s   e nt s pri c ht.    Hi n si c htli c h  i hr er 

St a bilit ät   g e g e n ü b er    A c et al d e h y d  (22 )  li e gt   si e    mit   ei n er    H al b  w ert s z eit   v o n   3. 3 h   z  w ar 

u nt er h al b  d er  T ol er a n z  d er  D E R A E  C -C 4 7  M  .   A uf gr u n d i hr er  v er gl ei c h s  w ei s e  a u ß er or d e ntli c h 

h o h e n  E n z y  m a kti vit ät  k ö n nt e  di e s e   D E R A -V ari a nt e  d e n n o c h  l a n g e  g e n u g  st a bil  bl ei b e n,  u  m 

i n  k ür z er er   Z eit,  v er gli c h e n   mit  d er   D E R AE  C -C 4 7  M,   h ö h er e   U  m s ät z e  z u  er zi el e n . B e s o n d er s 

mit   Bli c k  a uf  ei n e  bi o k at al yti s c h e   A n  w e n d u n g i  m   B er ei c h  d er Fl o  w  C h e  mi e,   w el c h e   d ur c h 

i hr e n e x p eri  m e nt ell e n  A uf b a u  k ur z e  K o nt a kt z eit e n z  wi s c h e n  S u b str at  u n d  E n z y  m er  m ö gli c ht, 

w o d ur c h  d a s  E n z y  m  d e  m  s c h ä di g e n d e n   A c et al d e h y d   (22 )  m ö gli c h st  k ur z    a u s g e s et zt    wir d,  

er s c h ei nt  di e  V ari a nt e  d er   D E R A E  C -C 4 7 V  al s  ei n i nt er e s s a n  t er K a n di d at  al s  Bi o k at al y s at or.  

A u s     d e n     g e z ei gt e n      m ut a g e n eti s c h e n      U nt er s u c h u n g e n     r e s ulti er e n     s o  mit     z  w ei 

vi el v er s pr e c h e n d e    D E R A -K o n str u kt e ,  n ä  mli c h  di e    D E R AE  C -C 4 7  M  u n d    D E R A E  C -C 4 7 V,    z ur 

A n  w e n d u n g  d e s  P ot e n zi al s  d er   D E R A  al s  Bi o k at al y s at or i n  d er  ( bi o-)or g a ni s c h e n   C h e  mi e.  
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6. 1. 2    U N T E R S  U  C  H  U  N  G  EI  N E S  A L T E R  N A TI  V E  N IN A K TI  VI E R  U  N  G S   M E  C  H A  NI S   M  U S : 

E I  N F L  U S S T H R -1 8  

N a c h d e  m   b er eit s  i n  d e n  V or ar b eit e n v er  m ut et   w ur d e ,  d a s s  di e I n a kti vi er u n g  ü b er  di e  P o siti o n 

4 7  k ei n o n -off -T o ol  i st,  u n d  di e  hi er i n  K a pit el 6. 1. 1  erl ä ut ert e n  U nt er s u c h u n g e n  di e s e b e nf all s 

b e st äti g e n , m u s s  d a v o n  a u s g e g a n g e n   w er d e n,   d a s s  e s   w eit er e  M  e c h a ni s  m e n  gi bt,   w el c h e z ur 

I n a kti vi er u n g  d er   D E R A  d ur c h i hr  ei g e n e s  S u b str at f ü hr e n. U  m   A nt  w ort e n  a uf  di e  Fr a g e  z u 

fi n d e n,     w ar u  m   tr ot z     A  mi n o s ä ur e a u st a u s c h    d er    n u kl e o p hil e n    P o siti o n     Cy s -4 7    ei n e 

I n a kti vi er u n g  d e s  E n z y  m s i n d er   M e hr h eit  d er  u nt er s u c ht e n   D E R A -V ari a nt e n z u  b e o b a c ht e n 

i st,   w ur d en  Str u kt ur  m o d ell e  d e s  a kti v e n  Z e ntr u  m s  d er   D E R A  a u s E.  c oli  hi n z u g e z o g e n.  D a 

d er  p o st uli ert e I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m u s  v o n M ar k u s    Di c k  ei n e n  n u kl e o p hil e n   A n griff  d e s 

C y s  -4 7   v or a u s s et zt,    w ur d e  g e zi elt  n a c h    w eit er e n  n u kl e o p hil e n    A  mi n o s ä ur e n  i  m  a kti v e n 

Z e ntr u  m  n a h e  d e s  k at al yti s c h  a kti v e n  L y s  -1 6 7  g e s c h a ut,   w el c h e  ei n e n  a n al o g e n   A n griff  a uf 

d a s  a n  L y s -1 6 7  g e b u n d e n e   A d d u kt  v or n e h  m e n  k ö n nt e n  u n d  s o  di e   Bl o c ki er u n g  d e s  a kti v e n 

Z e ntr u  m s  h er b eif ü hr e n.  A b bil d u n g  1 4  z ei gt  d a s  a kti v e  Z e ntr u  m  d er   D E R A -M ut a nt e   D E R A E  C -

C 4 7  G,  b ei  w el c h e  r,   wi e  v o n Br a  m s ki  et  al.  b e s c hri e b e n, [ 1 1] d a s  n u kl e o p hil e  C y s - 4 7  d ur c h  ei n e 

st eri s c h    ni c ht    s e hr    a n s pr u c h s v oll e     A  mi n o s ä ur e      Gl y ci n    a u s g et a u s c ht      w or d e n    i st. 

H er v or g e h o b e n i st  e b e nf all s  d a s r ä u  mli c h  n a h e g el e g e n e   u n d  n u kl e o p hil e  T hr -1 8  (  w e n n  a u c h 

w e ni g er  st ar k  n u kl e o p hil   al s  d a s   C y st ei n)  .    D a  d ur c h  d a s    w e ni ger   R a u  m  b e a n s pr u c h e n d e 

Gl y ci n i n  P o siti o n  4 7   m e hr  Pl at z i  m  a kti v e n   Z e ntr u  m  z ur   V erf ü g u n g  st e ht,   w är e  d ur c h  d a s 

W e gf all e n  d e s  n u kl e o p hil e n   C y st ei n s  a n  P o siti o n  4 7  n u n  ei n  n u kl e o p hil er   A n griff    d ur c h  di e 

H y dr o x ylf u n kti o n  d e s  T hr e o ni n s  a uf  d a s  g e b u n d e n e    A d d u kt  d e n k b ar    u n d   w ür d e    s o  z ur 

I n a kti vi er u n g  d e s  E n z y  m s  f ü hr e n.  Di e s  k ö n nt e  ei n    m ö gli c h er  Er kl är u n g s v er s u c h  f ür  di e 

s u b str at a b h ä n gi g e I n a kti vi er u n g  d er   D E R A -V ari a nt e  D E R A E  C -C 4 7  G s o  wi e  d er  a n d er e n  u nt er 

6. 1. 1  u nt er s u c ht e n   M ut a nt e n s ei n.  

Z ur  Pr üf u n g  di e s er    H y p ot h e s e   s oll  d er   A n s at z  v erf ol gt    w er d e n,  er n e ut  d e n  n u kl e o p hil e n 

A n griff  d ur c h  Eli  mi ni er u n g  di e s er  A  mi n o s ä ur e  z u  v er hi n d er n.   D af ür   w ur d e   d a s  T hr -1 8 i n  ei n 

ni c ht   n u kl e o p hil e s,   a b er   r ä u  mli c h   ä h nli c h   st ar k   b e a n s pr u c h e n d e s    V ali n   a u s g et a u s c ht.  

A u s g e g a n g e n   w ur d e  v o n  d er   D E R A  -V ari a nt e   D E R A E  C -C 4 7  G  . D a  d er  F o k u s  a n  di e s er  St ell e 

l e di gli c h d ar a uf  li e g e n  s ollt e,  d e n  b e o b a c ht et e n   A kti vit ät s v erl u st  a uf gr u n d  d e s   A u st a u s c h e s 

i n  P o siti o n   C 4 7   m ö gli c h er  w ei s e  a uf gr u n d  ei n e s   w eit er e n  n u kl e o p hil e n   A n griff s  er kl är e n  z u 

w oll e n,   w ur d e  a uf  di e  Er st ell u n g  ei n er   D E R A E  C -T 1 8 V  v er zi c ht et.  
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A b bil d u n g A b bil d u n g   1 41 4 : : A kti v e s   Z e ntr u  m  d er A kti v e s   Z e ntr u  m  d er E.E.   c oli c oli D E R AD E R A  --M ut a nt e M ut a nt e    D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7  G. C 4 7  G. G e z ei gt  si n d  d as  a kti v e  L ys  -1 6 7, 
a n    w el c h es  k o v al e nt  ei n    M ol e k ül   Cr ot o n al d e h y d  ( gr ü n)  als  F ol g e  ei n er   Al d ol k o n d e ns ati o n  i  m  R a h  m e n  d es 
k at al ytis c h e n   Z y kl us  g e b u n d e n ist  s o  wi e  d as  n a h e  g el e g e n e  T hr -1 8  u n d  P ositi o n  4 7 ( or a n g e) . Di e   A b bil d u n g 
w ur d e  a n h a n d  d er  p d b  -D at ei 5 eI 1  mit C hi  m er a  erst ellt.   

Wi e  b er eit s    f ür di e i n  di e s er   Ar b eit  er st ellt e n   D E R A -M ut a nt e n  a u s   K a pit el    6. 1. 1 ,   w ur d e z ur 

Er st ell u n g     d er      D o p p el  m ut a nt e      D E R A E  C -C 4 7  G  -T 1 8 V    d a s     b er eit s     et a bli ert e 

Kl o ni er u n g s pr ot o k oll  ei n er R o u n d -t h e-H or n  P  C R  v erf ol gt . Di e   Ü b er pr üf u n g  d er  P  C R  erf ol gt e 

wi e d er u  m  ü b er  ei n  A g ar o s e g el ( v gl.    

A b bil d u n g   1 5 ).    N a c h  ei n e  m   R e stri kti o n s v er d a u   d ur c h    D p nI    w ur d e   d a s  er h alt e n e   P  C R -

Pr o d u kt    li gi ert     u n d     a n s c hli e ß e n d     a u s pl atti ert.     E s    f ol gt e n     d a s      A n s et z e n     v o n 

Ü b er n a c ht k ult ur e n   u n d   di e  I s ol ati o n   d e s   Pl a s  mi d s.    D ur c h   S e q u e n zi er u n g   k o n nt e   d er 

erf ol gr ei c h e  Ei n b a u  d er  g e  w ü n s c ht e n  P u n kt  m ut ati o n  b e st äti gt   w er d e n.  Wi e    di e  B a n d e n  v o n 

et  w a   2 8  k  D a   d e s   S  D S -G el  s   i n   A b bil d u n g    1 5   z ei g e n ,   k o n nt e   d a s   Pr otei n   pr o bl e  ml o s 

ü b er e x pri  mi ert   w er d e n .  

A n al o g   z u   d er    V or g e h e n s  w ei s e   d e s    K a pit el s    6. 1. 1 ,    w ur d e   di e   er st ellt e    D o p p el  m ut a nt e 

hi n si c htli c h    i hr er    E n z y  m a kti vit ät,    i hr er    R e si st e n z    g e g e n ü b er     A c et al d e h y d  (22 )    u n d 

Cr ot o n al d e h y d s o  wi e  d er  E n a nti o s el e kti vit ät  c h ar a kt eri si ert.   
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  1       2      3      4     M ar k er  [ b p] 

 
  

 
 
 
 
 
 
 

 

  

A b bil d u n g A b bil d u n g   1 51 5 : :  Li n k s:  0. 8Li n k s:  0. 8  %  - %  -i g e si g e s   A g ar o s e g el  z ur    Ü b er pr üf u n g  d er    A  m plifi k ati o n  d e s    D E R AA g ar o s e g el  z ur    Ü b er pr üf u n g  d er    A  m plifi k ati o n  d e s    D E R A  --K o n str u kt e s K o n str u kt e s 
D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7  GC 4 7  G  --T 1 8 VT 1 8 V     ( 1( 1--4)4) . . R e c hts:   S  D S -P A  G E   z ur    Ü b er pr üf u n g   d er   E x pr essi o n   d e s   erst ellt e n     D E R A -
K o nstr u kt e s D E R A E  C -C 4 7  G  -T 1 8 V  ( 1-2) .  St a n d ar d: R ot i®  M ar k  ( F er  m e nt as).  

Di e  b e sti  m  mt e  A kti vit ät  d er   D E R A  -V ari a nt e   D E R A E  C -C 4 7  G  -T 1 8 V  i st i n T a b ell e  8  d e  m   D E R A -

Wil dt y p e n  s o  wi e  d er  Ei nf a c h   -M ut a nt e   D E R A E  C -C 4 7  G  g e g e n ü b er g e st ellt.   Mit  ei n er  A kti vit ät 

v o n   0. 9  U/  m g    wir kt   si c h   d er    w eit er e    A  mi n o s ä ur e a u st a u s c h   e b e nf all s   n e g ati v   a uf   di e 

E n z y  m a kti vit ät  a u s.  V er gli c h e n   mit  d e  m  A u s g a n g s pr ot ei n   D E R A E  C -C 4 7  G   mit  ei n er  A kti vit ät 

v o n  4. 8  U/  m g i st  d ur c h  d  i e P u n kt  m ut ati o n  T 1 8 V  ei n   w eit er er  A kti vit ät s v erl u st  v o n r u n d  8 0  % 

z u  v er z ei c h n e n.  

A uff älli g k eit e n  z ei gt e  di e   U nt er s u c h u n g  d e s  E n a nti o  m er e n ü b er s c h u s s e s.   B e sti  m  mt    w ur d e 

di e s er  a n al o g  z ur  b e s c hri e b e n e n   V or g e h e n s  w ei s e  i n   K a pit el   6. 1. 1 . Di e  u nt er s u c ht e   D E R A  -

D o p p el  m ut a nt e   wi e s  ei n e n  d e utli c h e n   A bf all  d e s  E n a nti o  m er e n ü b er s c h u s s e s  a uf.    Mit  6 9   % 

fi el  di e s er   er n e ut  i  m    V er gl ei c h   z u   d e n   i  m   R a h  m e n   d er   St u di e n   d er   P o siti o n    Cy s -4 7  

u nt er s u c ht e n   D E R A -K o n str u kt e n . Di e s e s  Er g e b ni s  i st  a uf   Gr u n dl a g e  d er   Di s s ert ati o n  v o n 

C  ar oli n  Bi st erf el d  z u  er kl är e n . I  m   R a h  m e n  v o n  St u di e n  z ur  S el e kti vit ät s u  m k e hr  d er   D E R A 

k o n nt e   v o n C ar oli n  Bi st erf el d   ei n   d e utli c h e r  Ei nfl u s s   b e s a gt er   P o siti o n   T hr -1 8   a uf   di e 

E n a nti o s el e kti vit ät  a u s g e  m a c ht  w er d e n. [ 1 7 2] Di e  hi er  er zi elt e n    M e s s er g e b ni s s e  u nt er st üt z e n 

s o  mit  di e  v o n C ar oli n  Bi st erf el d  v er öff e ntli c ht e n   D at e n.  

 

 

 

 

[ k  D a]   M ar k er  1       2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

1 0 0 0  

6 0 0 0

3 0 0 0  
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2 9  
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T a b ell e T a b ell e  88 :   Di e  er  mitt elt e  s p e zifi s c h e  E n z y  m a kti vit ät  d er  er st ellt e n   D E R A:   Di e  er  mitt elt e  s p e zifi s c h e  E n z y  m a kti vit ät  d er  er st ellt e n   D E R A--D o p p el  m ut a nt e n  a u s D o p p el  m ut a nt e n  a u s E.E.   c olic oli . . A us 
V er gl ei c hs gr ü n d e n  si n d  s o  w o hl   di e    A kti vit ät e n   d e s  D E R A  -Wil dt y p   s  als  a u c h  d er   M ut a nt e    D E R A E  C -C 4 7  G   
g eli st et.  B ei  d e n  Pr o b e n  h a n d elt  es  si c h  u  m  ü b er  P  D -1 0  S ä ul e n  g er ei ni gt e n   Z F R E .   All e    M ess u n g e n   w ur d e n  als 
Tri pli k at  d ur c h g ef ü hrt.   

D E R AD E R A  --V ari a nt eV ari a nt e    s p e z.  A kti vit ät [  U/  m g]  s p e z.  A kti vit ät [  U/  m g]  

D E R A E  C -wt   2 0. 9  ±  0. 7  
D E R A E  C -C 4 7  G   4. 8  ±  0. 6  
D E R A E  C -C 4 7  G  -T 1 8 V  0. 9  ±  0. 1  

 

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   1 61 6 :   Z eitli c h er   V erl a uf  d er  r el ati v e n   A kti vit ät  n a c h   Al d e h y di n k u b ati o n  d er  er st ellt e n   D E R A:   Z eitli c h er   V erl a uf  d er  r el ati v e n   A kti vit ät  n a c h   Al d e h y di n k u b ati o n  d er  er st ellt e n   D E R A E  CE  C --
M ut a nt eM ut a nt e     D E R AD E R A  --C 4 7  GC 4 7  G  --T 1 8 VT 1 8 V . . D ar g est ellt si n d  di e   M ess er g e b niss e  n a c h I n k u b ati o n   mit  3 0 0   m M  A c et al d e h y d  (22 ) 
( Vi er e c k,  s c h  w ar z),  2 0 m  m    Cr ot o n al d e h y d  ( Kr eis,  r ot)   u n d   o h n e    Al d e h y d  (  Dr ei e c k,   bl a u)  f ür   di e    D E R A  -
D o p p el  m ut a nt e   C 4 7  G  -T 1 8 V  a us E.  c oli .   

D a     di e s e      D E R A  -D o p p el  m ut a nt e     i  m      Hi n bli c k     a uf      Kl är u n g     et  w ai g er      w eit er er 

I n a kti vi er u n g s  m e c h a ni s  m e n  d e s  E n z y  m s  er st ellt   w or d e n  i st,  si n d  di e  Er g e b ni s s e  b e z ü gli c h 

d er   St a bilit ät   g e g e n ü b er    A c et al d e h y d  (22 )   u n d     Cr ot o n al d e h y d   v o n   b e s o n d er s   gr o ß e  m 

I nt er e s s e.  Ei n e   gr a p hi s c h e    D ar st ell u n g   d e s   z eitli c h e n    V erl a uf s   d er   E n z y  m a kti vit ät   b ei 

Al d e h y di n k u b ati o n  i st  i n   A b bil d u n g   1 6  g e z ei gt . Wi e  a uf  d e n  er st e n   Bli c k  z u  er k e n n e n  i st, 

k o n nt e  d ur c h  d e n   A u st a u s c h  d e s  n u kl e o p hil e n  T hr e o ni n s  a n  P o siti o n  1 8  d ur c h  ei n  ni c ht 

n u kl e o p hil e s     V ali n    k ei n e    T ol er a n z    s o  w o hl    g e g e n     A c et al d e h y d  (22 )   al s    a u c h    g e g e n 

Cr ot o n al d e h y d   err ei c ht     w er d e n.    B e s o n d er s   a uff älli g   i st,   d a s s   di e   I n a kti vi er u n g   d er 

D o p p el  m ut a nt e   D E R A  -C 4 7  G  -T 1 8 V  d ur c h  3 0 0  m M A c et al d e h y d  (22 ) d e utli c h  s c h n ell er  ei ntritt 

al s  b ei  I n k u b ati o n   d ur c h   d a s  ei g e ntli c h  1 0 0 -f a c h  st är k er  i n a kti vi er e n d e    Cr ot o n al d e h y d. 
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B er eit s  n a c h   w e ni g er  al s  ei n er    Mi n ut e  h al bi ert  si c h  di e  E n z y  m a kti vit ät  d er   D E R A  -V ari a nt e 

n a c h   I n k u b ati o n   i n    A c et al d e h y d  (22 ),    w ä hr e n d   e s   b ei    Cr ot o n al d e h y d   er st   n a c h   r u n d 

1 6  Mi n ut e n  z u  ei n e  m  5 0   %  -i g e n   A kti vit ät s v erl u st  k o  m  mt. M e s sf e hl er,  b ei s pi el s  w ei s e  d ur c h 

ei n    V er  w e c h s el n   d er    Al d e h y dl ö s u n g e n    w ur d e n   d ur c h    m e hrf a c h e     Wi e d er h ol u n g   s o  wi e 

Ü b er pr üf u n g  d er  Al d e h y dl ö s u n g e n   mitt el s 1 H  -N  M R  a u s g e s c hl o s s e n.   Ei n e  Er kl är u n g f ür  di e s e 

B e o b a c ht u n g  k a n n  a n  di e s er  St ell e  ni c ht  g e g e b e n   w er d e n.  F e st z u h alt e n  bl ei bt,  d a s s  a u c h  di e 

Eli  mi ni er u n g  ei n er    w eit er e n  n u kl e o p hil e n  P o siti o n ,  n ä  mli c h  d er  P o siti o n  1 8,  i  m  a kti v e n 

Z e ntr u  m,  v o n    w el c h er  a u s  ei n    A n griff  a uf   d a s  a n    C  y s -4 7   g e b u n d e n e   R e a kti o n s a d d u kt 

d e n k b ar  g e  w e s e n   w är e,  ei n e I n a kti vi er u n g  d er   D E R A  ni c ht  v er hi n d er n  k o n nt e.  E s  bl ei bt  al s o 

w eit er hi n  fr a gli c h,    w el c h e    w eit er e n,    w eit er e n    M  e c h a ni s  m e n  z ur  I n a kti vi er u n g  d er    D E R A 

d ur c h i hr  ei g e n e s  S u b str at  A c et al d e h y d  (22 ) f ü hr e n.  
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6. 2  C H A R A K T E RI SI E R  U  N  G   N E  U E R  P S Y  C  H R  O P  HI L E R D E R A S  

D a s  v erf ol gt e  Zi el,  n ä  mli c h  ei n e  o pti  mi ert e   D E R A  -V ari a nt e  f ür  ei n e effi zi e nt e  bi o k at al yti s c h e 

A n  w e n d u n g  i n   d er   or g a ni s c h e n   S y nt h e s e    z u  fi n d e n ,  w ur d e   n e b e n   d e  m  i  m    K a pit el   6. 1  

b e s c hri e b e n e n    m ut a g e n eti s c h e n   A n s at z  i  m   F ol g e n d e n  ü b er  di e    U nt er s u c h u n g  v o n  bi s h er 

u n b e k a n nt e n   D E R A s  a u s  a n d er e n   Or g a ni s  m e n  a dr e s si ert . D a b ei l a g  d er  F o k u s  a uf  E n z y  m e n 

a u s  p s y c hr o p hil e n   Or g a ni s  m e n .  E n z y  m e  di e s er  k ält eli e b e n d e n   Or g a ni s  m e n  z ei c h n e n si c h i  m 

All g e  m ei n e n   d ur c h   ei n e   er h ö ht e   k at al yti s c h e    A kti vit ät  s o  wi e   er h ö ht e   Fl e xi bilit ät  i hr e s 

a kti v e n   Z e ntr u  m s  a u s. [ 1 2-1 4,  1 7 3]  E s  k ö n nt e  s o  mit  v o n  gr o ß e  m  I nt er e s s e  s ei n  d a s  S p e ktr u  m 

b e k a n nt er     D E R A s    u  m    w o  m ö gli c h    bi o k at al yti s c h    effi zi e nt er e    A c et al d e h y d -a b h ä n gi g e 

Al d ol a s e n  a u s  p s y c hr o p hil e n   Or g a ni s  m e n  z u  er  w eit er n.   

I  m  R a h  m e n  d er   B a c h el or ar b eit  v o n R e n é  S c h  mit z ,   w el c h e  al s  T eil  d er  v orli e g e n d e n   Ar b eit 

b etr e ut      w or d e n     i st,    w ur d e n    dr ei     p s y c hr o p hil e      D E R A s     a u s     d e n      B a kt eri e n 

E xi g u o b a ct eri u  m  si biri c u  m  ( E S), P s e u d o alt er o  m o n a s  h al o pl a n kti s  ( P  H)  u n d  P s y c hr o  m o n a s  

i n gr a h a  mii ( PI)  u nt er s u c ht .  Di e   er h alt e n e n   Er g e b ni s s e   u n d   Er k e n nt ni s s e   si n d   f ol g e n d 

z u s a  m  m e n g etr a g e n.   Di  e   b e s c hri e b e n e n  E x p eri  m e nt e  di e s e s   K a pit el s   w ur d e n   v or n e h  mli c h 

v o n R e n é  S c h  mit z  d ur c h g ef ü hrt.  

6. 2. 1    E X P R E S SI  O  N  U  N  D   P R  O T EI  N R EI  NI  G  U  N  G  

All e   dr ei   Pl a s  mi d e   d er   p s y c hr o p hil e n    D E R A s    D E R A E S ,    D E R AP  H   u n d    D E R A PI   w ur d e n 

k o  m  m er zi ell  er h alt e n.   Di e  e nt s pr e c h e n d e n  Pr ot ei n s e q u e n z e n si n d i n  K a pit el  1 0. 1  g e z ei gt.  Z ur 

Erl ei c ht er u n g  ei n er  s p ät er e n  Pr ot ei nr ei ni g u n g   w ur d e n  di e  Pl a s  mi d e   mit  ei n e  m  6 -f a c h e n N  -

t er  mi n al e n    Hi sti di n-T a g   v er s e h e n.   D a    i n  i n stit ut si nt er n e n    V or ar b eit e n   g e z ei gt    w er d e n 

k o n nt e,  d a s s  di e  P o siti o n  d e s   Hi sti di n -T a g s  Ei nfl u s s  a uf  di e  E n z y  m a kti vit ät  h at,   w o b ei   di e 

n e g ati v e n   A u s  wir k u n g e n  a uf  di e   A kti vit ät   b ei  d e n  e nt s pr e c h e n d e n  N  -t er  mi n al e n   Hi s-T a g -

K o n str u kt e n   d e utli c h  g eri n g er  si n d  al s  b ei   d e  m   e nt s pr e c h e n d e n   K o n str u kt    mit  ei n e  m  C  -

t er  mi n al e n    Hi s-T a g ,[ 1 6 9]  w ur d e    f ür   di e  dr ei   u nt er s u c ht e n   p s y c hr o p hil e n    D E R A s   ei n    N -

t er  mi n al er Hi s  -T a g  g e  w ä hlt.  

Z u n ä c h st   m u s st e n  di e  dr ei  p s y c hr o p hil e n   D E R A s  e x pri  mi ert   w er d e n.   D a z u   erf ol gt e  z u n ä c h st 

di e  Tr a n sf or  m ati o n  k o  m p et e nt er   Z ell e n  n a c h  d e  m  u nt er  9. 2. 7  b e s c hri e b e n e n  Pr ot o k oll.  Z ur 

E x pr e s si o n   w ur d e  a uf  ei n  b er eit s  et a bli ert e s  E x pr e s si o n s pr ot o k oll  f ür  p s y c hr o p hil e   D E R A s 

z ur ü c k g e griff e n.  B ei  di e s e  m   wir d  di e  T e  m p er at ur  n a c h  d er I n o k ul ati o n  a uf  1 8  °  C  h er a b g e s et zt 

( v gl.  9. 2. 8 ). A uf  di e s e    W ei s e  k o n nt e n  all e  dr ei  p s y c hr o p hil e n   D E R A s  erf ol gr ei c h  e x pri  mi ert 

w er d e n.  Ei n e  S  D S  -P A  G E i n  A b bil d u n g  1 7  b e st äti gt  d e n  Erf ol g.  
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A b bil d u n g A b bil d u n g   1 71 7 :  S  D S:  S  D S--P A  G E  z ur   Ü b er pr üf u n g  d er  E x pr e s si o n  d er  dr ei  p s y c hr o p hil e n   Al d ol a s e n   D E R AP A  G E  z ur   Ü b er pr üf u n g  d er  E x pr e s si o n  d er  dr ei  p s y c hr o p hil e n   Al d ol a s e n   D E R A E SE S   ( 1)( 1), , 
D E R AD E R A P HP H   ( 2) ( 2)  u n d   D E R Au n d   D E R A P I P I ( 3)( 3). . B a n d e n  b ei  d e n  j e  w eili g e n    M ol e k ul ar g e  wi c ht e n  v o n  2 3  k  D a  (  D E R A E S ),  2 6 k  D a 
(  D E R AP  H )     b z  w.     2 6 k  D a     (D E R A PI )     b est äti g e n     ei n e     erf ol gr ei c h e     Pr ot ei n e x pr essi o n.    St a n d ar d : 
R oti ®  M ar k  ( F er  m e nt as). Di e   M ol e k ul ar g e  wi c ht e   w ur d e   mitt els C hi  m er a  b er e c h n et.  

Mit   1 1. 0   ±  2. 0  g/ L   b z  w.   9. 2  ±  1. 7   g/ L   er zi elt e n   di e     D E R A P  H    u n d     D E R A E S    di e   b e st e n 

E x pr e s si o n sr at e n.    Mit  ei n er  E x pr e s si o n s a u s b e ut e  v o n  6. 3  ±  1. 5  g/ L  d er    D E R A PI   w  ur d e  di e 

g eri n g st e   E x pr e s si o n sr at e   er zi elt,   d e n n o c h    g e n ü gt e n    di e s e     M e n g e n   f ür   ei n e     w eit er e 

bi o c h e  mi s c h e   C h ar a kt eri si er u n g.  

U  m  s p e zifi s c h e  u n d  a u s s a g e kr äfti g e   D at e n  b e z ü gli c h  bi o c h e  mi s c h er  Ei g e n s c h aft e n  d er  dr ei 

p s y c hr o p hil e n   D E R A s   m a c h e n z u  k ö n n e n,   w ur d e n  di e  E n z y  m e  a n s c hli e ß e n d  g er ei ni gt.  D ur c h 

di e    g e zi elt e    Ei nf ü hr u n g    ei n e s     N -t er  mi n al e n     Hi s-T a g s    k o n nt e    ei n e    a ut o  m ati si ert e 

affi nit ät s c hr o  m at o gr a p hi s c h e  R ei ni g u n g    mitt el s  ei n e s Ä ct a -S y st e  m s  d ur c h g ef ü hrt   w er d e n. 

W eit er hi n  k o n nt e  a uf  ei n  b er eit s  et ali ert e s  R ei ni g u n g s pr ot o k oll  z ur ü c k g e griff e n   w er d e n. [ 1 6 9] 

Ei n z el h eit e n     k ö n n e n    i n      K a pit el 9. 3. 1     ei n g e s e h e n      w er d e n.    U  m      A u s s a g e n     z ur 

R ei ni g u n g s effi zi e n z  tr eff e n  z u  k ö n n e n   w ur d e n  Pr o b e n  j e d e s  ei n z el n e n  R ei ni g u n g s s c hritt e s 

e nt n o  m  m e n  u n d  a n s c hli e ß e n d  a n h a n d  ei n er  S  D S -P A  G E  ü b er pr üft.  Di e  R ei ni g u n g sfr a kti o n e n 

all er  dr ei  E n z y  m e   wi e s e n  ei n e  h o h e  R ei n h eit  a uf.   Di e  e nt s pr e c h e n d e n  R ei ni g u n g sfr a kti o n e n 

z ei gt e n  i  m  S  D S -G el  k ei n e    si g nifi k a nt e n  V er u nr ei ni g u n g e n   d ur c h  Fr e  m d pr ot ei n e.    St ar k e 

D E R A  -s p e zifi s c h e  Pr ot ei n b a n d e n i n  d er  Fr a kti o n  d e s   D ur c hfl u s s e s,  al s o  d er  di e  Pr ot ei nl ö s u n g 

a uf g ef a n g e n  n a c h  d e  m   B el a d e n  d er   Ni  N T A -R ei ni g u n g s s ä ul e,  d e ut e n  a uf  ei n e  ni c ht  i d e al e 

Bi n d u n g  d e s   N -t er  mi n al e n   Hi s-T a g s  a n  d a s  S ä ul e n  m at eri al  hi n.  I n  all e n  F äll e n  k o n nt e  a b er 

g e n ü g e n  g er ei ni gt e s  Pr ot ei n  er h alt e n   w er d e n,  u  m   mit  d er  bi o c h e  mi s c h e n   C h ar a kt eri si er u n g 

f ort z uf a hr e n. 

 

 

[ k  D a]    M ar k er              1                     2                     3  
2 1 2  
1 1 8  
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A b bil d u n g A b bil d u n g    1 81 8 :     S  D S:     S  D S--P A  G E     d er     Pr ot ei nr ei ni g u n g e n     d er     p s y c hr o p hil e n      D E R A s      mitt el s P A  G E     d er     Pr ot ei nr ei ni g u n g e n     d er     p s y c hr o p hil e n      D E R A s      mitt el s 
Affi nit ät s c hr o  m at o gr a p hi e.Affi nit ät s c hr o  m at o gr a p hi e.    Li n ks:   St a n d ar d   R oti ®  M ar k  ( F er  m e nt as).   S p alt e n   1:   R o h e xtr a kt;   S p alt e n   2: 
Z ellfr ei er    R o h e xtr a kt;   S p alt e n   3:     D ur c hfl uss    n a c h     B el a d e n   d er     Ni  N T A -S ä ul e;   S p alt e n   4 + 5:    Pr ot ei n -
El uti o nsfr a kti o n e n . . 

  

D E R A  a u s D E R A  a u s E xi g u o b a ct eri u  m si biri c u  mE xi g u o b a ct eri u  m si biri c u  m   
[ k  D a]    M ar k er       1            2            3           4           5  
 
 
2 1 2  
1 1 8  
 
4 3  
 
2 9  
 
2 0  
 
 

 

D E R A  a u s D E R A  a u s P s y c hr o  m o n a s i n gr a h a  mi niiP s y c hr o  m o n a s i n gr a h a  mi nii   D E R A  a u s D E R A  a u s P s e u d o alt er o  m o n a s P s e u d o alt er o  m o n a s 
h al o pl a n kti sh al o pl a n kti s   

[ k  D a]    M ar k er      1             2            3           4                       1             2            3          4             5  
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1 1 8  
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6. 2. 2    B E S TI   M   M  U  N  G   D E R E N Z Y   M A  K TI VI T Ä T   U  N  D   D E S E N A  N TI  O   M E R E  N  Ü B E R S  C  H  U S S E S  

N a c h  erf ol gr ei c h er   R ei ni g u n g  all er  dr ei  p s y c hr o p hil er   D E R A s   w ur d e n   A kti vit ät s  m e s s u n g e n 

d er  g er ei ni gt e n  Pr ot ei n e  n a c h  b e k a n nt e  m   A kti vit ät s a s s a y  d ur c h g ef ü hrt  ( v gl.   9. 3. 6 ).  D a b ei 

k o n nt e n  er h e bli c h e   U nt er s c hi e d e  d er  err e c h n et e n  s p e zifi s c h e n   A kti vit ät e n  d er  dr ei  E n z y  m e 

b e o b a c ht et   w er d e n.   Di e    W ert e si n d  v er gl ei c h e n d  mit  d e n  b er eit s  b e k a n nt e n  A kti vit ät s  w ert e n 

d er      D E R A s     a u s     d e n     p s y c hr o p hil e n      Or g a ni s  m e n C ol  w elli a   p s y c hr er yt hr a e a     u n d 

S h e  w a n ell a  h alif a x e n si s  i n T a b ell e  9  g eli st et. [ 1 7 0] 

T a b ell e T a b ell e   99 : :  BB er e c h n et e    W ert e  d er  s p e zifi s c h e n   A kti vit ät e n  d er  dr ei  u nt er s u c ht e n  p s y c hr o p hil e n    D E R A s er e c h n et e    W ert e  d er  s p e zifi s c h e n   A kti vit ät e n  d er  dr ei  u nt er s u c ht e n  p s y c hr o p hil e n    D E R A s 
v er gl ei c h e n d  z u  d e n  b e k a n nt e n   A kti vit ät s  w ert e n  d er   D E R A s  a u s v er gl ei c h e n d  z u  d e n  b e k a n nt e n   A kti vit ät s  w ert e n  d er   D E R A s  a u s C.C.    p s y c hr er yt hr a e ap s y c hr er yt hr a e a   u n d u n d S.   h alif a x e n si sS.   h alif a x e n si s   
s o  wi e  d er   m e s o p hil e n   D E R A  a u s s o  wi e  d er   m e s o p hil e n   D E R A  a u s E.E.   c olic oli ..[ 1 7 0][ 1 7 0] 

D E R AD E R A    Or g a ni s  m u sOr g a ni s  m u s    s p e z.  A kti vit ät [  U/  m g]  s p e z.  A kti vit ät [  U/  m g]  

D E R A  -wt   E.  si biri c u  m   5 3. 9  ±  7. 0  
D E R A  -wt   P.  h al o pl a n kti s  2 8. 3  ±  1. 8  
D E R A  -wt   P.  i n gr a h a  mii 1 2. 6  ±  0. 2  
D E R A  -wt   C.   p s y c hr er yt hr a e a     1 2. 0 ±  0. 7  
D E R A  -wt   S.  h alif a x e n si s  1 4. 0 ±  0. 4  
D E R A  -wt   E.  c oli   9. 0  

 

Di e   D E R A  a u s E.  si biri c u  m  i st   mit  ei n er s p e zifi s c h e n  A kti vit ät  v o n r u n d  5 4 U/  m g  di e  d e utli c h 

a kti v st e  u nt er s u c ht e  Al d ol a s e  u n d  d a  mit  d o p p elt  s o  a kti v,   wi e  di e   D E R A  a u s P.  h al o pl a n kti s 

mit r u n d  2 8   U/  m g   u n d  et  w a  6 -m al   s o  a kti v   wi e  di e   m e s o p hil e   D E R A .   Mit r u n d  1 2 U/  m g   w ei st 

di e     D E R A   a u s P.  i n gr a h a  mii   ei n e n   ä h nli c h e n     W ert   a uf,     wi e   di e   b er eit s   b e k a n nt e n 

p s y c hr o p hil e n   D E R A s  a u s C.   p s y c hr e r yt hr a e a u n d S.  h alif a x e n si s.  E s  bl ei bt  al s o f e st z u h alt e n, 

d a s s  all e  dr ei  u nt er s u c ht e n  p s y c hr o p hil e n  Al d ol a s e n  h ö h er e  E n z y  m a kti vit ät e n  a uf  w ei s e n  al s  

d er     m e s o p hil e    G e g e n s pi el er   u n d   s o  mit   di e   all g e  m ei n   b e k a n nt e n    B e o b a c ht u n g e n   d er 

A kti vit ät s ü b erl e g e n h eit   v o n   p s y c hr o p hil e n   E n z y  m e n    a n   di e s er   St ell e   b e st äti gt    w er d e n 

k ö n n e n.  

D a  d a s   ü b er g e or d n et e   Zi el  di e s er   Ar b eit  di e   V er  w e n d u n g  d er    D E R A  i n  d er  or g a ni s c h e n 

S y nt h e s e i st, i st  d er  F a kt or  d er  E n a nti o s el e kti vit ät  –  i  m  All g e  m ei n e n ei n er  d er  gr o ß e n  V ort eil e 

v o n  E n z y  m e n  –  v o n  gr o ß e  m I nt er e s s e.  Wi e  b er eit s  b ei  d er    U nt er s u c h u n g   E n a nti o s el e kti vit ät 

d er    er st ellt e n     D E R A -M ut a nt e n   i n     K a pit el    6. 1. 1 ,     wu r de    a u c h    hi er    a uf    d a s    v o n 

C  ar oli n  Bi st erf el d  et a bli ert e  Pr ot o k oll  z ur ü c k g e griff e n  ( v gl. 9. 3. 7 ). Di e  er h alt e n e n    W ert e  d e s 

E n a nti o  m er e n ü b er s c h u s s e s   si n d   i n    T a b ell e    1 0   d ar g e st ellt.    A uff älli g   i st,   d a s s   di e   dr ei 

u nt er s u c ht e n    p s y c hr o p hil e n      D E R A s    d e utli c h    s c hl e c ht er e    E n a nti o  m er e n ü b er s c h ü s s e 

a uf  w ei s e n  al s  di e  i n  di e s e  m   Ar b eit s kr ei s  b er eit s  b e k a n nt en  p s y c hr o p hil e n  D E R A s   D E R A C P  

u n d   D E R A S  H . Mit    W ert e n  v o n  7 5   % f ür  di e   D E R A E S ,  7 4 % f ür  di e   D E R A P  H  u n d  6 8  % f ür  di e 
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D E R A PI  si n d  di e  hi er  n e u  b e s c hri e b e n e n   Al d ol a s e n  d e utli c h  u n s el e kti v er  al s  di e   m e s o p hil e 

D E R A  a u s E.  c oli .  

T a b ell e T a b ell e   1 01 0 : :  E n a nti o  m er e n ü b erE n a nti o  m er e n ü b er s c hs c h ü s s e   d er   p s y c hr o p hil e n    D E R A s  a u s ü s s e   d er   p s y c hr o p hil e n    D E R A s  a u s E.E.   si biri c u  msi biri c u  m , , P.P.   h al o pl a n kti sh al o pl a n kti s    u n d u n d 
P.P.   i n gr a h a  miii n gr a h a  mii. . D ur c hf ü hr u n g  u n d    M ess u n g  g e  m ä ß  d es  et a bli ert e n   Ass a ys  i n   Dr eif a c h b esti  m  m u n g ..[ 1 7 4][ 1 7 4]  A us  
V er gl ei c hs gr ü n d e n si n d  di e i  m  Ar b eits kr eis  b e k a n nt e n    W ert e  d er  ps y c hr o p hil e n   D E R As  a us C.   ps y c hr er yt hr a e a  
u n d S.  h alif a x e nsis  s o  wi e  d er   m es o p hil e n   D E R A  a us E.  c oli .  

D E R AD E R A    Or g a ni s  m u sOr g a ni s  m u s       E n a nti o  m er e n ü b er s c h u s s E n a nti o  m er e n ü b er s c h u s s e ee e  [%  ]  [%  ] 

D E R A  -wt   E.  si biri c u  m   7 5. 0  ±  2. 6  
D E R A  -wt   P.  h al o pl a n kti s     7 4. 0  ±  1. 0  
D E R A  -wt   P.  i n gr a h a  mii    6 8. 0  ±  1. 1  
D E R A  -wt   C.   p s y c hr er yt hr a e a     9 5 [ 1 7 1] 
D E R A  -wt   S.  h alif a x e n si s     9 7 [ 1 7 1] 
D E R A  -wt   E.  c oli   8 5 [ 1 7 1] 

 

Di e s e   i  m  V er gl ei c h  z u  d e n  b e k a n nt e n  p s y c hr o p hil e n   D E R A s er st a u nli c h  ni e dri g e n    W ert e  d er 

E n a nti o  m er e n ü b er s c h ü s s e  k ö n n e n  a n  di e s er  St ell e  o h n e   w eit er e I n v e sti g ati o n e n  ni c ht  er kl ärt 

w er d e n.     M e s sf e hl er     w ur d e n    d ur c h     m e hr  m ali g e s      Wi e d er h ol e n    d er     M e s s u n g e n    u n d 

Ü b er pr üf u n g  all er  ei n g e s et zt e n   C h e  mi k ali e n  u n d  L ö s u n g e n  a u s g e s c hl o s s e n.   

Al s  ei n e s  d er    H a u pt ar g u  m e nt e  f ür  d e n  Ei n s at z  v o n   Bi o k at al y s at or e n  i n  d er  or g a ni s c h e n 

S y nt h e s e,   er  w ei st   si c h  di e  E n a nti o s el e kti vit ät  i n  all e n  dr ei  F äll e n  d er  hi er  u nt er s u c ht e n 

p s y c hr o p hil e n    D E R A s  al s   Fl a s c h e n h al s  i hr er    w eit er e n    N ut z u n g  i n  ei n e  m  s y nt h eti s c h e n 

Z u s a  m  m e n h a n g.   D a   Si n n   u n d    Z  w e c k   d er    V er  w e n d u n g   d er    D E R A  i n   d er   S y nt h e s e   di e 

e n a nti o  m er e nr ei n e   H er st ell u n g  v o n  Al d ol -( Z  wi s c h e n-) Pr o d u kt e n i st, w ur d e  a n  di e s e  m  P u n kt 

e nt s c hi e d e n,  d a s s  di e  dr ei   D E R A s  a u s E.  si biri c u  m , P.  h al o pl a n kti s , P.  i n gr a h a  mii tr ot z i hr er 

z u  m  T eil  h er a u sr a g e n d e n  E n z y  m a kti vit ät e n  f ür  di e v orli e g e n d e  Ar b eit  ni c ht  zi elf ü hr e n d si n d 

u n d   w eit er e   U nt er s u c h u n g e n  z ur   C h ar a kt eri si er u n g  d er  E n z y  m e  z u m   d er z eiti g e n  Z eit p u n kt 

ni c ht  v or g e n o  m  m e n  w er d e n  . 
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77  EE I  G E  N E I  G E  N E EE R  G E  B  NI S S E R  G E  B  NI S S E ––   D E R  AD E R  A   A L S A L S BB I  O  K  A T  A L Y S  A T  O R I  N   D E R I  O  K  A T  A L Y S  A T  O R I  N   D E R 

FF L  O   WL  O   W  C C H E   MI EH E   MI E      

D as f ol g e n d e  K a pit el   7  b ef a s st si c h   mit  d e  m  Pr oj e kt  d er  k o n kr et e n  A n  w e n d u n g  d er  D E R A i n 

d er   or g a ni s c h e n   S y nt h e s e .    Zi el   di e s e s   Pr oj e kt e s    w ar  e s,  ei n   g e ei g n et e s   u n d  effi zi e nt e s 

R e a kti o n s -S et -U p  z u   e nt  wi c k el n.  D a s  s y nt h eti s c h e  P ot e n zi al  d er  b ei d e n  vi el v er s pr e c h e n d e n 

D E R A  -V ari a nt e n    a u s   d e n   b e s c hri e b e n e n     U nt er s u c h u n g e n   a u s    K a pit el  6 ,   n ä  mli c h   di e 

m e s o p hil e n   D E R A  -M ut a nt e n    D E R A E  C -C 4 7  M  u n d   D E R A E  C -C 4 7 V  , w ur d e   u nt er s u c ht . Al s   C –

C  -b i n d u n g s k n ü pf e n d e s   E n z y  m     wir d   di e     D E R A   b er eit s   i n   i nd u stri e ll e  m     M a ß st a b   z ur 

Pr o d u kti o n   v o n   St ati n -S eit e n k ett e n   v er  w e n d et. [ 3]   Di e   z u gr u n d eli e g e n d e   R e a kti o n   d er 

s e q u e n zi ell e n  Al d ol a d diti o n z u  m  A uf b a u  z  w ei  n e u er st er e o g e n er  Z e ntr e n  i st lit er at ur b e k a n nt 

u n d   w ar ,   wi e  b er eit s i n K a p it el 5. 2  di s k uti ert,  G e g e n st a n d i nt e n si v er  F or s c h u n g.   

 

S c h e  m a S c h e  m a    3 63 6 : :   Gr u n dl e g e n d e s     R e a kti o n s s c h e  m a    d er      D E R AGr u n dl e g e n d e s     R e a kti o n s s c h e  m a    d er      D E R A  --k at al y si ert e n     R e a kti o nk at al y si ert e n     R e a kti o n .      O h n e    g e zi elt e 
R e a kti o nsf ü hr u n g   ist   d as   d o p p elt e    Al d ol pr o d u kt  11 ,   v or  wi e g e n d   v orli e g e n d   i n   z y klisi ert er   F or  m 33 ,   d as 
H a u pt pr o d u kt  d er    Al d ol a d diti o n.    D as  ei nf a c h e  (i nst a bil e)    Al d ol pr o d u kt   44   n ei gt  z ur  Eli  mi ni er u n gsr e a kti o n, 
w o b ei  es  z ur  Bil d u n g  d es  e nts pr e c h e n d e n  u n g es ätti gt e n  Al d e h y d es   5 05 0  k o  m  mt.   

D e s h al b   l a g d er  F o k u s  di e s e s  Pr oj e kt e s  v or  all e  m  a uf  d er  s el e kti v e n  S y nt h e s e  d e s  ei nf a c h e n 

Al d ol -Pr o d u kt e s  44   („  M o n o al d olp r o d u kt“).   B e k a n nt er  m a ß e n  er s c h  w ert  di e  I n st a bilit ät  u n d 

i n sb e s o n d er e  di e  h o h e  R e a kti vit ät  s ol c h er  3 -H y dr o x y al d e h y d e  di e  S y nt h e s e  u n d I s ol ati o n. [ 1 7 5] 

D a s  K o n z e pt  d er Fl o  w  C h e  mi e   s oll t e d ur c h  di e   M ö gli c h k eit  ei n er  pr ä zi s e n  R e a kti o n s k o ntr oll e 

di e s e  m  Pr o bl e  m  e nt g e g e ntr et e n  u n d  ei n e  g e zi elt e I s ol ati o n  d e s  ei nf a c h e n   Al d ol pr o d u kt e s  44 , 

er  m ö gli c h e n.   Z u d e  m  s oll  s o  di e   Bil d u n g    m ö gli c h er    N e b e n pr o d u kt e  v er  m i ed e n  w er d e n   ( s. 

S c h e  m a   3 7 ).  S o   w ur d e    d a s   M o n o al d ol pr o d u kt   44 ,   ur s pr ü n gli c h  I nt er  m e di at  d er    D E R A -

k at al y si ert e n  Al d olr e a kti o n,  g e zi elt  al s   H a u pt pr o d u kt  a dr e s si ert.   
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S c h e  m a S c h e  m a   3 73 7 :  S c h e  m a  d er  g e zi elt e n  S y nt h e s e  d e s    M o n o al d ol pr o d u kt e s:  S c h e  m a  d er  g e zi elt e n  S y nt h e s e  d e s    M o n o al d ol pr o d u kt e s 4   4   al s  g e  w ü n s c ht e s    H a u pt pr o d u kt al s  g e  w ü n s c ht e s    H a u pt pr o d u kt 
u nt er    V er  w e n d u n g  ei n e s    D ur c hfl u s s y st e  m s  (u nt er    V er  w e n d u n g  ei n e s    D ur c hfl u s s y st e  m s  ( Fl o  wFl o  w )  u n d  ei n er  i  m  m o bili si ert e n    D E R A  ( F e st b ettr e a kt or). )  u n d  ei n er  i  m  m o bili si ert e n    D E R A  ( F e st b ettr e a kt or). 
M ö gli c h e     N e b e n pr o d u kt e   si n d    d as    Eli  mi ni er u n gs   -   b z  w.     Al d ol k o n d e ns ati o ns pr o d u kt  1 11 1 ,    d as    d o p p elt e 
Al d ol pr o d u kt  11  (i n  z y klisi ert er 33  u n d  off e n k etti g er  11  F or  m).   

Al s  i nt er e s s a nt e s  Str u kt ur  m oti v   u n d   B a u st ei n  di v er s er   N at ur st off e ,   wi e  b ei s pi el s  w ei s e f ür 

Ar o  m a st off e [ 6],  R h a  m n oli pi d e [ 5],  1, 3-Di ol e [ 7-9,  4 0,  1 7 6]   o d er  1, 3 -A  mi n o al k o h ol e [ 4 1-4 3,  1 7 7]   ( v gl. 

S c h e  m a    3 8 ),    w ur d e      d a s      M o n o al d ol pr o d u kt  44     n a c h    Et a bli er u n g    ei n er    g e ei g n et e n 

S y nt h e s e m et h o di k  i n   F ol g er e a kti o n e n   a b g ef a n g e n  .  Di e    w eit er e    U  m s et z u n g    w ur d e    i  m 

k o nti n ui erli c h e n  u n d  i  m s e  mi -k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s  d ur c h g ef ü hrt . 

 

S c h e  m a S c h e  m a  3 83 8 : : D E R AD E R A  --k at al y si ert er  3k at al y si ert er  3 --H y dr o x y al d e h y dH y dr o x y al d e h y d   4   4  al s i nt er e s s a nt e s  Str u kt ur  m oti val s i nt er e s s a nt e s  Str u kt ur  m oti v  f ür   Ar o  m a st off e  a uf f ür   Ar o  m a st off e  a uf 
B a si s   v o n   u n g e s ätti gt e n    Al d e h y d e n,    R h a  m n oli pi d e n,   u n d   ei n er    Vi el z a hl   v o n   ( bi ol o gi s c h   a kti v e n) B a si s   v o n   u n g e s ätti gt e n    Al d e h y d e n,    R h a  m n oli pi d e n,   u n d   ei n er    Vi el z a hl   v o n   ( bi ol o gi s c h   a kti v e n) 
N at ur st off e n.N at ur st off e n.  I n  L et zt er e n fi n d et si c h  d as   M oti v  d es  3-H y dr o x al d e h y d es   b eis pi els  w eis e  i n  F or  m  ei n es  1, 3-Di ols 
o d er  1, 3 -A  mi n o al k o h ols   wi e d er.  

7. 1  IM   M  O BI LI SI E R  U  N  G   D E R D E R A   

U  m    di e  o pti  mi ert e    D E R A   i n  ei n e m    k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s a uf b a u   n ut z e n  z u  k ö n n e n , 

w ur d e   di e s e i n  ei n e  m  er st e n  S c hritt  i  m  m o bili si ert. 

Wi e i n  K a pit el    5. 3. 2  a u s g ef ü hrt , i st  di e I  m  m o bili si er u n g  v o n  E n z y  m e n ei n e  g ä n gi g e   M et h o d e 

Bi o k at al y s at or e n  a uf ei n er  F e st p h a s e  a n z u bri n g e n ,  u  m di e s e  a n s c hli e ß e n d  m ö gli c h st effi zi e nt   

z. B.  i n   D ur c hfl u s s s y nt h e s e n z u  v er  w e n d e n.   
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U  m     ei n e     g e ei g n et e     I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e     z u    fi n d e n,      w ur d e n    z  w ei  

I  m  m o bili si er u n g s k o n z e pt e f ür  di e   D E R A g et e st et : 

1.  ei n e I  m  m o bili si er u n g  ü b er  a d s or pti v e    W e c h s el  wir k u n g e n (  M et all -C h el at  -K o  m pl e xi er u n g)  

2 . di e  k o v al e nt e  A n bri n g u n g  d er   D E R A  a n  ei n e  F e st p h a s e  (u nt er  V er  w e n d u n g  d e s   H al o T a g ® -

S y st e  m s ) 

P ar a  m et er    b ei   d er    B e  w ert u n g   d er   I  m  m o bili s i er u n g  w ar e n   b e s o n d er s   di e    v er bli e b e n e 

E n z y  m a kti vit ät    d e s    I  m  m o bili s ate s ,   d er   A uf  w a n d   d e s    H er st ell u n g s pr o z e s s  e s    u n d   di e 

Pr a kti k a bilit ät.  

Di e   St u di e n    u n d   Er g e b ni s s e   z u   d e n   I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e n   w er d e n    n a c h st e h e n d 

di s k uti ert.  Al s   M o d ell e n z y  m  di e nt e  z u n ä c h st  di e  o pti  mi ert e   D E R A  -V ari a nt e   D E R A E  C -C 4 7  M.   

7. 1. 1  A  D S  O R P TI V E IM   M  O BI LI SI E R  U  N  G    Ü B E R  EI  N E  N P O L Y  HI S TI  DI  N -T A  G  

Z u  d e n  ei nf a c h st e n    V erf a hr e n   d er   E n z y  mi m  m o bili si er u n g  z ä hlt  di e    A d s or pti o n  ,    w e s h al b 

v orli e g e n d    di e s e      M et h o d e    z u er st    g et e st et      w or d e n    i st .   Z u d e  m    l a g e n    z u    di e s er 

I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e   d er    D E R A  i n stit ut si nt er n   b er eit s  i niti al e    V or v er s u c h e  v or. [ 1 7 1] 

A u s s c hl a g g e b e n d   f ür  ei n e  effi zi e nt e I  m  m o bili si er u n g  ü b er  a d s or pti v e    W e c h s el  wir k u n g e n i st 

ei n e  a u sr ei c h e n d  h o h e  Affi nit ät  d er  Tr ä g er s u b st a n z  u n d  d e s  S u b str at e s z u ei n a n d er.  U  m  di e s e 

f ür  di e   D E R A z u  g e  w ä hrl ei st e n,  w ur d e  ei n  6  -f a c h er  P ol y hi sti di n-T a g  (  C-t er  mi n al) v er  w e n d et 

u n d    mit  ei n er    Ni c k el -N T A  S ä ul e  k o  m bi ni ert,    w el c h e  g e  w ö h nli c h  f ür  di e   Pr ot ei n r ei ni g u n g 

v er  w e n d et   w ir d. Hi er   m a c ht   m a n  si c h  di e   Affi nit ät  d er  Hi sti di nr e st e  d e s  Pr ot ei n  -T a g s  u n d  

d er  z  w ei  w erti g e n   Ni c k eli o n e n  z ur   C h el at -K o  m pl e xi er u n g  z u   N ut z e  ( v gl. A b bil d u n g   1 9 ). Al s 

Tr ä g er  m at eri al f ür  d e n   Ni c k el -N T A  -K o  m pl e x  di e nt e  v orli e g e n d  A g ar o s e.  
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A b bil d u n g A b bil d u n g   1 91 9 : : S c h e  m ati s c h e  Str u kt ur  d e s   C h el at k o  m pl e x e s  z  wi s c h e n S c h e  m ati s c h e  Str u kt ur  d e s   C h el at k o  m pl e x e s  z  wi s c h e n  ei n e  m  6ei n e  m  6 --f a c h e nf a c h e n H H  i sti di ni sti di n--T a g  ei n e s T a g  ei n e s 
Pr ot ei n s  u n d Pr ot ei n s  u n d   d e  m  z  w ei  w erti g e n   N T Ad e  m  z  w ei  w erti g e n   N T A --Ni c k elNi c k el  --I o n. I o n. D er    N T A  -Ni c k el  -K o  m pl e x  ist  ü b er  ei n e n  Li n k er  a n  ei n e 
F est p h as e  a us  A g ar os e  g e b u n d e n.   

Z ur    a d s or pti v e n    I  m  m o bili si er u n g     w ur d e n   1  g    Z ell e n   d er    o pti  mi ert e n     D E R A -V ari a nt e 

D E R A E  C -C 4 7  M    a uf g e s c hl o s s e n   u n d   d er   z ellfr ei e   R o h e xtr a kt   ( Z F R E)   a n s c hli e ß e n d   f ür 

3 0  Mi n ut e n    zi r k uli er e n d mit  ei n er  Fl u s s g e s c h  wi n di g k eit  v o n  2  .4    m L/ m  i n ü b er  di e    Ni c k el -

N T A  -S ä ul e  g e p u  m pt.  Z ur   B e sti  m  m u n g  d er t h e or eti s c h e n  E n z y  m a kti vit ät,  di e  si c h  n a c h  d er 

I  m  m o bili si er u n g    a uf    d er    S ä ul e    b ef a n d e n,     w ur d e    di e    E n z y  m a kti vit ät    d e s    g el ö st e n 

R o h e xtr a kt e s  v or  d er  I  m  m o bili si er u n g,  s o  wi e  v o n  d er  E n z y  ml ö s u n g,  n a c h d e  m  di e s e  di e 

Ni c k el  -N T A  -S ä ul e     mit   Tr ä g er  m at eri al   d ur c hl a uf e n   h at,    p h ot o  m etri s c h   b e sti  m  mt .     Di e 

Diff er e n z  d er  b ei d e n   A kti vit ät e n  bil d et  di e t h e or eti s c h e  E n z y  m a kti vit ät  d er i  m  m o bili si ert e n 

D E R A   u n d   s o  mit   di e   E n z y  m a kti vit ät,   di e   t h e or eti s c h   f ür   di e    D ur c hfl u s s s y nt h e s e   z ur 

V erf ü g u n g st e ht.  Mit ei n er  E n  z y  m a kti vit ät  d e s  Z F R E v o n  9. 0  ±  0. 5  U  u n d ei n er  E n z y  m a kti vit ät 

v o n   4. 8  ±   0. 2  U   d e s     D ur c hfl u s s e s,   er gi bt   si c h   s o  mit   ei n e   t h e or eti s c h   i  m  m o bili si ert e 

E n z y  m a kti vit ät  v o n r u n d  4. 2  U.   
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S c h e  m a S c h e  m a   3 93 9 :  S c h e  m a  d er  T e str e a kti o n  v o n    H e x a n al:  S c h e  m a  d er  T e str e a kti o n  v o n    H e x a n al  ( 5)  u n d   A c et al d e h y d( 5)  u n d   A c et al d e h y d  ( 2)  z ur  g e zi elt e n  S y nt h e s e  d e s ( 2)  z ur  g e zi elt e n  S y nt h e s e  d e s 
M o n o al d ol pr o d u kt e sM o n o al d ol pr o d u kt e s     6   mit 6   mit  d er d er  a d s or pti v i  m  m o bili si ert e n   D E R Aa d s or pti v i  m  m o bili si ert e n   D E R A E  CE  C --C 4 7  MC 4 7  M  . . 

U  m  di e  Eff e kti vit ät  d e s  S y st e  m s  z u  t e st e n,   w ur d e  ei n e   ei nf a c h e  e n z y  m ati s c h e  T e st re a kti o n 

( v gl.   S c h e  m a    3 9 )   d ur c h g ef ü hrt .   D a b ei     w ur d e n   di e   R e a kti o n s p ar a  m et er,     w el c h e   v o n 

C  ar oli n  Bi st erf el d  i n  i niti al e n   V er s u c h e n f ür  d e n   D E R A    Wil dt y p  o pti  mi ert   w or d e n   w ar e n, 

ü b er n o  m  m e n.   H e x a n al   (55 )  di e nt e   al s    M o d ell s u b str at.   Ei n  S u b str at g e  mi s c h  b e st e h e n d  a u s 

A c et al d e h y d  (22 ) u n d   H e x a n al  (55 ) i n  T E A  P uff er (0 .1  M,  p  H  7  ) w ur d e i n ei n e  m   Z  w ei h al s -K ol b e n 

v or g el e gt  u n d  di e  E n z y  m -A g ar o s e -S ä ul e  a n  ei n e  m   K ol b e n h al s  b ef e sti gt . D ur c h  d e n  z  w eit e n 

K ol b e n h al s   w ur d e  d er  S c hl a u c h  d er  P eri st alti k p u  m p  e  g ef ü hrt.   D a b ei   w ur d e  b e s o n d er s  d ar a uf 

g e a c ht et,  d a s s  d i e R e a kti o n s a p p ar at ur  m ö gli c h st  di c ht   w ar ( A b di c ht u n g   mit  P ar afil  m)  , u  m 

ei n  et  w ai g e s   V erfl ü c hti g e n  d er  S u b str at e  z u  v er  m ei d e n.  U nt er  st ar k e  m  R ü hr e n   w ur d e    mit 

Hilf e  ei n er   P eri s  t alti k p u  m p e  d a s   R e a kti o n s g e  mi s c h  b ei  ei n er  Fl u s s g e s c h  wi n di g k eit  v o n  4 .3 

m L/  m  i n  a u s   d e  m    K ol b e n   ü b er   di e    D E R A -S ä ul e   g e p u  m pt.   Ü b er   ei n e n    Z eitr a u  m   v o n 

9 0  Mi n ut e n   w ur d e n i  n  1 0 -mi n üti g e n I nt er v all e  n  Pr o b e n  d er  R e a kti o n sl ö s u n g  g e n o  m  m e n  u n d 

s o  di e  Pr o d u kt v ert eil u n g i n  A b h ä n gi g k eit  d er  Z eit  v erf ol gt.   N a c h  E xtr a kti o n  u n d  Tr o c k n u n g 

d er  Pr o b e n   w ur d e n  di e s e  g a s c hr o  m at o gr a p hi s c h  a n al y si ert . Di e  Fl ä c h e n  d er  e nt s pr e c h e n d e n 

Pr o d u kt p e a k s  i  m    G  C -C hr o  m at o gr a  m  m    w ur d e n   a uf   ei n e n  i nt er n e n   St a n d ar d   b e z o g e n. 

A b bil d u n g  2 0  v er a n s c h a uli c ht  di e  R e a kti o n s k o ntr oll e  z ur  A n al y s e  d er  Pr o d u kt v ert eil u n g . Di e 

A u s  w ert u n g  d er  er h alt e n e n   D at e n  z ei gt,  d  a s s  gr u n d s ät zli c h  S u b str at  z u  Pr o d u kt  u  m g e s et zt 

w or d e n  i st,    e nt s pr e c h e n d  i st   E n z y  m a kti vit ät   v or h a n d e n  i st.    B er eit s   n a c h   d e n   er st e n 

1 0  Mi n ut e n  i st  ei n    A bf all    d er    K o n z e ntr ati o n   d e s   S u b str at s    H e x a n al  (55 )  z u  v er z ei c h n e n, 

w ä hr e n d   di e    M e n g e   a n   Pr o d u kt( e n)   z u ni  m  mt.    Z u d e  m   k a n n  f e st g e st ellt    w er d e n,   d a s s 

i n n er h al b  d er  er st e n  3 0 Mi n ut e n  d a s  g e  w ü n s c ht e   M o n o al d ol pr o d u kt    66  d a s   H a u pt pr o d u kt i st. 

All er di n g s  si n d    w eit er hi n  d e utli c h e    M e n g e n  a n    H e x a n al  (55 )  v or h a n d e n,    w el c h e  f ür  ei n e n 

s c hl e c ht e n    U  m s at z  s pr e c h e n.   Di e    M e n g e   d e s    Al d ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt e s    O ct e n al   (1 11 1 ) 

bl ei bt   ü b er   di e   g e s a  mt e   R e a kti o n s d a u er   g eri n g.    A b   et  w a   3 5  Mi n ut e n    w e c h s elt   d a s 

Pr o d u kt v er h ält ni s:    W ä hr e n d  di e    M e n g e  a n    M o n o al d ol pr o d u kt  66  f ällt,  k o  m  mt  e s  z u  ei n e  m 

A n sti e g   d er     M e n g e   a n   d o p p elt e  m    Al d ol pr o d u kt   5 15 1 .  Di e s er   b e o b a c ht et e     U  m s at z   d e s 

M o n o al d ol pr o d u kt e s   66  z u  m  d o p p elt e n  Al d ol pr o d u kt  5 15 1  i st  all er di n g s   mit  d e  m i n  di e s e  m  F all 

g e s c hl o s s e n e n  z y kli si er e n d e n   R e a kti o n s -S et -U p s  z u  er kl är e n  .    D e n n  d a s   Pr o d u kt g e  mi s c h 
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w ur d e  n a c h  er st  m ali g e  m   D ur c hl a uf e n  d er  E n z y  m  -S ä ul e  ni c ht  a b g ef ü hrt, s o n d er n  wi e d er h olt 

ü b er  di e i  m  m o bili si ert e   D E R A  g e p u  m pt,  u  m  s o  ei n e  a u sr ei c h e n d e  Pr o d u kt a nr ei c h er u n g  z u 

er zi el e n.   D e n    D  at e n  f ol g e n d,    w ä r e   ei n    A b br u c h   d er   R e a kti o n   n a c h   r u n d   3 0  Mi n ut e n 

n ot  w e n di g,  u  m  d a s    M o n o al d ol pr o d u kt  66  al s   H a u pt pr o d u kt  z u  g e n eri er e n.   Ni c ht s d e st otr ot z 

s pri c ht  di e  gr o ß e   M e n g e  a n  H e x a n al   (55 ) f ür ei n  ä u ß er st i n effi zi e nt e s  S y st e  m  b ei  ( z u) g eri n g e  m 

U  m s at z  ,  d. h.  di e  ei n g e s et zt e    M e n g e  a n  E n z y  m a kti vit ät i st  z u  g eri n g  o d er  a b er  e s k o  m  mt  z u 

ei n e  m  V erl u st  a n  E n z y  m a kti vit ät   w ä hr e n d  d er  R e a kti o n . D a s  E x p eri  m e nt  d e ut et  a uf  L et zt er e s 

hi n : B er eit s i n n er h al b  d er  er st e n   Mi n ut e n  n a c h  R e a kti o n s st art  d e ut et  ei n e   w ei ßli c h e  Tr ü b u n g 

d e s  R e a kti o n s a n s at z e s  a uf  ei n   A bl ö s e n  d er  F e st p h a s e   u n d  a n s c hli e ß e n d e   A u sf äll u n g   d e s 

E n z y  m s    hi n    ( L e a c hi n g ),      w o  mit    d er    R e a kti o n      wi c hti g e    E n z y  m a kti vit ät    a u s    d e  m 

R e a kti o n s s y st e  m   v erl or e n   g e ht.    N e b e n   d e  m   off e n si c htli c h e n    N a c ht eil   ei n e s   g eri n g er e n 

U  m s at z e s  z u  m  Pr o d u kt,  st ellt  d a s  E n z y  m  -L e a c hi n g  e b e nf all s  ei n  Pr o bl e  m  b z gl.  d e r   w eit er e n 

Pr o d u kt -A uf ar b eit u n g  d ar ( ei g e ntli c h  ei n   V ort eil  d er   N ut z u n g  v o n i  m  m o bili si ert e  m  E n z y  m)  , 

d a  ei n  z u s ät zli c h er  S c hritt  d er  Tr e n n u n g  v o n  Pr o d u kt g e  mi s c h  u n d  E n z y  m  n ot  w e n di g i st.  E s 

w är e n  al s o   w eit er e   O pti  mi er u n g e n  d e s I  m  m o bili si er u n g s s y st e  m s  hi n si c htli c h  ei n er st är k er e n 

Bi n d u n g   z  wi s c h e n   E n z y  m   u n d   F e st p h a s e   n ot  w e n di g  .     M ö gli c h e     A n s ät z e   k ö n nt e   di e 

V er  w e n d u n g  a n d er er   M et alli o n e n -K o  m pl e x e  bi et e n ,  u  m  di e  n ot  w e n di g e  Effi zi e n z z u  er zi el e n. 

Tr ot z   d er   v ort eil h aft e n    A s p e kt e   di e s er     M et h o d e   –   ei n e   s c h n ell e   u n d   u n k o  m pli zi ert e 

H er st ell u n g  d e s I  m  m o bili s at e s s o  wi e  g ü n sti g e  A u s g a n g s  m at eri ali e n   –  w ur d e  a n  di e s er  St ell e 

i  m  R a h  m e n  d er  v orli e g e n d e n   Ar b eit  b e s c hl o s s e n  a uf gr u n d  d e s  st ar k e n L e a c hi n g -Eff e kt e s  

k ei n e   w eit er e n   O pti  mi er u n g e n  d ur c h z uf ü hr e n.   
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A b bil d u n g A b bil d u n g    2 02 0 :     R e a kti o n s k o ntr oll e    ei n er     D E R A:     R e a kti o n s k o ntr oll e    ei n er     D E R A--k at al y si ert e n     Al d olr e a kti o n    v o n     H e x a n al   (k at al y si ert e n     Al d olr e a kti o n    v o n     H e x a n al   ( 5)5)     u n d u n d 
A c et al d e h y d  (A c et al d e h y d  (  22 )   u nt er    V er  w e n d u n g   ei n er    Ni)   u nt er    V er  w e n d u n g   ei n er    Ni--N T AN T A  --S ä ul e   al s S ä ul e   al s   Tr ä g er   d er  i  m  m o bili si ert e n    D E R A.Tr ä g er   d er  i  m  m o bili si ert e n    D E R A.   Di e 
St a n d ar d a b  w ei c h u n g e n  b e zi e h e n si c h  a uf  ei n e   Dr eif a c h -B esti  m  m u n g.  Di e  g e z ei gt e n  Er g e b niss e st ell e n r el ati v e 
W ert e  d a   r, b e z o g e n  a uf  ei n e n i nt er n e n  St a n d ar.   

7. 1. 2  K  O V A L E  N T E IM   M  O BI LI SI E R  U  N  G   Ü B E R    D A S H A L  O T A  G T   M -S Y S T E   M  

N e b e n  d e  m  A n s at z  ei n er  a d s or pti v e n I  m  m o bili si er u n g,   w el c h e si c h  b e s o n d er s  a uf gr u n d i hr e  s  

st ar k e n L e a c hi n g -Eff e kt s  al s  u n g e ei g n et  er  wi e s,   w ur d e  ei n e  k o v al e nt e   M et h o d e  mitt el s  ei n e s 

F u si o nt a g s    z ur   I  m  m o bili si er u n g   d er     D E R A   g et e st et ,     w el c h e   b e k a n nt er  m a ß e n   s ol c h e 

L e a c hi n g -Eff e kt e  u nt er bi n d et . I n   Z u s a  m  m e n ar b eit   mit J o h a n n e s   D ö b b er a u s  d e  m  I n stit ut s 

f ür    Bi o-  u n d    G e o  wi s s e n s c h aft e n   (I B  G-1 :    Bi ot e c h n ol o gi e)  d e s  For s c h u n g s z e ntr u  m s   J üli c h 

w ur d e   d a s    H al o T a g T  M -S y st e  m  z ur  I  m  m o bili si er u n g  d er   D E R A  u nt er s u c ht.    Wi e  b er eit s  i  m  

K a pit el   5. 3. 2   erl ä ut ert,  erf or d ert  di e   A n  w e n d u n g  ei n e s  s ol c h e n  F u si o nt a g s  ei n e  v or h eri g e 

g e n eti s c h e     M o difi k ati o n    d e s   g e  w ü n s c ht e n     Bi o k at al y s at or s,    n ä  mli c h   ei n e   g e n eti s c h e 

F u si o ni er u n g  d er   D E R A   mit  d e  m   H al o T a g T  M  ( v gl. A b bil d u n g   2 1 ). A u c h  hi er   w ur d e  z u n ä c h st 

di e  o pti  mi ert e    D E R A E  C -V ari a nt e   D E R A E  C -C 4 7  M  g et e st et.    Di e  Er st ell u n g  d e s  g e n eti s c h e n 

E n z y  m k o n str u kt s  a u s    H al o T a g T  M  u n d   D E R A -V ari a nt e   w ur d e  v o n J o h a n n e s   D ö b b er –  d a s 

e nt s pr e c h e n d e   D E R A E  C -C 4 7  M  Pl a s  mi d e s  ( o h n e   Hi s  -T a g)   w ur d e n  i h  m  d a z u  z ur   V erf ü g u n g 
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g e st ellt  –  d ur c h g ef ü hrt.  A u s  di e s e  m   Gr u n d   w er d e n  di e  Er g e b ni s s e  d e s  Kl o ni er u n g s pr o z e s s e s 

u n d  d er   O pti  mi er u n g  d e s  g e n eti s c h e n  K o n str u kt e s  a n  di e s er  St ell e  d er  V oll st ä n di g k eit  h al b er 

u n d   n a c h  fr e u n dli c h er    G e n e h  mi g u n g  v o n J o h a n n e s D ö b b er   l e di gli c h  z u s a  m  m e nf a s s e n d 

d ar g e st ellt.   

B e k a n nt er  m a ß e n  k ö n n e n  si c h g e n eti s c h e   M o difi k ati o n e n j e gli c h er  Art  v o n  Bi o k at al y s at or e n 

a uf  di e  k at al yti s c h e  A kti vit ät  a u s  wir k e n, s o  w o hl i  m  p o siti v e n  al s  a u c h i  m  n e g ati v e n  Si n n e. [ 1 7 8-

1 8 0]  Di e   v er gl ei c h s  w ei s e   m a s si v e n  Ei n griff e i n  di e  Pr ot ei n str u kt ur,   wi e  di e  A n bri n g u n g  ei n e s 

3 4  k  D a   s c h  w er e n   H al o T a g T  M   a n  di e   l e di gli c h  2 8  k  D a   „l ei c ht e“  D E R A,   f ü hrt e n  z u  gr o ß e n 

V erl u st e n  d er  e n z y  m ati s c h e n    A kti vit ät  ,    m ö gli c h er  w ei s e  b e gr ü n d et  d ur c h  ei n e  d ur c h  di e 

F u si o ni er u n g    u n v ort eil h aft e      Ori e nti er u n g    d e s      H al o T a g s T  M     i n    d e  m    e nt st a n d e n e n 

F u si o n s e n z y  m s  tr ot z  A n bri n g u n g  d e s   H al o T a g s T  M a n  d e n  hi n si c htli c h  d er  A u s  wir k u n g e n  a uf 

di e   A kti vit ät  f a v ori si ert e n   N-T er  mi n u s  d er   D E R A ( v gl.   A u sf ü hr u n g e n  o b e n) . Str at e gi e n  z ur 

O pti  mi er u n g     d er    K o n str u kt e     w ur d e n   v erf ol g t:   S o     w ur d e n   v er s c hi e d e n e   S p a c er   ( v gl. 

A b bil d u n g    2 1 ,   Li n k er   2),   al s o  ei n e   k ur z e    A  mi n o s ä ur e s e q u e n z,   di e   di e    D E R A    mit   d e  m 

H al o T a g T  M   v er bi n d et,   v er s c hi e d e n er  Ri gi dit ät ,  Fl e xi bilit ät   u n d  L ä n g e   g et e st et.   I n s g e s a  mt 

w ur d e n    n e u n   v er s c hi e d e n e    K o n str u kt e    mit   u nt er s c hi e dli c h e n   S p a c er -D e si g n s   g et e st et  . 

D et ail s  z u  d e n  j e  w eili g e n  S p a c er  -S e q u e n z e n  k ö n n e n  i  m   A n h a n g  ( K a pit el 1 0. 2 )  ei n g e s e h e n 

w er d e n.   Di e  b e st e n  Er g e b ni s s e  hi n si c htli c h  d er  v er bli e b e n e n  E n z y  m a kti vit ät   v o n  bi s  z u  1 5   % 

R e st a kti vit ät  i  m   V er gl ei c h   mit  d er   A kti vit ät  d er fr ei e n ( al s o  ni c ht i  m  m o bili si ert e n) D E R A E  C -

C 4 7  M  er g a b e n  si c h   u nt er  V er  w e n d u n g  d e s  K o n str u kt s ,   w el c h e s ei n e n l a n g e n ri gi d e n  S p a c er 

u  mf a s st e. [ 1 8 1] Di e  E x p eri  m e nt e   b e st äti g e n ,  d a s s  si c h  ei n   m ö gli c h st  gr o ß er  A b st a n d  z  wi s c h e n 

d e n  b ei d e n  F u si o n s p art n er n  H al o T a g T  M  u n d   D E R A E  C -V ari a nt e  (  N-T er  mi n u s)  al s  b e s o n d er s 

v ort eil h aft   a u s  wir kt .    Di e s  s pri c ht   f ür   ei n e     m ö gli c h e   st eri s c h e    Hi n d er u n g   d ur c h   d e n 

a n g e br a c ht e n   H al o T a g T  M  a n  di e   D E R A.  
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A b bil d u n g A b bil d u n g   2 12 1 : :  Gr u n dl e g e n d e s    K o n z e pt  d er  I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e  d er    D E R A    mit  d e  m    H al o T a gGr u n dl e g e n d e s    K o n z e pt  d er  I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e  d er    D E R A    mit  d e  m    H al o T a g T   MT   M --
S y st e  m.S y st e  m.   

Di e s e s  o pti  mi ert e   K o n str u kt  d e s  F u si o n s e n z y  m s   H al o T a g  -D E R A E  C -C 4 7  M   w ur d e  s c hli e ßli c h 

f ür  di e  er st e n I  m  m o bili si er u n g e n i  m L a b or  m a ß st a b  v er  w e n d et.  Z ur I  m  m o bili si er u n g   w ur d e 

l y o p hili si ert er   R o h e xtr a kt  v er  w e n d et.    Di e    V er  w e n d u n g  v o n   L y o p hilis at  er  m ö gli c ht  ei n e 

V or b er eit u n g  v o n s of ort  ei n s at zf ä hi g e  m  E n z y  m z ur I  m  m o bili si er u n g i n  gr ö ß er e n   M a ß st ä b e n, 

di e   di e   Pr a kti k a bilit ät   di e s er  I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e   b e g ü n sti gt:   N a c h   erf ol gr ei c h er 

Ü b er e x pr e s si o n   d e s   F u si o n s e n z y  m s   erf ol gt e  m     Z ell a uf s c hl u s s     u nt er     V er  w e n d u n g   v o n 

Ultr  a s c h all , a n s c hli e ß e n d er  Z e ntrif u g ati o n  u n d  L y o p hili si er u n g,  br a u c ht z ur I  m  m o bili si er u n g 

l e di gli c h  d a s l y o p hili si ert e  R o h e xtr a kt p ul v er   wi e d er  g el ö st   w er d e n. S o  k o n nt e  dir e kt  a u s  d e  m 

R o h e xtr a kt   u n d  o h n e  ei n e n  a uf  w ä n di g e n  Pr ot ei nr ei ni g u n g s s c hritt   mit  d er I  m  m o bili si er u n g 

b e g o n n e n   w er d e n.  F ür  di e i niti al e n  I  m  m o bili si er u n g s ver s u c h e   w ur d e  d a z u  mit  ei n e  m   5  c  m 

l a n g e n F e st b ettr e a kt or  a u s   Gl a s  v o n O  m nifit   (Ø   3  m  m  ,  L  5 0 m  m  )  g e ar b eit et,   w el c h e  z u v or 

mit  d e  m    Tr ä g er  m at eri al ,  H al o Li n k T  M R e si n ,  b ef üllt    w or d e n  i st.  N a c h  E q uili bri er u n g  d er 

g e p a c kt e n     Gl a s s ä ul e     w ur d e n    5  m L   d e s   g el ö st e n   R o h e xtr a kt e s   (  e nt s pr e c h e n d   1 2 5  m g 

L y o p hili s at)   b ei   3 0  µ L/ m  i n    mit   ei n er  S prit z e n p u  m p e   ü b er   di e   S ä ul e   g e p u  m pt   u n d   di e 

E n z y  ml ö s u n g  n a c h    D ur c hl a uf e n  d er    Gl a s s ä ul e    wi e d er  g e k ü hlt  a uf g ef a n g e n . A n al o g  z u  m 

V or g e h e n   b ei   d er   a d s or pti v e n  I  m  m o bili si er u n g,    w ur d e    di e  t h e or eti s c h e   E n z y  m a kti vit ät 

b e sti  m  mt,   di e  si c h   n a c h  d er  I  m  m o bili si er u n g  a uf  d er  S ä ul e  b ef a n d e n,   d. h.  e s   w  u r d e  di e 

E n z y  m a kti vit ät   d e s   g el ö st e n    R o h e xtr a kt e s    v or   d er   I  m  m o bili si er u n g,   s o  wi e   v o n   d er 

E n z y  ml ö s u n g  n a c h  ei n  m ali g e  m   D ur c hl a uf e n  d er   Gl a s s ä ul e  mit  Tr ä g er  m at eri al   g e  m e s s e n  u n d 

di e   Diff er e n z  g e bil d et . Mit  ei n er  E n z y  m a kti vit ät  d er  L ö s u n g  v or   d er  I  m  m o bili si er u n g  v o n  1 3 7 

±  3  U  u n d  9 9   ±  1  U  n a c h   d er   I  m  m o bili si er u n g  er gi bt  si c h  ei n e  t h e or eti s c h  i  m  m o bili si ert e 

E n z y  m a kti vit ät  v o n  3 8  U   i n  d er  v er  w e n d et e n   Gl a s s ä ul e u n d  d a  mit r u n d  1 0 -m al   m e hr  al s  b ei 

d er   g et e st et e n   a d s or pti v e n     M et h o d e.    I  m     Hi n bli c k   a uf   di e   g e pl a nt e   bi o k at al yti s c h e 

A n  w e n d u n g i n  d er  S y nt h e s e  s pi elt  d er  P ar a  m et er  d er  E n z y  m a kti vit ät  ei n e  z e ntr al e  R oll e  b ei 
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d er      W a hl    ei n e r    g e ei g n et e n    I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e.    Di e      v er gl ei c h s  w ei s e     h o h e 

(t h e or eti s c h e)   e n z y  m ati s c h e    A kti vit ät   d e s   I  m  m o bili s at s   s o  wi e   di e   u n k o  m pli zi ert e   u n d 

s c h n ell e   I  m  m o bili si er u n g ,    w e n n   a u c h   n a c h   a uf  w ä n di g er   ( a b er   ei n  m ali g   n ot  w e n di g er) 

Er st ell u n g  d e s  E n z y  m k o n str u kt s,   w ar e n  vi el v er s pr e c h e n d.    Di e  k o v al e nt e  I  m  m o bili si er u n g 

u nt er    V er  w e n d u n g    d e s     H al o T a g T  M -S y st e  m s     w ur d e   a uf gr u n d   d e s s e n   f ür   di e     w eit er e 

E nt  wi c kl u n g  ei n er   m ö gli c h st  effi zi e nt e n  S y nt h e s e  d e s   M o n o a l d ol-Pr o d u kt e s  66  d er   D E R A  z ur 

I  m  m o bili si er u n g s  m et ho d e  d er    W a hl.  

7. 2  E T A B LI E R  U  N  G  EI  N E S F L  O   W  S Y S T E   M S  

7. 2. 1    O P TI   MI E R  U  N  G S P R  O Z E S S   D E R S Y  N T  H E S E   D E S M O  N  O -A L  D  O L P R  O  D  U K T E S  A L S 

N E  U E R D E R A  -B A  U S T EI  N  

N a c h d e  m   di e    D E R A E  C -C 4 7  M    erf ol gr ei c h   vi a     H al o T a g T  M -S y st e  m   i  m  m o bili si ert    w er d e n 

k o n nt e,    w ur d e  i  m  f ol g e n d e n  S c hritt  ei n e  v erl ä s sli c h e   u n d  r e pr o d u zi er b ar e    M et h o d e   i  m 

k o nti n ui erli c h e n Fl o  w -M o d u s   z ur  S y nt h e s e  d e s  ei nf a c h e n   Al d ol pr o d u kt e s  66  e nt  wi c k elt.  Al s 

M o d ell s u b str at   w ur d e   H e x a n al    (55 ) g e  w ä hlt . Z ur  Et a bli er u n g  ei n e s  g e ei g n et e n Fl o  w -S y st e  m s  

mit  d er  i  m  m o bili si ert e n    D E R A  a  ls   Bi o k at al y s at or,   w ur d e n    dr ei  e nt s c h ei d e n d e  P ar a  m et er 

b er ü c k si c hti gt,  u  m  di e  i d e al e n  R e a kti o n s b e di n g u n g e n  z u  fi n d e n:   Di e   K o n z e ntr ati o n e n   d er 

S u b str at e    A c et al d e h y d  (22 )  u n d    H e x a n al  (55 )  s o  wi e   di e   F l u s sr at e.   L et zt er e   b e sti  m  mt  di e 

K o nt a kt z eit  z  wi s c h e n   K at al y s at or  u n d  S u b str at  u n d   ni  m  mt  s o  mit  dir e kt e n  Ei nfl u s s  a uf  d e n 

U  m s at z    u n d    di e      Z u s a  m  m e n s et z u n g    d e s    Pr o d u kt g e  mi s c h e s .    D er    P ar a  m et er    d er 

E n z y  m a kti vit ät    w ur d e   k o n st a nt   g e h alt e n,  i n   d e  m    all e    V er s u c h e   z u n ä c h st   mit   ei n e  m 

F e st b ettr e a kt or  v o n  5  c  m  L ä n g e   u n d  ei n e  m    D ur c h  m e s s er  v o n  3  m  m  (  Ø    3  m  m,  L  5 0   m  m)   

d ur c h g ef ü hrt    w ur d e n  .     Di e    St a n d ar di si er u n g    d er   I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e    u n d    di e 

A kti vit ät s b e sti  m  m u n g  d e s  E n z y  m r e a kt or s n a c h j e d e r I  m  m o bili si er u n g g e  w ä hrl ei st et e n  d a b ei 

gl ei c h bl ei b e n d e  B e di n g u n g e n  b e z ü gli c h  d er  ei n g e s et zt e n  E n z y  m a kti vit ät . 
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S c h e  m a S c h e  m a   4 04 0 : : A:  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d er  gr u n dl e g e n d e n  T h e ori e  d e s  v er  w e n d et e n   Z  w eiA:  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d er  gr u n dl e g e n d e n  T h e ori e  d e s  v er  w e n d et e n   Z  w ei  --L e v el  „L e v el  „ f ull 
f a ct ori al

f ull 
f a ct ori al“ “ D e si g n  of   E x p eri  m e nt sD e si g n  of   E x p eri  m e nt s    u nt er    B er ü c k si c hti g u n g  v o n   dr ei   P ar a  m et er n  ( F a kt or e n)   d er  er st e n u nt er    B er ü c k si c hti g u n g  v o n   dr ei   P ar a  m et er n  ( F a kt or e n)   d er  er st e n 
O pti  mi er u n g sr u n d e. O pti  mi er u n g sr u n d e. W ürf el   -M o d ell,     w o b ei   j e d er   d er   dr ei   P ar a  m et er   Fl ussr at e   [   µ L/  mi n]   ( F a kt or     A), 
A c et al d e h y d  (22 ) [Ä q u. ] ( F a kt or  B)  u n d   H e x a n al (55 ) [  m ol/ L] ( F a kt or   C)  ei n e   Di  m e nsi o n i  m  R a u  m  d arst ellt. J e d er 
F a kt or  h at  z  w ei  E b e n e n,  d ar g est ellt i n  bl a u ( E b e n e  1)  u n d  r ot ( E b e n e  2). B:  pr a kti s c h e   U  m s et z u n g B:  pr a kti s c h e   U  m s et z u n g   - - S c h e  m a S c h e  m a 
d er  T e str e a ktid er  T e str e a kti o n  v o n   H e x a n alo n  v o n   H e x a n al   ( 5)  u n d   A c et al d e h y d( 5)  u n d   A c et al d e h y d  ( 2)  z ur  g e zi elt e n  S y nt h e s e  d e s    M o n o al d ol pr o d u kt e s( 2)  z ur  g e zi elt e n  S y nt h e s e  d e s    M o n o al d ol pr o d u kt e s  6 6 
mit mit   d erd er   H al oH al o  --D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7  MC 4 7  M    u nt er I  m pl e  m e nti er u n g  d er  dr ei  F a kt or e n  A,  B  u n d   Cu nt er I  m pl e  m e nti er u n g  d er  dr ei  F a kt or e n  A,  B  u n d   C . . 

B ei   di e s e n  i niti al e n    V er s u c h e n    mit   d er    H al o -D E R A E  C -C 4 7  M    s ollt e   d a s    V er h ält ni s   v o n 

g e  w ü n s c ht e  m   M o n o al d ol pr o d u kt  66  z u  u n er  w ü n s c ht e  m  d o p p elt e  m  Al d ol pr o d u kt  5 15 1  i  m  F o k u s 

st e h e n ,  d a  z u n ä c h st  ei n  Pr o d u kt g e  mi s c h  di v er s er    N e b e n pr o d u kt e  z u  er  w art e n    w ar  ( v gl. 

S c h e  m a   4 0 ).  Ei n e  R e a kti o n s o pti  mi er u n g    w ur d e  s y st e  m ati s c h    mit    Hilf e   ei n er st ati sti s c h e n 

V er s u c h s pl a n u n g ,  e n gl. D e si g n  of  E x p eri  m e nt s  (i  m  F ol g e n d e n  k ur z:   D o E), d ur c h g ef ü hrt.  I  m 

er st e n  S c hritt   w ur d e  ei n  s o  g e n a n nt e s f ull  f a ct ori al D o E   a n g e  w e n d et ,  b ei  d e  m  di e  dr ei  z u 

u nt er s u c h e n d e n    P ar a  m et er    ( s o g.    F a kt or e n)    di e    Fl u s sr at e    ( F a kt or      A)    s o  wi e    di e 

S u b str at k o n z e ntr ati o n e n  v o n  A c et al d e h y d  (22 ) ( F a kt or  B) u n d   H e x a n al  (55 ) ( F a kt or   C) a uf  z  w ei 

L e v el n  u nt er s u c ht   w er d e n,  r e s ulti er e n d  i n  2 3  E x p eri  m e nt e n  ( v gl. S c h e  m a  4 0 ).  J e d e s  di e s er 

E x p eri  m e nt e     w ur d e   al s     D u pli k at   d ur c h g ef ü hrt,   s o   d a s s    i n   S u  m  m e   1 6   E x p eri  m e nt e 

d ur c h z uf ü hr e n   w ar e n  ( s. T a b ell e  1 1 ). Zi el  di e s er   O pti  mi er u n g sr u n d e   w ar  e s,  ei n e   G e  wi c ht u n g 

d er     e nt s pr e c h e n d e n     R e a kti o n s p ar a  m et er     z u     er h alt e n,     d. h.     o b     d er     j e  w eili g e 

R e a kti o n s p ar a  m et er  ei n e n  st ar k e n  o d er   w e ni g er  st ar k e n  Ei nfl u s s  a uf  di e  R e a kti o n  a u s ü bt. 

D af ür   w ur d e n  di e   ni e dri g st e n  u n d  h ö c h st e n  z u  u nt er s u c h e n d e n   Gr e n z  w ert e  d er j e  w eili g e n 

P ar a  m et er  s o   a u s g e  w ä hlt,   d a s s  si e    m ö gli c h st    w eit   v o n ei n a n d er    e ntf er nt   li e g e n.  U nt er 

B er ü c k si c hti g u n g  d er  L ö sli c h k eit e n  d er  S u b str at e i  m   R e a kti o n s  m e di u  m,  al s o   i n w ä s sri g e  m   

P uff er,  u n d  d e n  ü bli c h  v er  w e n d et e n  K o n z e ntr ati o n e n  a n  A c et al d e h y d ( 22 ) i n  d er  S y nt h e s e v o n 

D E R A  -k at al y si ert e n  R e a kti o n e n   w ur d e f ür  di e   H e x a n al -K o n z e ntr ati o n  ei n  u nt er er   Gr e n z  w ert 

v o n  0. 0 5  m ol/ L  u n d  ei n  o b er er   Gr e n z  w ert  v o n  0. 2   m ol  / L, f ür  di e  ei n g e s et zt e n  Ä q ui v al e nt e n  a n 

A c et al d e h y d  (22 )  0. 8  u n d  3. 0 s o  wi e f ür  di e  Fl u s sr at e  5 0  u n d  5 0 0 µ L/ m  i n a u s g e  w ä hlt .[ 1 0,  8 0,  8 4]  
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T a b ell e T a b ell e  1 11 1 :   R e a kti o n s p ar a  m et er  d e s  „:   R e a kti o n s p ar a  m et er  d e s  „f ull f a ct ori al “   D e si g nf ull f a ct ori al “   D e si g n  of  E x p eri  m e nt sof  E x p eri  m e nt s . . Di e   B er e c h n u n g  d er  P ar a  m et er 
erf ol gt e  mit   Hilf e  v o n D esi g n E x p ert ® ,  b asi er e n d  a uf  d e n  dr ei  F a kt or e n  A ( Fl ussr at e i n µ L/ m  i n),  B ( Ä q ui v al e nt e 
a n   A c et al d e h y d  (22 ))  u n d    C  (  H e x a n al (55 )  i n    m ol/ L).  J e d es  E x p eri  m e nt    w ur d e  als    D u pli k at  d ur c h g ef ü hrt.  [ a] 
r el ati v er   U  ms at z  z u  3-H y dr o x y o ct a n al ( 66 ). [b ] r el ati v er   U  ms at z  z u  m  d o p p elt e n  Al d ol pr o d u kt ( 11 ). 

V er s u c h sV er s u c h s  --
Nr.Nr.    

Fl u s sr at e Fl u s sr at e 
[[µµ L/L/ Mi nMi n   ] ] 

A c et al d e h y dA c et al d e h y d    ( 2)( 2)  
[ Ä q u.][ Ä q u.]  

H e x a n alH e x a n al    ( 5)( 5)  
[  m ol/ L][  m ol/ L]  

M o n o al d olM o n o al d ol    6   6  
[  %][  %] [ a][ a]  

D o p p elt e s D o p p elt e s 
Al d olAl d ol  1   1  
[  %][  %] [ b][ b]  

1  5 0     0. 8     0. 0 5     3 2  ±  5. 0     0  
2  5 0     3  0. 0 5     5 4  ±  5 . 0    3  ±  0. 0  
3  5 0     0. 8     0. 2 0     4 8  ±  5. 0     5  ±  0. 4  
4  5 0     3  0. 2 0     6 4  ±  2. 0     1 3  ±  0  
5  5 0 0     0. 8     0. 0 5     2 3  ±  2. 0     0  
6  5 0 0     3  0. 0 5     2 2  ±  6. 0     0  
7  5 0 0     0. 8     0. 2 0     2 0  ±  1. 0     0  
8  5 0 0     3  0. 2 0     2 3  ±  1. 0     0  

 

Di e   V er s u c h e   w ur d e n  z u n ä c h st    j e  w eil s  i n  ei n e  m  5 m L  -M a ß st a b  a n g e s et zt.    Di e  S u b str at e 

w ur d e n  e nt s pr e c h e n d i hr er   M e n g e n  g e  m ä ß   T a b ell e  1 1  i n  T E A P uff er ( 0. 1  M ,  p  H  7. 0)  v or g el e gt, 

mit  ei n er  S prit z e  a uf g e z o g e n  u n d  di e s e i nt e n si v  g e s c h ütt elt.   A uf gr u n d  ei n e s  T ot v ol u  m e n s  d e s 

F e st b ettr e a kt or s  v o n  et  w a  9 0 0  µ L    w ur d e n  di e  er st e n  b ei d e n    Millilit er  d er  Pr o d u ktl ö s u n g 

v er  w orf e n.    D a n a c h     f ol gt e     di e     Pr o b e n e nt n a h  m e,      w el c h e     n a c h     E xtr a kti o n 

g a s c hr o  m at o gr a p hi s c h  a n al y si ert  w ur d e  .   D a  all er di n g s  d a s  g e  w ü n s c ht e   M o n o al d ol pr o d u kt 66  

z u i n st a bil i st,  u  m  e s  z u i s oli er e n,  w ur d e  ei n r el ati v er   U  m s at z  b er e c h n et   (v gl.  K a pit el  9. 4. 6 1 5 5  

u n d  K a pit el  9. 4. 7  f ür  g e n a u er e   D et ail s  d er  B er e c h n u n g). D af ür   w ur d e  b ei  d er  E xtr a kti o n  d er 

Pr o d u kt g e  mi s c h e   ei n   i nt er n er   St a n d ar d   2 -P h e n yl et h a n ol   z u g e s et zt    u n d    di e    Pr o b e n 

a n s c hli e ß e n d  g a s c hr o  m at o gr a p hi s c h  v er  m e s s e n.   Di e  P e a kfl ä c h e  d e s    M o n o al d ol pr o d u kt e s 

( s o  wi e  d e s  S u b str at e s   H e x a n al (55 )  u n d  d er   m ö gli c h e n   N e b e n pr o d u kt e)   w ur d e n  d a n n  a uf  di e 

P e a kfl ä c h e  d e s  i nt er n e n  St a n d ar d s  n or  mi ert,  u n d  di e  pr o z e nt u al e n   A nt eil e  d er  Pr o d u kt e 

w ur d e n  b er e c h n et,  u  m  d e n r el ati v e n   U  m s at z z u  b e sti  m  m e n.   Di e  g e s a  m  m elt e n   D at e n   w ur d e n 

a n s c hli e ß e n d     mitt e l s    d er    Pr o gr a  m  m e     D e si g n E x p ert ®    u n d     Ori gi n Pr o ®   a u s g e  w ert et . 

A b bil d u n g   2 2  v er a n s c h a uli c ht  di e   A u s  w ert u n g  d er   D at e n.   Di e  er zi elt e n  Er g e b ni s s e  z ei g e n 

ei n e n  d e utli c h e n  Ei nfl u s s  d er  Fl u s sr at e  a uf  d e n  U  m s at z ( v gl.  a u c h  T a b ell e  1 1 ). D a b ei z ei c h n et e 

si c h  ei n e  g eri n g e  Fl u s sr at e  i n   B e z u g  a uf  d e n   U  m s at z  z u  m    M o n o al d ol pr o d u kt 6 6 b e s o n d er s 

v ort eil h aft  g e g e n ü b er  d er  h o h e n  Fl u s sr at e  a u s ( Ei ntr ä g e  1  bi s  4  d er  T a b ell e  1 1 ).   Di e    W ert e  d e s 

r el ati v e n    U  m s at z e s    w ar e n  b ei  ei n er  l a n g s a  m er e n  Fl u s sr at e  v o n  5 0  µ L/ m  i n  et  w a  z  w ei-  bi s 

dr ei  m al  s o  h o c h   wi e  b ei  ei n er  s c h n ell er e n  Fl u s sr at e  v o n  5 0 0  µ L/ m  i n ( Ei ntr ä g e  4  bi s  8  d er 

T a b ell e  1 1 ).  B e s o n d er s  d e utli c h   wir d  di e s er  Ei nfl u s s  a n h a n d  d er  Ei ntr ä g e  4  u n d  8  d er T a b ell e 

1 1 :   Di e s e  b ei d e n  E x p eri  m e nt e  u nt er s c h ei d e n  si c h l e di gli c h i n  d er  Fl u s sr at e  u n d  v er  w e n d e n 

di e j e  w eil s  h ö c h st e n  K o n z e ntr ati o n e n  a n  S u b str at e n   A c et al d e  h y d  (22 )  u n d   H e x a n al (55 ).   A u s 



 
 

9 9  

d e n    D at e n    wir d  e b e nf all s  er si c htli c h,   d a s s  j e   h ö h er   di e   K o n z e ntr ati o n   a n  ei n g e s et zt e n 

S u b str at e n,   d e st o   b e s s er  i st   d er  er zi elt e    U  m s at z.   S o  z ei g e n   di e   E x p eri  m e nt e    mit  ei n er 

K o  m bi n ati o n  a u s  l a n g s a  m er  Fl u s sr at e  u n d  h o h e n    M e n g e n   a n   A c et al d e h y d  (22 )  di e  b e st e n 

R e s ult at e    mit  5 4  %  b z  w.  6 4   %   U  m s at z  z u  m    M o n o al d ol pr o d u kt   66  ( v gl.  Ei ntr ä g e  2  u n d  4  d er 

T a b ell e   1 1 ).  Di e  s e  Tr e n d s  k ö n n e n  a u c h  d er  3  D -Ill u str ati o n  a u s A b bil d u n g   2 2  e nt n o  m  m e n 

w er d e n.    J e    d u n kl er    d er    d ort    g e z ei gt e    R ot  to n,    d e st o    h ö h er   i st    di e      M e n g e    a n 

M o n o al d ol pr o d u kt   66 . D a s  b e st e   R e s ult at   mit  6 4   %   U  m s at z  z u  m    M o n o al d ol pr o d u kt   66  w ur d e 

er zi elt   mit  ei n er  Fl u s sr at e  v o n  5 0  µ L/ m  i n,  ei n er K o n z e ntr ati o n  a n   H e x a n al  (55 ) v o n  0. 2  m ol/ L 

u n d  3  Ä q ui v al e nt e  A c et al d e h y d  (22 ) ( e nt s pr e c h e n d  0. 6   m ol/ L). Z u  v er z ei c h n e n si n d  b ei  di e s e n 

R e a kti o n s p ar a  m et er n  all er di n g s  a u c h  1 3  %  d e s  u n er  w ü n s c ht e n  d o p p elt e n  Al d ol pr o d u kt e s   5 15 1  

( s.  Ei ntr a g  4  d er T a b ell e  1 1 ).  

  

 

  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   2 22 2 :  3  D:  3  D--D ar st ell u n g  d er  Er g e b ni s s e  d e s D ar st ell u n g  d er  Er g e b ni s s e  d e s f ull  f a ct ori alf ull  f a ct ori al   D o ED o E    d er  er st e n    R e a kti o n s o pti  mi er u n g d er  er st e n    R e a kti o n s o pti  mi er u n g 
hi n si c htli c h    d er    dr ei     R e a kti o n s p ar a  m et er   f ür    di e   g e zi elt e   S y nt h e s e    d e s     M o n o al d ol pr o d u kt e s   3hi n si c htli c h    d er    dr ei     R e a kti o n s p ar a  m et er   f ür    di e   g e zi elt e   S y nt h e s e    d e s     M o n o al d ol pr o d u kt e s   3  --
H y dr o x y o ct a n alH y dr o x y o ct a n al    ( 6)( 6): : AA )  Fl ussr at e i n µ L/ m  i n  u n d   M e n g e  a n  A c et al d e h y d (22 ) [ Ä q u.]; BB )  Fl ussr at e i n µ L/ m  i n  u n d 
H e x a n al ( 55 )  K o n z e ntr ati o n; CC )   M e n g e  A c et al d e h y d (22 ) [ Ä q u.]  u n d   H e x a n al (55 )  K o n z e ntr ati o n [  m ol/ L]. J e  d u n kl er 
d er  R ot to n,  d est o  h ö h er ist  di e   M e n g e  a n   M o n o al d ol pr o d u kt  66  i  m  Pr o d u kt g e  mis c h. 

B a si er e n d  a uf  di e s er  z u n ä c h st  vi el v er s pr e c h e n d e n  er st e n    O pti  mi er u n g sr u n d e,    w ur d e  di e 

R e pr o d u zi er b ar k eit  d er   D at e n  a dr e s si ert.  S c h n ell z ei gt e n si c h  di e  S c h  w ä c h e n  d e s  S et  -U p s:  Ei n 



 
 

1 0 0  

dr a sti s c h er  A bf all  d e s   U  m s at z e s  a uf  bi s  z u  2 0 – 3 0  %   w ur d e  v er z ei c h n et,  s o  d a s s  V er s u c h e  di e 

D at e n   z u   r e pr o d u zi er e n   s c h eit ert e n.    Z u d e  m   k a  m   e s   z u   ei n e  m   st ar k e n    A n sti e g   d e s 

Al d ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt e s  ( E )-O ct e n al   (1 11 1 ),    w el c h e s  z u v or  l e di gli c h  S p ur e n  v or h a n d e n 

w ar  . 

B e k a n nt er  m a ß e n    k ö n n e n     Al d ol k o n d e n s ati o n sr e a kti o n e n    u nt er    s a ur e n     B e di n g u n g e n 

k at al y si ert    w er d e n. [ 1 8 2-1 8 4]   A u s  di e s e  m    Gr u n d   w ur d e  v er s u c ht  j e gli c h e    a ci d e   Q u ell e,  al s o 

pr ot o ni er e n d e   S u b st a n z e n,   a u s   d e  m   R e a kti o n s -S et -U p   z u   e ntf er n e n.    D er   v er  w  e n d et e 

F e st b ettr e a kt or    b e st e ht    a u s     Gl a s ,     w e s h al b    ei n     V er s u c h    u nt er n o  m  m e n     w ur d e,    di e 

Gl a s o b erfl ä c h e   mitt el s   O b erfl ä c h e n d e a kti vi er u n g f ür  e v e nt u ell  s c h ä dli c h e  Ei nfl ü s s e  a uf  d a s 

R e a kti o n s g e s c h e h e n    u n s c h ä dli c h    z u     m a c h e n.    D af ür     w ur d e    d er    F e st b ettr a kt or     mit 

C hl ort  ri  m et h yl sil a n     b e h a n d elt.      D a b ei     k o  m  mt     e s     z ur     Sil a ni si er u n g     d er     fr ei e n 

H y dr o x yl gr u p p e n  d er   Gl a s o b erfl ä c h e ( v gl.   A b bil d u n g   2 3 ) u n d  s o  mit  z u  Sil yl -S c h üt z u n g  d er 

a ci d e n   H y dr o x yl gr u p p e n . D er  Eff e kt i st  dir e kt  n a c h  d er   B e h a n dl u n g  z u  b e o b a c ht e n,  d a  di e 

Gl a s o b erfl ä c h e  ni c ht   m e hr   mit    W a s s er  b e n et z b ar i st  u n d  d a s    W a s s er  dir e kt  a b p erlt.   D a  di e s er 

Eff e kt   all er di n g s   r e v er si b el   i st   ( v er  m utli c h   d ur c h     m e c h a ni s c h e n     A bri e b),     w ur d e    di e 

B e h a n dl u n g  d e s  F e st b ettr e a kt or s  v or j e d e  m  E x p eri  m e nt   wi e d er h olt.   

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   2 32 3 :  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d er   O b erfl ä c h e n d e a kti vi er u n g  v o n   Gl a s  d ur c h  d e n  Ei n s at z  v o n :  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d er   O b erfl ä c h e n d e a kti vi er u n g  v o n   Gl a s  d ur c h  d e n  Ei n s at z  v o n 
Tri  m et h yl sil a n. Tri  m et h yl sil a n. B ei   d er    B e h a n dl u n g   v o n    Gl as o b erfl ä c h e n     mit    C hl ort  ri  m et h ylsil a n   k o  m  mt   es   z u   ei n er 
Sil a nisi er u n g  d er fr ei e n   H y dr o x yl gr u p p e n.   

V er s u c h e    mit  d e  m i n a kti vi ert e n  F e st b ettr e a kt or   er zi elt e n  ei n e  t eil  w ei s e   V er b e s s er u n g .   D er 

r el ati v e   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n    M o n o al d ol pr o d u kt  3 -H y dr o x y o ct a n al   (66 )  k o n nt e  a uf  bi s 

z u  3 8  %  al s   H a u pt pr o d u kt  d er  R e a kti o n   er h ö ht  w er d e n,   u n d z  w ar  o h n e  S p ur e n  d e s  d o p p elt e n 

Al d ol pr o d u kt e s  5 15 1 .  D e n n o c h     w ar e n     w eit er hi n   bi s   z u   6   %   a n   r el ati v e  m     U  m s at z   z u  m 

K o n d e n s ati o n s pr o d u kt  (1 11 1 )  z u  b e o b a c ht e n.  B a si er e n d  a uf  di e s e n  r e pr o d u zi er b ar e n    D at e n 

w ur d e  ei n e  z  w eit e    O pti  mi er u n g sr u n d e  ei n g el eit et    mit   d e  m    Zi el   d e n    U  m s at z    w eit er  z u 

er h ö h e n  u n d  di e   Bil d u n g  d e s  u n g e  w ü n s c ht e n  K o n d e n s ati o n s pr o d u kt s  (E )-O ct e n al   (1 11 1 ) z u 

u nt er bi n d e n.   W   i e d er  w ur d e   ei n   s y st e  m ati s c h er    O pti  mi er u n g s a n s at z    mitt el s   ei n e s    D o E 

g e  w ä hlt,  u n d  z  w ar  di e  s o g e n a n nt e r e s p o n s e  s urf a c e M et h o d e  ,  b ei  d e  m  z u s ät zli c h  z u  d e n 

K o or di n at e n   d e s    o b e n   g e z ei gt e n   W ürf el  m o d ell s     ( v gl.  S c h e  m a   4 0 )  w eit er e    K o or di n at e n 

a u ß er h al b  d e s    W ürf el s,  al s o  „ n a c h  a u ß e n“,  v er s et zt    w er d e n,  u  m  ei n e  h ö h er e  st ati sti s c h e 



 
 

1 0 1  

Si c h er h eit  a  m  R a n d  z u  er zi el e n . Mit  di e s er    O pti  mi er u n g  k o n nt e  all er di n g s  k ei n e    w eit er e 

V er b e s s er u n g  err ei c ht   w er d e n  .  

N a c h d e  m     di e      M ö gli c h k eit e n     d er      A n p a s s u n g     d er     R e a kti o n s p ar a  m et er     d er 

S u b str at k o n z e ntr ati o n e n    u n d    Fl u s sr at e    er s c h ö pft     w ar e n,     w ur d e    di e    Er h ö h u n g    d er 

E n z y  m a kti vit ät  a dr e s si ert . Gr u n d s ät zli c h  k a n n  di e s  d ur c h  z  w ei   O pti o n e n  err ei c ht   w er d e n:  1. 

Ü  b er  di e  Er h ö h u n g  d er  E n z y  m  m e n g e,  d. h.  di e   V er  w e n d u n g  ei n e s l ä n g er e n  F e st b ettr e a kt or s 

u n d  d a  mit    mit  ei n e  m  h ö h er e n   V er br a u c h  a n  E n z y  m   o d er  2.   d er   Ei n s at z  ei n e r  a kti v er e n 

E n z y  m v ari a nt e ,     di e    d e n n o c h    ei n e    a u sr ei c h e n d     h o h e     St a bilit ät    g e g e n ü b er     d e  m 

A c et al d e h y d  (22 ) a uf  w ei st.  Wi e  i n    6. 1  di s k uti ert,  k o n nt e  i  m  R a h  m e n  d er   U nt er s u c h u n g  d er 

A c et al d e h y d -T ol er a n z  d er   D E R A E  C  n e b e n  d er  bi s h er  v er  w e n d et e n   V ari a nt e   D E R A E  C -C 4 7  M 

di e  e nt s pr e c h e n d e  V ari a nt e   mit  ei n er  V ali n -S u b stit uti o n  a n  P o siti o n  4 7  i d e ntifi zi ert   w er d e n. 

A u c h    w e n n   di e s e    D E R A -V ari a nt e   k ei n e   v oll e    A c et al d e h y d  -T ol er a n z   a uf  w ei st,   s o n d er n 

l e di gli c h  ei n e  ei n g e s c hr ä n kt e  ( T1/ 2   i n  3 0 0 m M   A c et al d e h y d  =  3. 3  h)   St a bilit ät,  i st  si e  d er 

M et hi o ni n  -V ari a nt e   C 4 7  M  d e utli c h  i n  i hr er  e n z y  m ati s c h e n   A kti vit ät  ü b erl e g e n.    D E R A E  C -

C 4 7 V    w ei st  ei n e  n a h e z u  gl ei c h e   A kti vit ät  a uf    wi e  d er  e nt s pr e c h e n d e   D E R A  -Wil dt y p  u n d 

s o  mit  r u n d  4 0  %    m e hr  k at al yti s c h e   A kti vit ät  al s  di e  e nt s pr e c h e n d e    C 4 7  M   V ari a nt e.    A u s 

di e s e  m   Gr u n d   w ur d e i  m  F ol g e n d e n  di e   D E R A E  C -C 4 7 V   V ari a nt e i n  d e  m  bi s h er  e nt  wi c k elt e n 

R e a kti o n s s y st e  m  g et e st et.   D a s  e nt s pr e c h e n d e   K o n str u kt  a u s   H al o T a g T  M  u n d   D E R A E  C -C 4 7 V 

w ur d e  d ur c h   A  mi n o s ä ur e a u st a u s c h  b a si er e n d  a uf  d e  m  b er eit s  o pti  mi ert e n   K o n str u kt   H al o  -

D E R A E  C -C 4 7  M   g e bil d et.  N a c h  erf ol gr ei c h er  E x pr e s si o n  u n d  L y o p hili si er u n g,   w ur d e  a n al o g 

z ur     o b e n     b e s c hri e b e n e n      V or g e h e n s  w ei s e      mit     d er      D E R A E  C -C 4 7  M      V ari a nt e    z ur 

I  m  m o bili si er u n g  v or g e g a n g e n.  S o  k o n nt e    mit  d er   D E R A E  C -C 4 7 V   V ari a nt e  r u n d  d o p p elt  s o 

vi el    E n z y  m a kti vit ät   i n   d e  m   gl ei c h e n   F e st b ettr e a kt or   v o n   5  c  m   L ä n g e   (t h e or eti s c h) 

i  m  m o bili si ert   w er d e n ( v gl.  Ei ntr ä g e  1  u n d  2  d er T a b ell e  1 2 ). 

T a b ell e T a b ell e  1 21 2 :  T h e or eti s c h i  m  m o bili si ert e  E n z y  m a kti vit ät i n  d e  m  e nt s pr e c h e n d e n  F e st b ettr e a kt or (:  T h e or eti s c h i  m  m o bili si ert e  E n z y  m a kti vit ät i n  d e  m  e nt s pr e c h e n d e n  F e st b ettr e a kt or ( O  m nifitO  m nifit ® ® 
Gl a s s ä ul e n)  v er gl ei c h e n d  f ür  di e  b ei d e n   D E R AGl a s s ä ul e n)  v er gl ei c h e n d  f ür  di e  b ei d e n   D E R A  --V ari a nt e n   H al oV ari a nt e n   H al o  --D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7  M  u n d   H al oC 4 7  M  u n d   H al o  --D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7 V. C 4 7 V. 
[ a]z u gr u n d e li e g e n d e   B er e c h n u n g  d er  t h e or etis c h i  m  m o bilisi ert e n  E n z y  m a kti vit ät: ( E n z y  m a kti vit ät i  m   Z F R E 
g e  m ess e n  v or  d er I  m  m o bilisi er u n g)  –  ( E n z y  m a kti vit ät i  m   Z F R E i  m   D ur c hfl uss,  n a c h  ei n  m ali g e  m   D ur c hl a uf e n 
d es  R e a kt ors  g e  m ess e n  n a c h I  m  m o bilisi er u n g).  

H al oH al o  --D E R AD E R A E  C E  C V ari a nt e V ari a nt e  - 
R e a kt or d ur c h  m e s s er,  u n d  
-

- 
R e a kt or d ur c h  m e s s er,  u n d  
-l ä n g e l ä n g e   

E n z y  m a kti vit ät [  U]  E n z y  m a kti vit ät [  U]  
V or V or 
I  m  m o bili si er u n gI  m  m o bili si er u n g  

N a c h N a c h 
I  m  m o bili si er u n gI  m  m o bili si er u n g  

t h e or eti s c h t h e or eti s c h 
i  m  m o bili si erti  m  m o bili si ert[ a][ a]  

C 4 7  M   -  
Ø   3,  5 0  m  m   

1 3 7  9 9  3 8  

C 4 7 V   -  
Ø   3,  5 0  m  m   

2 0 9  1 3 3  7 5  

C 4 7 V   -  
Ø   3,  1 0 0  m  m   

1 9 4  7 4  1 1 8  



 
 

1 0 2  

E s   f ol gt e n   er st e    V er s u c h e    d er   k o nti n ui erli c h e n   S y nt h e s e   d e s     M o n o al d ol pr o d u kt e s   3 -

H y dr o x y  o ct a n al  (66 ).    D a b ei    w ur d e n  di e   b er eit s   o pti  mi ert e n   S u b str at k o n z e ntr ati o n e n   d er 

V er s u c h e     mit   d er     M et hi o ni n  -V ari a nt e   v er  w e n d et.    B e z ü gli c h   d er   Fl u s sr at e    w ur d e   ei n 

S cr e e ni n g    v o n    4 0  µ L/ m  i n    bi s    1 2 0 µ L/ m  i n   mit    k o n st a nt e n    S u b str at k o n z e ntr ati o n e n 

( c(  H e x a n al)  =  3 0 0 m M  u n d  c( A c et al d e h y d)  =  6 0 0  m M ) d ur c h g ef ü hrt  ( v gl. A n h a n g) . A uf gr u n d 

d er  h ö h er e n  e n z y  m ati s c h e n   A kti vit ät   k ö n nt e n   di e  S u b str at e  s c h n ell er  i  m  F e st b ettr e a kt or 

mit ei n a n d er r e a gi er e n  u n d  e s s o  a u c h s c h n ell er  z ur  Bil d u n g  d e s ( u n g e  w ü n s c ht e n)  d o p p elt e n 

Al d ol pr o d u kt e s  5 15 1    k o  m  m e n .     Di e     D ur c hfl u s s s y nt h e s e   er  m ö gli c ht   ü b er   St e u er u n g   d er 

Fl u s s g e s c h  wi n di g k eit  ei n e   K o ntr olli er u n g  u n d  Ei nfl u s s n a h  m e  a uf  di e   K o nt a kt z eit  z  wi s c h e n 

S u b str at   u n d    Bi o k at al y s at or .  Di e   Er g e b ni s s e   di e s e s   S cr e e ni n g s   si n d  i n    A b bil d u n g    2 4  

d ar g e st ellt.  D a s  b e st e   R e s ult at   w ur d e  b ei  ei n er  Fl u s s g e s c h  wi n di g k eit  v o n  5 0   µ L/ m  i n  er zi elt, 

w o b ei    di e   S u b str at e   z u   5 6  %    z u   d e  m   g e  w ü n s c ht e n   3 -H y dr o x y o ct a n al   (66 )   u n d  l e di gli c h 

v er n a c hl ä s si g b ar e      A nt eil e    z u     N e b e n pr o d u kt e n    (  w e ni g er    al s    5   %     d e s     d o p p elt e n 

Al d ol pr o d u kt e s  5 15 1  u n d  2  %   (E )-O ct e n al   (1 11 1 )) u  m g e s et zt   w or d e n si n d.  
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A b bil d u n g A b bil d u n g  2 42 4 : : RR el ati v er   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n   M o n o al d ol pr o d u ktel ati v er   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n   M o n o al d ol pr o d u kt  6   6  ( o h n e   M u st er),   N e b e n pr o d u kt (( o h n e   M u st er),   N e b e n pr o d u kt (EE )-)-
O ct e n alO ct e n al    ( 1 1)( 1 1)   ( g e kr e u zt e s     M u st er)   u n d   d o p p elt e  m    Al d ol pr o d u kt( g e kr e u zt e s     M u st er)   u n d   d o p p elt e  m    Al d ol pr o d u kt  5 15 1   (  (li n k s g ä n gi g e li n k s g ä n gi g e  Q u er str eif e nQ u er str eif e n  )   s o  wi e )   s o  wi e 
v er bli e b e n e s  S u b str at   H e x a n alv er bli e b e n e s  S u b str at   H e x a n al   ( 5)( 5)  (r e c ht s g ä n gi g e   Q u er str eif e n),   w el c h er  b ei  d e  m  S cr e e ni n g  d er  Fl u s sr at e (r e c ht s g ä n gi g e   Q u er str eif e n),   w el c h er  b ei  d e  m  S cr e e ni n g  d er  Fl u s sr at e 
b ei  d er  V er  w e n d u n g  d er   H al ob ei  d er  V er  w e n d u n g  d er   H al o --D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7 V  al s  Bi o k at al y s at orC 4 7 V  al s  Bi o k at al y s at or   (Ø    (Ø   3,  5 03,  5 0   m  m)m  m)    er zi elt   w or d e n i st. er zi elt   w or d e n i st.    

D a  mit  k o n nt e  di e  V er  w e n d u n g  d er  a kti v er e n   D E R A  -V ari a nt e  d e n   U  m s at z  ni c ht  n ur  u  m r u n d 

2 0  %  st ei g er n,  s o n d er n  a u c h  d e n   U  m s at z  z u  d e n  u n er  w ü n s c ht e n   N e b e n pr o d u kt e n  d e utli c h 

r e d u zi er e n.   D e n n o c h e nt hi elt  d a s  Pr o d u kt g e  mi s c h  bi s  z u  3 5  %  ni c ht  u  m g e s et zt e s  S u b str at   55 , 

w o  mit   d a s  R e a kti o n s s y st e  m  hi n si c htli c h  d e s   U  m s at z e s  w eit er hi n  R a u  m  f ür   V er b e s s er u n g 

z uli e ß.   

D a  di e    D E R A  -V ari a nt e   D E R A E  C -C 4 7 V,    wi e  o b e n  b e s c hri e b e n,  k ei n e  v oll st ä n di g e  T ol er a n z 

g e g e n  A c et al d e h y d  (22 ) a uf  w ei st,   w ur d e i  m  n ä c h st e n  S c hritt  ei n e  St u di e  d er  L a n g z eit st a bilit ät 

d er    H al o -D E R A E  C -C 4 7 V  i n  ei n e  m  F e st b ettr e a kt or  (  Ø    3  m  m,  L  5 0  m  m)  d ur c h g ef ü hrt.    Di e s 

s ollt e     A uf s c hl u s s   d ar ü b er   g e b e n,   wi e   l a n g e   b z  w.   n a c h     wi e   vi el    R e a kti o n s v ol u  m e n 

r e pr o d u zi er b ar e  u n d  v erl ä s sli c h e   U  m s ät z e  err ei c ht   w er d e n  k ö n n e n.  Di e  R e a kti o n   w ur d e  b ei 

d e n   o pti  mi ert e n    R e a kti o n s b e di n g u n g e n   d ur c h g ef ü hrt:   Ei n e   Fl u s sr at e   v o n   5 0  µ L/ m  i n, 

c(  H e x a n al)   =   0. 2  m ol/ L   u n d    c( A c et al d e h y d )   =   0. 6 m ol/ L  .  Z  w ar   k o  m  mt   e s   n a c h   r u n d 

2 0 0  Mi n ut e n ( b ei ei n er  Fl u s sr at e  v o n  5 0    µ L/ m  i n e nt s pr e c h e n d  n a c h  1 0 m L   R e a kti o n s v ol u  m e n) 

z u  ei n e  m  Ei n br u c h  d e s   U  m s at z e s  b ei  d er  V er  w e n d u n g  d er  D E R A E  C -C 4 7 V  -V ari a nt e ; In  di e s e n 



 
 

1 0 4  

er st e n 2 0 0  Mi n ut e n z ei gt  d er e nt s pr e c h e n d e  Bi o k at al y s at or  a b er  n a h e z u v erl u stfr ei e n  U  m s at z 

( v gl. A b bil d u n g  2 5 ).  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   2 52 5 :  L a n g z eit st a bilit ät  v er gl ei c h e n d f ür   H al o:  L a n g z eit st a bilit ät  v er gl ei c h e n d f ür   H al o--D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7 V ( P u n kt e)  u n d   C 4 7  M (  Q u a dr at e) i  m C 4 7 V ( P u n kt e)  u n d   C 4 7  M (  Q u a dr at e) i  m 
F e st b ettr e a kt or  (F e st b ettr e a kt or  ( Ø    3  Ø    3  m  m,   L   5 0m  m,   L   5 0    m  m)  i n   d er    R e a kti o n sl ö s u n g. m  m)  i n   d er    R e a kti o n sl ö s u n g. G e z ei gt    wir d   d er  r el ati v e    U  ms at z   z u  m 
M o n o al d ol pr o d u kt   66   a uf g etr a g e n  g e g e n  di e  R e a kti o ns z eit   b z  w.  R e a kti o ns v ol u  m e n.   Di e  R e a kti o n    w ur d e  b ei 
f ol g e n d e n  P ar a  m et er n  d ur c h g ef ü hrt:  Fl ussr at e: 5 0  µ L/ m  i n,  c(  H e x a n al)  =  0. 2   m ol/ L;  c(A c et al d e h y d )  =  0. 6 m ol/ L   
b ei  R T  i n  T E A  P uff er ( 0. 1 M , p  H  7. 0).  

A n h a n d  di e s er   D at e n  k o n n t e al s o  d er  R ü c k s c hl u s s  g e z o g e n   w er d e n,  d a s s  n a c h  2 0 0  Mi n ut e n 

k o nti n ui erli c h er    V er  w e n d u n g  u nt er  d e n  u nt er s u c ht e n   R e a kti o n s b e di n g u n g e n  ( b z  w.  n a c h 

1 0  m L  d ur c hl a uf e n e  m  R e a kti o n s  g e  mi s c h)  d er  F e st b ettr e a kt or  s a  mt i  m  m o bili si ert e  m  E n z y  m 

a u s g et a u s c ht   w er d e n   m u s s t e,  u  m  ei n e  v erl ä s sli c h e  S y nt h e s e  z u  g e  w ä hrl ei st e n. 

U  m  d e n   U  m s at z   w eit er  z u  st ei g er n   w ur d e  di e   M e n g e  a n  ei n g e s et zt e  m   Bi o k at al y s at or ,  s o  mit 

al s o   di e   E n z y  m a kti vit ät,    w eit er  er h ö ht.    D af ür    w ur d e  ei n  l ä n g er er   F e st b ettr e a kt or,  ei n e 

O  m nifit ®   Gl a s s ä ul e   mit  ei n er  L ä n g e  v o n  1 0   c  m ( Ø   3   m  m,  L  1 0 0  m  m)  ei n g e s et zt  u n d  g e p a c kt 

mit  i  m  m o bili si ert er    H al o  -D E R A E  C -C 4 7 V.    Er n e ut    w ur d e   d a s   S cr e e ni n g   hi n si c htli c h   d er 

Fl u s sr at e  d ur c h g ef ü hrt,  d a  ei n  l ä n g er er   R e a kt or  di e    K o nt a kt z eit  z  wi s c h e n  S u b str at  u n d 

Bi o k at al y s at or  er h ö ht  u n d  di e s  d a s  Pr o d u kt g e  mi s c h  b e ei nfl u s s e n  k a n n   ( s. A b bil d u n g  2 6 ). Di e 
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S u b str at k o n z e ntr ati o n e n ( c  (  H e x a n al) =  0. 2  m ol/ L  u n d   c( A c et al d e h y d )  =  0. 6   m ol/ L)   w ur d e n 

k o n st a nt    g e h alt e n.    Di e s er    l et zt e      O pti  mi er u n g s s c hritt    f ü hrt e    z u    ei n er    d e utli c h e n 

V er b e s s er u n g   d e s  (r el ati v e n)    G e s a  mt u  m s at z e s   v o n   bi s   z u   9 0   %:   S o   k o n nt e n   b ei   ei n er 

s c h n ell er e n  Fl u s sr at e  v o n  7 0  µ L/ m  i n  bi s z u  7 3 %  d e s  g e  w ü n s c ht e n   M o n o al d ol pr o d u kt e  s  3 -(R )-

H  y dr o x y o ct a n al  (66 ) al s  H a u pt pr o d u kt,  1 0   %  d e s  d o p p e  lt e n   Al d ol pr o d u kt e s 5 15 1  u n d l e di gli c h 

6  %  d e s  Al d ol k o n d e n s ati o n pr o d u kt e s ( E )-O ct e n al   (1 11 1 ) er zi elt   w er d e n  ( s. A b bil d u n g  2 6 ). 

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   2 62 6 : : r el ati v er   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n    M o n o al d ol pr o d u ktr el ati v er   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n    M o n o al d ol pr o d u kt  6   6  ( o h n e    M u st er),   N e b e n pr o d u kt (( o h n e    M u st er),   N e b e n pr o d u kt (EE )-)-
O ct e n alO ct e n al    ( 1 1)( 1 1)   ( g e kr e u zt e s     M u st er)   u n d   d o p p elt e  m    Al d ol pr o d u kt( g e kr e u zt e s     M u st er)   u n d   d o p p elt e  m    Al d ol pr o d u kt  5 15 1    (li n k s g ä n gi g e    Q u er str eif e n)   s o  wi e (li n k s g ä n gi g e    Q u er str eif e n)   s o  wi e 
v er bli e b e n e s  S u b str at   H e x a n alv er bli e b e n e s  S u b str at   H e x a n al   ( 5)( 5)  (r e c ht s g ä n gi g e   Q u er str eif e n),   w el c h er  b ei  d e  m  S cr e e ni n g  d er  Fl u s sr at e (r e c ht s g ä n gi g e   Q u er str eif e n),   w el c h er  b ei  d e  m  S cr e e ni n g  d er  Fl u s sr at e 
b ei  d er  V er  w e n d u n g  d er   H al ob ei  d er  V er  w e n d u n g  d er   H al o --D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7 V  al s  Bi o k at al y s at or (C 4 7 V  al s  Bi o k at al y s at or (  Ø   Ø   3, 3,  L L  1 0 01 0 0   m  m)  er zi elt   w or d e n i st.m  m)  er zi elt   w or d e n i st.    

B a si er e n d  a uf  di e s e n  Er g e b ni s s e n   w ur d e  i  m  F ol g e n d e n  d a s s y nt h eti si ert e   M o n o al d ol pr o d u kt 

3 -(R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 ) al s   H a u pt pr o d u kt  d er  o pti  mi ert e n   D E R A -R e a kti o n  i  m   D ur c hfl u s s 

i n   k o n s e k uti v e n   R e a kti o n e n   a b g ef a n g e n   u n d   z u   Pr o d u kt e n   u  m g e s et zt,     w el c h e   ei n e 

Q u a ntifi zi er u n g  er  m ö gli c h e n s ollt e n.    
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7. 2. 2    R E A K TI  O  N S K A S K A  D E N   I   M  S E   MI-K  O  N TI  N  UI E R LI  C  H E  N R E A K TI  O  N S   M  O  D  U S  

N a c h   O pti  mi er u n g  d er  S y nt h e s e  d e s  g e  w ü n s c ht e n    M o n o al d ol pr o d u kt e s   66  w ur d e  d a s  3  -(R )-

H y dr o x y o ct a n al   (66 ) al s I nt er  m e di at f ür   R e a kti o n s k a s k a d e n  g e n ut zt.  N e b e n  d er   Et a bli er u n g 

s ol c h er   K a s k a d e n  d ur c h  di e  el e g a nt e  K o  m bi n ati o n  v o n   Bi o -  u n d   C h e  m o k at al y s e ,  di e  di e 

A n  w e n d b ar k eit   d e s   s y nt h eti si ert e n     M o n o al d ol pr o d  u kt e s  (66 )  a uf z ei g t,   s ollt e   di e    w eit er e 

U  m s et z u n g  d e s   M o n o al d ol pr o d u kt e s   (66 ) e b e nf all s  d e n  Z  w e c k  erf üll e n  d a s i n st a bil e  u n d  ni c ht 

i n  R ei nf or  m  i s oli er b ar e   Al d ol-I nt er  m e di at (66 )  q u a ntifi zi er b ar  z u    m a c h e n.   Zi el    w ar  e s   vi er 

R e a kti o n s k a s k a d e n   i  m   s e  mi -k o nti n ui erli c h e n   R e a kti o n s  m o d u s   d ur c h z uf ü hr e n,   d. h.   di e 

S y nt h e s e  d e s   D E R A -Pr o d u kt e s i  m   D ur c hfl u s s   w ur d e   mit  ei n e  m   R e a kti o n s s y st e  m i  m B at c h  

k o  m bi ni ert.    A dr e s si ert   w ur d e n  ei n e   O xi d ati o n,  ei n e  R e d u kti o n,  ei n e   All yl  -A d diti o n  s o  wi e 

ei n e  r e d u kti v e A  mi ni er u n g  d e s  3 -(R )-H y dr o x y al d e h y d   (66 ) ( v gl. S c h e  m a  4 1 ). 

 

S c h e  m a S c h e  m a  4 14 1 :   Ü b er si c ht  d er  vi er  g e pl a nt e n   R e a kti o n s k a s k a d e n i  m  s e  mi:   Ü b er si c ht  d er  vi er  g e pl a nt e n   R e a kti o n s k a s k a d e n i  m  s e  mi--k o nti n ui erli c h e n   R e a kti o n s  m o d u s. k o nti n ui erli c h e n   R e a kti o n s  m o d u s. 
G e z ei gt  ist   di e    K o  m bi n ati o n   d er    H al o  -D E R A E  C -C 4 7 V  -k at al ysi ert e n   S y nt h es e   d es   3 -(R )-H y dr o x y al d e h y d  -
I nt er  m e di at es 66   i  m  Fl o  w-M o d us  s o  wi e  di e  vi er  s e q u e n zi ell e n   R e a kti o n e n  i  m    B at c h   -M o d us  :  O xi d ati o n  z ur 
e nts pr e c h e n d e n ( R )-β -H y dr o x y  -S ä ur e 77 ,   R e d u kti o n  z u  m  1, 3-Di ol   88 ,   All yli er u n g, r e d u kti v e   A  mi ni er u n g z u  d e n 
Pr o d u kt e n 99  u n d 1 01 0 .  

D er     D E R A  -k at al y si ert e    R e a kti o n s s c hritt   i  m Fl o  w -M  o d u s     w ur d e   f ür   all e   vi er   s e  mi -

k o nti n ui erli c h e n     R e a kti o n s k a s k a d e n     u nt er     d e n     o pti  mi ert e n     R e a kti o n s b e di n g u n g e n 

d ur c h g ef ü hrt,    wi e  i n   7. 2. 1   a u s g ef ü hrt.   U  m  i n   d er   er st e n   R e a kti o n   a u sr ei c h e n d   3  -(R )-

H y dr o x y o ct a n al   (66 ) f ür  di e   w eit er e   R e a kti o n  z u  g e n eri er e n,   w ur d e n  z  w ei  F e st b ettr e a kt or e n 

(Ø   3  m  m,  L  1 0 0   m  m)  p ar all el  v er  w e n d et.   D a s  v o n  d er   D E R A  u  m g e s et zt e   R e a kti o n s g e  mi s c h 

w ur d e  n a c h   D ur c hl a uf e n  d er  R e a kt or e n  ü b er  ei n  T  -St ü c k  v er ei ni gt  u n d  ei n e I nli n e -E xtr a kti o n 

d ur c h g ef ü hrt.   Di e s e I nli n e -E xtr a kti o n  erf ol gt e  ü b er  ei n  F L L E X -S y st e  m,   w el c h e s  e b e nf all s  di e 

a n s c hli e ß e n d e  S e p ar ati o n  v o n  or g a ni s c h er  u n d   w ä s sri g er  P h a s e  er  m ö gli c ht.  Di e  or g a ni s c h e 

P h a s e,   w el c h e s  d a s  Pr o d u kt  e nt h ält,  w ur d e i n  ei n e  m i  m  Ei s b a d  b efi n dli c h e n   K ol b e n   f ür  d e n 

e nt s pr e c h e n d e n  z  w eit e n  R e a kti o n s s c hritt  g e s a  m  m elt.   Ei n e    Ü b er si c ht  d e s  e x p eri  m e nt ell e n 
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A uf b a u s   d er   d ur c h g ef ü hrt e n   R e a kti o n s k a s k a d e n  i  m  s e  mi -k o nti n ui erli c h e n    M o d u s  i st  i n 

S c h e  m a  4 2  d ar g e st ellt.  

 

S c h e  m a S c h e  m a   4 24 2 :   E x p eri  m e nt ell e s   S et:   E x p eri  m e nt ell e s   S et--U p   d er   s e  miU p   d er   s e  mi  --k o nti n ui erli c h e n    R e a kti o n s k a s k a d e n. k o nti n ui erli c h e n    R e a kti o n s k a s k a d e n. Es    w ur d e n   z  w ei 
F est b ettr e a kt or e n ( Ø   3  m  m,  L  1 0 0   m  m)   d er  H al o  -D E R A E  C -C 4 7 V  p ar all el  v er  w e n d et.   Di e   e xtr a hi ert e  or g a nis c h e 
P h as e (r ot)  w ur d e f ür  di e   w eit er e  R e a kti o n i  m  B at c h  -M o d us  g es a  m  m elt:   D ur c h g ef ü hrt   w ur d e n   ei n e  R e d u kti o n 
mit   N a B  H 4  z u  m  1, 3 -Di ol   88 ,  ei n e   O xi d ati o n  z ur β -H y dr o x y c ar b o ns ä ur e   77 ,  ei n e  All yl-A d diti o n  z ur Is ol ati o n  ei n es 
H o  m o all yl al k o h ols   99  u n d  ei n e r e d u kti v e  A  mi ni er u n g z u  m  Pr o d u kt  1 01 0 .  A n g e g e b e n si n d  di e is oli ert e n  A us b e ut e n 
n a c h s ä ul e n c hr o  m at o gr a p his c h er  R ei ni g u n g.   Di e  K o nfi g ur ati o n   w ur d e   mitt el s Dr e h  w ert b esti  m  m u n g  b est äti gt  .  

S y nt h e s e  v o n ( R )-H y dr o x y o ct a n s ä ur e   (77 ): Pi n ni c k -O xi d ati o n [ 1 8 5] 

Di e   K o  m bi n ati o n  d er   D E R A  -k at al y si ert e n  S y nt h e s e  d e s    M o n o al d ol -I nt er  m e di at e s  u n d  ei n er 

s e q u e n z i ell e n Pi n ni c k -O xi d ati o n   er  m ö gli c ht e   d e n    Z u g a n g   z ur   St off gr u p p e   d er   ( R )-β -

H y dr o x y c ar b o n s ä ur e n.    A u s g e h e n d   v o n   d e  m   3 -(R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 )  w ur d e    u nt er   d e n 

mil d e n    R e a kti o n s b e di n g u n g e n   d er Pi n ni c k -O xi d ati o n     di e   ( R )-β -H y dr o x y o ct a n s ä ur e   (77 ) 

i s oli ert,  o h n e   d a s  ei n e  S c h üt z u n g   d er   β -st ä n di g e n    H y dr o x yl gr u p p e   n ot  w e n di g    w ar.   Al s 

a kti v e s   O xi d ati o n s  mitt el  d er   Al d e h y df u n kti o n  di e nt e  N a  Cl  O 2 ,  b z  w. di e  i n  sit u u nt er  a ci d e n 

B e di n g u n g e n  g e bil d et e  c hl ori g e  S ä ur e ( v gl.  S c h e  m a  4 3 ). U  m  u n er  w ü n s c ht e   N e b e nr e a kti o n e n 

d er  h y p o c hl ori g e n  S ä ur e,   w el c h e   w ä hr e n d  d er  R e a kti o n  al s   N e b e n pr o d u kt  a nf ällt  u n d  s el b st 

wi e d er u  m  ei n r e a kti v e s   O xi d ati o n s  mitt el i st  , z u  u nt er bi n d e n, w ur d e  d er  R e a kti o n  ei n „  O pf er  -

S u b str at“,   2 -M et h yl e n  -2 -b ut e n  (5 35 3 ),   hi n z u g ef ü gt.  Di e s e s  r e a gi ert    mit   d er    h y p o c hl ori g e n 

S ä ur e  a b,  s o  d a s s  d a s  a kti v e  O xi d ati o n s  mitt el   N a  Cl  O 2  ni c ht  a uf  u n er  w ü n s c ht e    W ei s e  d ur c h 

di e  h y p o c hl ori g e  S ä ur e  z er st ört   wir d  ( v gl. S c h e  m a  4 3 ). 
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S c h e  m a S c h e  m a   4 34 3 :    R e a kti o n s s c h e  m a   d er :    R e a kti o n s s c h e  m a   d er Pi n ni c kPi n ni c k    O xi d ati o n  s o  wi e   d er   z u gr u n d eli e g e n d e    M e c h a ni s  m u s   d er O xi d ati o n  s o  wi e   d er   z u gr u n d eli e g e n d e    M e c h a ni s  m u s   d er 
Al d e h y dAl d e h y d --O xi d ati o n   z ur   e nt s pr e c h e n d e n     C ar b o n s ä ur e   (O xi d ati o n   z ur   e nt s pr e c h e n d e n     C ar b o n s ä ur e   (  77 )    u n d     N e b e nr e a kti o n   z u  m     A bf a n g e n    d e s )    u n d     N e b e nr e a kti o n   z u  m     A bf a n g e n    d e s 
N e b e n pr o d u kt e s N e b e n pr o d u kt e s    hh y p o c hl ori g e    S ä ur ey p o c hl ori g e    S ä ur e      mitt el s    2mitt el s    2  --M et h ylM et h yl   -2 --2 -b ut e nb ut e n   ( 5 3( 5 3)). . A:      N a c h    Pr ot o ni er u n g    d er 
Al d e h y df u n kti o n  u n d  p eri c y clis c h er   R e a kti o n  e ntst e ht  di e  e nts pr e c h e n d e   C ar b o ns ä ur e   77 .   B: „  O pf er-S u bstr at“  
2 -M et h yl  -2 -b ut e n  (5 35 3 ) z u  m   A bf a n g e n  d er  g e bil d et e n  h y p o c hl ori g e n  S ä ur e,  u  m  u n er  w ü ns c ht e   Z erst ör u n g  d es 
a kti v e n   O xi d ati o ns  mitt els   N a  Cl  O 2  z u  u nt er bi n d e n.   

A uf  di e s e    W ei s e   k o n nt e n  n a c h    A uf ar b eit u n g  u n d  s ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi s c h er   R ei ni g u n g 

2 7 0  m g ( R)  -H y dr o x y o ct a n s ä ur e   (77 ) ( 1. 7 m  m ol,  4 3   %  A u s b e ut e) i s oli ert   w er d e n.    

S y nt h e s e  v o n ( R )-O ct a n  -1, 3 -di ol  (88 ): R e d u kti o n  mit   N a B  H 4  

D a s   1, 3  -Di ol   88    w ur d e   ü b er   ei n e   ei nf a c h e    R e d u kti o n     mit     N a B  H 4    s y nt h eti si ert.   D a s 

N atri u  m b or h y dri d f u n gi ert  al s  s y nt h eti s c h e s   Ä q ui v al e nt  ei n e s   H y dri d  -N u kl e o p hil s,   w el c h e s 

di e  Al d e h y df u n kti o n z ur  e nt s pr e c h e n d e n   H y dr o x ylf u n kti o n alit ät r e d u zi ert.  N a c h  Z u g a b e  d e s 

N a B  H 4   z ur   or g a ni s c h e n   P h a s e   d e s   er st e n    D E R A -k at al y si ert e n   R e a kti o n s s c hritt e s ,   ei n er 

R e a kti o n s z eit  v o n  4  h  u n d  s ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi s c h er  R ei ni g u n g   w ur d e n  ü b er  di e  b ei d e n 

R e a kti o n s s c hritt e  5 6  %  d e s  e n a nti o  m er e nr ei n e n ( R )-O ct a n  -1, 3 -di ol  (88 ) i s oli ert. 

S y nt h e s e  v o n ( 6 R) -U n d e c  -1 -e n -4, 6 -di ol  (99 ): All yl -A d diti o n  

F ür    di e     A d diti o n    ei n e s     All ylr e st e s    a n    d a s   ( R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 )   w ur d e    Pi n a k ol  -

All yl b or o n at  (5 45 4 ) v er  w e n d et.   D a  All yl -A d diti o n e n  b e k a n nt er  m a ß e n s e hr  W a s s er   -e  m pfi n dli c h 

si n d,   w ur d e  n a c h  erf ol gt er   D E R A -K at al y s e  u n d I nli n e -E xtr a kti o n  ü b er  d a s  F L L E X -S y st e  m  ei n 

w eit er er  F e st b ettr e a kt or,  g ef üllt    mit    M ol e k ul ar si e b  ( 4   Å),  z ur  Tr o c k n u n g  d er  or g a ni s c h e n 

P h a s e  a n g e s c hl o s s e n  u n d  d a s  g etr o c k n et e  Pr o d u kt g e  mi s c h  i n  ei n e  m   K ol b e n  a uf g ef a n g e n. 

S o d a n n   w ur d e  d a s  All yl -R e a g e n z  5 45 4  hi n z u g ef ü gt  u n d  di e  R e a kti o n  ü b er   N a c ht  b ei  R T  g er ü hrt. 

D a  d er  er st e   D E R A  -k at al y si ert e  R e a kti o n s s c hritt  k ei n e n  v oll e n   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n  3 -

(R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 ) a uf  w i e s,  s o n d er n  a u c h  S p ur e n  d e s  d o p p elt e n  Al d ol pr o d u kt e s 5 15 1  u n d 
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Al d ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt e s   1 11 1     e nt hi elt ,    r e s ulti ert e     di e      All yl ad diti o n     i n     ei n e  m 

Pr o d u kt g e  mi s c h.      N a c h     s ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi s c h er     R ei ni g u n g      w ur d e n     5 8  %     d e s 

g e  w ü n s c ht e n  Pr o d u kt e s  ( 6 R )-U n d e c  -1 -e n -4, 6 -di ol  (99 )  mit  ei n e  m    Di a st er e o  m er e n  v er h ält ni s 

v o n  8 0: 2 0 i s oli ert.  

S y nt h e s e  v o n ( R )-1 -( B e n z yl a  mi n o) o ct a n-3 -ol  (1 01 0 ): (  Dir e kt e)  R e d u kti v e A  mi ni er u n g  

Z ur  r e d u kti v e n A  mi ni er u n g  d e s ( R )-H y dr o x y o ct a n al s   (66 ) w ur d e   i  m  er st e n  S c hritt z ur Bil d u n g 

d e s  e nt s pr e c h e n d e n I  mi n s  5 55 5  ei n e   Ä q ui v al e nt e   B e n z yl a  mi n  (5 65 6 ) z ur  or g a ni s c h e n  P h a s e  d e s 

er st e n    D E R A -k at al y si ert e n  R e a kti o n s s c hritt s  hi n z u g ef ü gt   u n d  ü b er    N a c ht  g er ü hrt . O h n e 

I s oli er u n g  d e s  I  mi n s 5 55 5   f ol gt e  a n s c hli e ß e n d   i n  ei n er   Ei nt o pfr e a kti o n  di e   R e d u kti o n   d e s 

I  mi n s 5 55 5   mitt el s    N a B  H 4   z u  m  g e  w ü n s c ht e n    A  mi ni er u n g s pr o d u kt  1 01 0   ( v gl.  S c h e  m a   4 4 ).  S o 

w ur d e   n a c h  s ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi s c h er    R ei ni g u n g  5 6  %   d e s  ( R )-( B e n z yl a  mi n o)-o ct a n -3 -

ol  (1 01 0 ) i s oli ert. 

 

S c h e  m a S c h e  m a  4 44 4 :  R e a kti o n s s c h e  m a  d er  dir e kt e n r e d u kti v e n  A  mi ni er u n g  z u  m  g e  w ü n s c ht e n  Pr o d u kt:  R e a kti o n s s c h e  m a  d er  dir e kt e n r e d u kti v e n  A  mi ni er u n g  z u  m  g e  w ü n s c ht e n  Pr o d u kt  1 0 s o  wi e  d er 1 0 s o  wi e  d er 
z u gr u n d eli e g e n d e   M e c h a ni s  m u s  ü b er  di e  Bil d u n g  d e s I  mi nz u gr u n d eli e g e n d e   M e c h a ni s  m u s  ü b er  di e  Bil d u n g  d e s I  mi n --I nt er  m e di at e sI nt er  m e di at e s  5 5.5 5.   

  



 
 

1 1 0  

7. 2. 3    S Y  N T  H E S E   D E S A L  D  O L K  O  N  D E  N S A TI  O  N S P R  O  D  U K T E S  I   M  K  O  N TI  N  UIE R LI  C  H E  N 

R E A K TI  O  N S   M  O  D  U S  

N e b e n  d e  r  vi er  R e a kti o n s k a s k a d e n  i  m  s e  mi -k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s,    w ur d e  di e 

g e zi elt e  S y nt h e s e  d e s    Al d ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt e s,  al s o  di e  g e zi elt e  S y nt h e s e  v o n   α ,β -

u n g e s ätti gt e n   Al d e h y d e n  a dr e s si ert.   V i el e   Ar o  m a st off e u  mf a s s e n  s ol c h e   α ,β -u n g e s ätti gt e n 

Al d e h y d e [ 1 8 6]  w o  mit  si e  ei n    i nt er e s s a nt e s  Str u kt ur  m oti v  d ar st ell e n .  Mit    H e x a n al   (55 )  al s 

M o d ell s u b str at  s ollt e  k o n kr et  d a s ( E )-O ct e n al   (1 11 1 ) i s oli ert   w er d e n. Di e s e  r α ,β -u n g e s ätti gt e 

Al d e h y d i st  ei n e  b e k a n nt e  Ar o  m a st off  -K o  m p o n e nt e i n  di v er s e n  Fr ü c ht e n  u n d  Pil z e n. [ 6,  1 8 6,  1 8 7] 

Di e     S y nt h e s e     w ur d e    v orli e g e n d    i  m    k o nti n ui erli c h e n    R e a kti o n s  m o d u s    d ur c h g ef ü hrt. 

B e z ü gli c h  d er    W a hl  d e s   Bi o k at al y s at or s    w ur d e   v o  m  Pr ot o k oll  d er  s e  mi -k o nti n ui erli c h e n 

R e a kti o n e n  a b g e  wi c h e n:   Z ur  g e zi elt e n   S y nt h e s e  d e s  α ,β -u n g e s ätti gt e n   Al d e h y d s  w ur d e  di e 

H al o  -D E R A E  C -C 4 7  M   g e  w ä hlt,   d a   b ei   di e s er   E n z y  m v ari a nt e   b er eit s   di e     Bil d u n g   d e s 

Al d ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt s  1 11 1  b e v or z u gt er  i st ( v gl.  K a pit el 7. 2. 1 ). 

Di e  Eli  mi ni er u n g  v o n    W a s s er  a u s g e h e n d  v o n  d e  m  3  -(R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 ) k a n n  s o  w o hl 

u nt er   a ci d e n   al s   a u c h   v o n   b a si s c h e n   R e a kti o n s b e di n g u n g e n    k at al y si ert   w er d e n  .  Di e 

V er  w e n d u n g v o n I o n e n a u st a u s c h h ar z e n,  di e e s s o  w o hl i n  a ci d er  al s  a u c h  b a si s c h er  F or  m  gi bt, 

er  m ö gli c h t ei n e s a ur e  b z  w.  b a si s c h e  K at al y s e i  m  Fl o  w -M o d u s, i n d e  m   m a n  F e st b ettr e a kt or e n 

mit     d e  m     e nt s pr e c h e n d e n     I o n e n a u st a u s c h h ar z     b ef üllt.    Dr ei     v er s c hi e d e n e 

I o n e n a u st a u s c h h ar z e      w ur d e n     g et e st et,     d a v o n    z  w ei    a ci d er     u n d    ei ne s    b a si s c h er 

A u sf ü hr u n g sf or  m:    A  m b erl y s tT  M   1 5  ( k ur z:    A   1 5;   s a u er),    A  m b erlit e T  M   I R-1 2 0  ( s a u er)   u n d 

A  m b erl y st T  M  A -2 1 ( b a si s c h).  

Z u n ä c h st   w ur d e n   k o n s e k uti v e  V er s u c h e i  m  B at c h -M o d u s  d ur c h g ef ü hrt   ,  u  m  di e  Eff e kti vit ät 

d er  dr ei I o n e n a u st a u s c h h ar z e  z u t e st e n  u n d  z u  v er gl ei c h e n .  D a z u   w ur d e   di e  v or g e s c h alt et e 

D E R A  -k at al y si ert e  R e a kti o n  i  m Fl o  w  u nt er  d e n  o pti  mi ert e n  B e di n g u n g e n  mit  d e n  S u b str at e n 

H e x a n al   (55 )  ( c  =  0. 2  m ol/ L)   u n d    A c et al d e h y d   (22 )  (c   =   0. 6  m ol/ L  )  u nt er    V er  w e n d u n g   d er 

D E R A E  C -C 4 7  M   g e p a c kt  i n   ei n e  m   5   c  m   F e st b ettr e a kt or s  ( Ø   3  m  m,   L    5 0  m  m  )  i n   ei n e  m 

M a ß st a b   v o n   j e  w eil s   5    m L   d ur c h g ef ü hrt    u n d   d a s   Pr o d u kt g e  mi s c h   i n   ei n e  m    K ol b e n 

g e s a  m  m elt . A n s c hli e ß e n d   w ur d e   d a s j e  w eili g e  I o n e n a u st a u s c h h ar z  z u  d e  m  Pr o d u kt g e  mi s c h 

hi n z u g ef ü gt  u n d  d a s  R e a kti o n s g e  mi s c h  g er ü hrt.   N a c h  1 5,  3 0  u n d  4 5  Mi n ut e n   w ur d e n  Pr o b e n 

e nt n o  m  m e n   u n d   g a s c hr o  m at o gr a p hi s c h   hi n si c htli c h  i hr er   Pr o d u kt v ert eil u n g   a n al y si ert. 

T a b ell e  1 3  z ei gt  di e  r el ati v e n   U  m s ät z e  z u  d e  m  α ,β -u n g e s ätti gt e n   Al d e h y d   (E )-O ct e n al   (1 11 1 ) 

u n d  d e  m  3 -(R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 ) v er gl ei c h e n d f ür  all e  g et e st et e n I o n e n a u st a u s c h h ar z e  u n d 

R e a kti o n s z eit e n.   W ä hr e n d  b ei  d e n  b ei d e n  a ci d e n  I o n e n a u st a u s c h h ar z e n   A  1 5  u n d  I R   -1 2 0 



 
 

1 1 1  

a u c h  n a c h  4 5  Mi n  ut e n  k ei n  n e n n e n s  w ert er   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n   (E )-O ct e n al   (1 11 1 ) z u 

er k e n n e n   i st,   w ur d e     n a c h   3 0  Mi n  ut e n    R e a kti o n s z eit   b ei    V er  w e n d u n g   d e s   b a si s c h e n 

A  m b erl y st T  M    A -2 1    b er eit s    di e     Bil d u n g   v o n   ( E) -O ct e n al   (1 11 1 ) b e o b a c ht e t.     Mit   ei n e  m 

A nf a n g s v er h ält ni s  v o n r u n d  7: 9 3 ( E )-O ct e n al: 3  -(R )-H y dr o x y o ct a n al   v er s c h o b si c h  di e s e s  n a c h 

3 0  Mi n  ut e n   a uf   ei n   Pr o d u kt v er h ält ni s   v o n   4 9: 5 1  ( E )-O ct e n al: 3  -(R )-H y dr o x y o ct a n al.    D a s 

Pr o d u kt g e  mi s c h    w ur d e  f ür    w eit er e  6 0  h   g er ü hrt .  Er n e ut e   Pr o b e n e nt n a h  m e  z ei gt e  ei n e n 

n a h e z u    v oll st ä n di g e n     U  m s at z    d e s      M o n o al d ol pr o d u kt e s  (66 )   z u  m    g e  w ü n s c ht e n    α ,β -

u n g e s ätti gt e n  Al d e h y d  (E )-O ct e n al   (1 11 1 ).  

T a b ell e T a b ell e   1 31 3 : :  S cr e e ni n g   v o n  I o n e n a u st a u s c h h ar z e nS cr e e ni n g   v o n  I o n e n a u st a u s c h h ar z e n    z ur   S y nt h e s e   v o n  (z ur   S y nt h e s e   v o n  ( EE )-)-O ct e n alO ct e n al    ( 1 1)( 1 1)   a u s g e h e n d   v o  m a u s g e h e n d   v o  m 
M o n o al d ol pr o d u kt  3M o n o al d ol pr o d u kt  3   -(-(RR )-)-H y dr o x y o ct a n alH y dr o x y o ct a n al    ( 6)( 6)   i  m    B at c hi  m    B at c h. . N a c h  erf ol gt er    D E R A  -k at al ysi ert e n   R e a kti o n  i  m 
D ur c hfl uss   w ur d e  d as  Pr o d u kt g e  mis c h    mit  j e  w eils  ei n e  m  d er  I o n e n a ust a us c h h ar z e   A  m b erl yst T  M  1 5  ( a ci d e), 
A  m b erlit e T  M  I R-1 2 0  ( a ci d e) o d er  A  m b erl yst T  M  A -2 1  ( b asis c h) v ers et zt  u n d  di e  R e a kti o n  n a c h  1 5,  3 0  u n d  4 5  Mi n 
g as c hr o  m at o gr a p his c h  a n al ysi ert.   [ a]  r el ati v er    U  ms at z  z u  ( E )-O ct e n al   (1 11 1 ).  [b ]  r el ati v er    U  ms at z  z u  3-(R )-
H y dr o x y o ct a n al   (66 ).  

K at al y s at orK at al y s at or       R e a kti o n s z eit [   Mi n]R e a kti o n s z eit [   Mi n]      ((EE )-)-O ct e n alO ct e n al    ( 1 1)( 1 1)  
[  %][  %] [ a][ a]  

3 -(3 -(RR )-)-H y dr o x y o ct a n alH y dr o x y o ct a n al    ( 6)( 6)  
[  %][  %] [ b][ b]  

A  1 5  
I R-1 2 0  
A -2 1  

1 5  
1 5  
1 5  

2 0  
2 0  
7  

8 0  
8 0  
9 3  

A  1 5  
I R-1 2 0  
A -2 1  

3 0  
3 0  
3 0  

1 8  
1 7  
4 9  

8 2  
8 3  
5 1  

A  1 5   
I R-1 2 0  
A -2 1  

4 5  
4 5  
4 5  

1 9  
2 1  
4 9  

8 1  
7 9  
5 1  

A -2 1     6 0  h  9 8  2  

 

I  m  n ä c h st e n  S c hritt   w ur d e  d a s  E x p eri  m e nt  i n  d e n  k o nti n ui erli c h e n Fl o  w -R e a kti o n s  m o d u s 

ü b ertr a g e n.   D af ür   w ur d e  ei n  1 5  c  m l a n g er  F e st b ettr e a kt or (  O  m nifit ®;  Ø   3  m  m,  L    1 5 0  m  m  ) 

mit  d e  m  I o n e n a u st a u s c h h ar z   A  -2 1  b ef üllt  u n d  d er  R e a kt or  hi nt er  d a s  F L L E X -S y st e  m,  d. h. 

n a c h  E xtr a kti o n  d er    D E R A -R e a kti o n   u n d  P h a s e ntr e n n u n g ,  g e s c h alt et.  Z u n ä c h st    w a r  ei n 

S cr e e ni n g  d er  Fl u s sr at e  n ot  w e n di g ,  u  m  di e  o pti  m al e   K o nt a kt z eit  z  wi s c h e n  S u b str at ( al s o  3-

(R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 )) u n d  b a si s c h e  m  K at al y s at or z u er  mitt el n.  D a s  b e st e  Er g e b ni s s e   w ur d e   

mit  ei n er  Fl u s sr at e  v o n  1 0   µ L/ m  i n  er zi elt ( v gl. T a b ell e  1 4 ),   w o b ei  si c h  ei n  Pr o d u kt v er h ält ni s 

v o n  5 1: 4 9 ( E )-O ct e n al:  3  -(R )-H y dr o x y o ct a n al  ei n st ellt e.   U  m  d e n   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n 

u n g e s ätti gt e n   Al d e h y d  1 11 1  w eit er  z u  st ei g er n  ,   w ur d e  di e    M e n g e  a n  b a si s c h e  m   K at al y s at or 

er h ö ht.  K o n kr et   w ur d e  ei n  z  w eit er  1 5  c  m l a n g er  F e st b ettr e a kt or ( Ø   3  m  m,  L   1 5 0  m  m  )  hi nt er 

d e n  er st e n  F e st b ettr e a kt or   mit   A -2 1  g e s c h alt et .   A uf  di e s e    W ei s e w ur d e   v oll er   U  m s at z  z u  m 

g e  w ü n s c ht e n  α ,β -u n g e s ätti gt e n  Al d e h y d ( E )-O ct e n al   (1 11 1 ) er zi elt.  S o  k o n nt e  b ei  V er  w e n d u n g 

ei n e s    k o nti n ui erli c h e n    R e a kti o n s  m o d u s    ü b er    di e     K o  m bi n ati o n    z  w ei er    v er s c hi e d e n 



 
 

1 1 2  

k at al yti s c h -a kti v er   F e st b ettr e a kt or e n   (  D E R A -K at al y s e   u n d    B a s e -K at al y s e)   di e    g e zi elt e 

S y nt h e s e  d e s  (E )-O ct e n al  s  (1 11 1 ) mit ei n er  A u s b e ut e v o n  6 0   % ( ü b er z  w ei  St uf e n ) er zi elt   w er d e n. 

D  er  fi n al e  e x p eri  m e nt ell e A uf b a u  i st i n S c h e  m a  4 5  d ar g e st ellt.   

T a b ell e T a b ell e   1 41 4 : :  S cr e e ni n g   d er   Fl u s sr at e  f ür   di e  I nS cr e e ni n g   d er   Fl u s sr at e  f ür   di e  I n --li n e   Eli  mi ni er u n g  v o n    W a s s er  z u  mli n e   Eli  mi ni er u n g  v o n    W a s s er  z u  m   g e  w ü n s c ht e n g e  w ü n s c ht e n   αα ,,ββ --
u n g e s ätti gt e n   Al d e h y d  (u n g e s ätti gt e n   Al d e h y d  ( EE )-)-O ct e n alO ct e n al    ( 1 1)( 1 1)   a u s g e h e n d  v o  m  3a u s g e h e n d  v o  m  3 -(-(RR )-)-H y dr o x y o ct a n alH y dr o x y o ct a n al    ( 6)( 6)   mitt el s  d e s  b a si s c h e n mitt el s  d e s  b a si s c h e n 
I o n e n a u st a u s c h h ar z e s   AI o n e n a u st a u s c h h ar z e s   A--2 1. 2 1. V er  w e n d et   w ur d e  ei n  F est b ettr e a kt or   mit  d e n    M a ß e n   Ø  3   m  m,   L  1 5 0   m  m . [ a] 
r el ati v er   U  ms at z  z u (E )-O ct e n al ( 1 11 1 ). [b ] r el ati v er   U  ms at z  z u  3-(R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 ). 

K at al y s at or, K at al y s at or, 
D ur c h  m e s s er  u n d D ur c h  m e s s er  u n d 
L ä n g e  d e s  R e a kt or sL ä n g e  d e s  R e a kt or s   

Fl u s sr at eFl u s sr at e   
[[µµ L/L/ mm  i n]i n]  

((EE )-)-O ct e n alO ct e n al    ( 1 1)( 1 1)  
[  %][  %] [ a][ a]  

3 -(3 -(RR )-)-H y dr o x y o ct a n alH y dr o x y o ct a n al    ( 6)( 6)  
[  %][  %] [ b][ b]  

A -2 1  
(Ø   3  m  m,   
L  1 5 0  m  m  ) 

5 0  
3 0  
1 0  

1 2  
4 8  
5 1  

8 8  
5 2  
4 9  

    
A -2 1  
 2  x (  Ø  3  m  m,   
L  1 5 0  m  m)    
=  L  3 0  m  m   

1 0  1 0 0  0  

 

 

S c h e  m a S c h e  m a   4 54 5 :  E x p eri  m e nt ell e:  E x p eri  m e nt ell er r  A uf b a uA uf b a u    d er  k o nti n ui erli c h e n  z  w ei st ufi g e n  S y nt h e s e  d e s d er  k o nti n ui erli c h e n  z  w ei st ufi g e n  S y nt h e s e  d e s   αα ,,ββ --u n g e s ätti gt e n u n g e s ätti gt e n 
Al d e h y d s (Al d e h y d s ( EE )-)-O ct e n alO ct e n al    ( 1 1)( 1 1)  i  m i  m Fl o  wFl o  w --M o d u s  b ei   K o  m bi n ati o n  ei n e s   D E R AM o d u s  b ei   K o  m bi n ati o n  ei n e s   D E R A   --k at al y si ert e n   R e a kti o n s s c hritt e s k at al y si ert e n   R e a kti o n s s c hritt e s 
z u  m  3z u  m  3 -(-(RR )-)-H y dr o x y o ct a n alH y dr o x y o ct a n al    ( 6)( 6)  u n d  ei n e  s e q u e n zi ell e I nli n eu n d  ei n e  s e q u e n zi ell e I nli n e --Eli  mi ni er u n g  k at al y si ert   mit  ei n e  m  b a si s c h e n Eli  mi ni er u n g  k at al y si ert   mit  ei n e  m  b a si s c h e n 
I o n e n a u st a u s c h h ar z   AI o n e n a u st a u s c h h ar z   A--2 1. 2 1. P ar all el e   V er  w e n d u n g  z  w ei er  F est b ettr e a kt or e n  ( Ø   3  m  m,  L    5 0  m  m)   g e p a c kt    mit 
H al o  -D E R A E  C -C 4 7  M.   N a c h  E xtr a kti o n  u n d  P h as e ntr e n n u n g,   w ur d e  d as  R e a kti o ns g e  mis c h  d ur c h  z  w ei i n  R ei h e 
g es c h alt et e  F est b ettr e a kt or e n  b ei n h alt e n d   A -2 1  (Ø   3  m  m,  L   1 5 0  m  m  )  z ur  Eli  mi ni er u n g  v o n    W ass er  g e p u  m pt. 
6 0  % (is oli ert es  Pr o d u kt  ü b er  z  w ei  St uf e n)   d es  α ,β -u n g es ätti gt e n  Al d e h y ds ( E )-O ct e n al   (1 11 1 ) w ur d e n   is oli ert. 

  



 
 

1 1 3  

7. 2. 4    U N T E R S  U  C  H  U  N  G   D E R I  N  SI T  U A C E T A L  D E  H Y  D -B E R EI T S T E L L  U  N  G  I   M 

K  O  N TI  N  UI E R LI  C  H E  N S Y S T E   M  

Ei n e  d er  gr o ß e n   H  er a u sf or d er u n g e n   b ei  d er    A n  w e n d u n g  d er    D E R A  i n  d er  or g a ni s c h e n 

S y nt h e s e i st i hr  S u b str at  A c et al d e h y d  (22 ).  E s  er s c h  w ert di e  E nt  wi c kl u n g  m ö gli c h st  effi zi e nt e  r 

u n d   r e pr o d u zi er b ar e r  S y nt h e s e n   ni c ht   n ur   a uf gr u n d   s ei n er   Ei g e n s c h aft   di e    D E R A   z u 

i n a kti vi er e n,  s o n d er n  er s c h  w ert  e s  a u c h   di e   pr a kti s c h e    D ur c hf ü hr u n g   d er   E x p eri  m e nt e 

a uf gr u n d  s ei n er  h o h e n  Fl ü c hti g k eit.    Mit  ei n e  m  Si e d e p u n kt  v o n  2 1  °  C  i st   A c et al d e h y d  (22 ) 

b er eit s  b ei  R a u  mt e  m p er at ur fl ü c hti g. [ 1 8 8] D a  mit  erf or d ert  e s   Ü b u n g   A c et al d e h y d  (22 ) pr ä zi s e 

z u    pi p etti er e n,    u  m    di e    R e pr o d u zi er b ar k eit    ni c ht   z u    g ef ä hr d e n.     Z u d e  m    n ei gt    di e 

( g e s u n d h eit s g ef ä hr d e n d e) S u b st a n z  b ei s c hl e c ht er  L a g er u n g  a uf gr u n d  v o n  Oli g o  m eri si er u n g   

u n br a u c h b ar  z u   w er d e n.  D a h er i st  e s   v o n  gr o ß e  m I nt er e s s e,  L ö s u n g e n  z u fi n d e n,   w el c h e  d e n 

U  m g a n g    mit  d e  m  n ot  w e n di g e n  S u b str at  d er    D E R A  erl ei c ht er n.  Ei n  e n   m ö gli c h e  n   A n s at z 

k ö n nt e  di e i n  sit u H er st ell u n g  v o n   A c et al d e h y d   (22 ) bi et e n ,  al s o  ei n e  d er  ei g e ntli c h e n   D E R A-

k at al y si ert e n     R e a kti o n     v or g el a g ert e     Bil d u n g     v o n      A c et al d e h y d    u n  mitt el b ar    i  m 

R e a kti o n s  m e di u  m.   

S o  b e s c h äfti gt e  si c h  ei n  T eil  d er  v orli e g e n d e n   Ar b eit    mit   d er  St u di e  ei n er  s ol c h e n i n  sit u 

B er eit st ell u n g  d e s  A c et al d e h y d s  (22 ) u n d z  w ar i  m Fl o  w -M o d u s.   Al s  A c et al d e h y d -Q u ell e   w ur d e 

P ar al d e h y d  (5 75 7 ) v er  w e n d et,  d e  m  Tri  m er  v o n   A c et al d e h y d,  d a s  ei n e n  h o h e n  Si e d e p u n kt  v o n 

1 2 4  °  C  a uf  w ei st  u n d  s o  mit  d e utli c h  ei nf a c h er  i n  d er    H a n d h a b u n g   i st.[ 1 8 9]  U nt er  s a ur e n 

R e a kti o n s b e di n g u n g e n     w er d e n    a u s    ei n e  m      M ol e k ül    P ar al d e h y d  (5 75 7 )   dr ei    M ol e k ül e 

A c et al d e h y d  (22 ) fr ei g e s et zt ( v gl. S c h e  m a  4 6 ). U  m  ei n e  s ol c h e  S ä ur e  -k at al y si ert e  Fr ei s et z u n g 

v o n   A c et al d e h y d  (22 ) i  m Fl o  w -M o d u s  z u  er  m ö gli c h e n,   w ur d e  v er s u c ht  di e   O b erfl ä c h e  ei n e s 

Mi kr or e a kt or  a u s   Gl a s ( s.   S c h e  m a  4 6 ) z u f u n kti o n ali si er e n. Ri c ci ar di  et  al.  b eri c ht e n  v o n  ei n er 

M ö gli c h k eit    d er    A u s bil d u n g  ei n e s  a ci d e n    M o n ol a y er s   a uf   d e n   I n n e n  w ä n d e  ei n e s    Gl a s-

Mi kr or e a kt or s  vi a  F u n kti o n ali si er u n g   mit  1, 2, 2   -Trifl u or o -2 -h y dr o x y -1 -(trifl u or o  m et h yl)et h a n 

s ulf o n s ä ur e    β -s ult o n  (5 85 8 ).[ 1 0 4]   N a c h    gr ü n dli c h er    R ei ni g u n g    d e s      Mi kr or e a kt or s      mit 

P er o x o  m o n o s c h  w ef el s ä ur e  („ Pir a n h a-S ä ur e“ ) w ur d e  ei n e  L ö s u n g  d e s   β -S ult o n s  5 85 8  f ür  4 h  b ei 

7 5  °  C   u n d  ei n er   Fl u s sr at e  v o n  0. 0 5 µ L/ m  i n   d ur c h   d e n    Mi kr or e a kt or   g e p u  m pt.  U  m   d e n 

Mi kr or e a kt or  ü b er  d e n   Z eitr a u  m  v o n  4    h  k o n st a nt  a uf  7 5  °  C  z u  h ei z e n   w ur d e n   V er s u c h e 

s o  w o hl     i  m     S a n d b a d     al s     a u c h     i  m      W a s s er b a d     u nt er n o  m  m e n.    N a c h     d e  m 

F u n kti o n ali si er u n g s s c hritt  f ol gt e n  er st e  T e stl ä uf e  z ur  Fr ei s et z u n g  v o n   A c et al d e h y d  (22 ) a u s 

P ar al d e h y d  (5 75 7 ). D a  d a s   Zi el  di e   V er  w e n d u n g  i n   K o  m bi n ati o n    mit  d er  o pti  mi ert e n   D E R A  -

R e a kti o n i st  u n d  di e  n ot  w e n di g e   A c et al d e h y d k o n z e ntr ati o n   b ei  0. 6  m ol/ L   li e gt,   w ur d e  ei n e 

0. 2  m ol ar e  L ö s u n g  v o n  P ar al d e h y d   (5 75 7 )  d ur c h  d e n    Mi kr or e a kt or  g e p u  m pt.    D a b ei    w ur d e n 
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Fl u s sr at e n  v o n  5 5 0  µ L/  Mi n  bi s  1 0  µ L/ m  i n  g et e st et. L e di gli c h  di e  E x p eri  m e nt e   mit  Fl u s sr at e n 

v o n   ≤  5 0  µ L/ m  i n  z ei gt e n  g eri n g e   S p ur e n  v o n    A c et al d e h y d  (22 ),   h a u pt s ä c hli c h  z ei gt e n  di e 

Pr o b e n   ni c ht   u  m g e s et zt e n   P ar al d e h y d  (5 75 7 ).  D a    V er s u c h e  i  m    B at c h  di e  Fr ei s et z u n g  v o n 

A c et al d e h y d  (22 ) a u s  P ar al d e h y d  (5 75 7 ) u nt er  s a ur er   K at al y s e  b e st äti gt e n, l a g  di e   V er  m ut u n g 

n a h e,   d a s s   di e   F u n kti o n ali si er u n g   d e s    Mi kr or e a kt or s   ni c ht   erf ol gr ei c h    w ar.    M e hrf a c h e 

Wi e d er h ol u n g e n  s c hl u g e n  f e hl.    E s    wir d  v er  m ut et,  d a s s  b e s o n d er s  di e   S c h  wi eri g k e it  d er 

A ufr e c ht er h alt u n g     d er     k o n st a nt e n     T e  m p er at ur     v o n     7 5   °  C    w ä hr e n d     d e s 

F u n kti o n ali si er u n g s s c hritt e s    gl ei c h  m ä ßi g    v ert eilt    ü b er    d e n    g e s a  mt e n      Mi kr or e a kt or 

a u s s c hl a g g e b e n d f ür  di e  n e g ati v e n  R e s ult at e   w ar e n .  

 

S c h e  m a S c h e  m a  4 64 6 :  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d er  F u n kti o n ali si er u n g  d er I n n e n  w ä n d e  ei n e s    Mi kr or e a kt or s  z ur :  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d er  F u n kti o n ali si er u n g  d er I n n e n  w ä n d e  ei n e s    Mi kr or e a kt or s  z ur i n i n 
sit usit u   Fr ei s et z u n g  v o n   A c et al d e h y dFr ei s et z u n g  v o n   A c et al d e h y d   ( 2)( 2)  i  m i  m Fl o  wFl o  w --M o d u s. M o d u s. Di e  F u n kti o n alisi er u n g   mit   1, 2, 2 -Trifl u or o -2 -h y dr o x y -
1 -(trifl u or o  m et h yl) et h a n s ulf o ns ä ur e β -s ult o n  (5 85 8 ) erf ol gt e  a n h a n d  d es  Pr ot o k olls  v o n Ri c ci ar di  et  al.  ( 2 0 1 4).[ 1 0 4][ 1 0 4]    

Alt er n ati v e   V er s u c h e   mit  F e st b ettr e a kt or e n,  g e p a c kt   mit  s a ur e n I o n e n a u st a u s c h h ar z e n   wi e 

z. B.    A  m b erlit e T  M   I R-1 2 0   z ei gt e n   z  w ar   g ut e   Er g e b ni s s e   b e z ü gli c h   d er    U  m s et z u n g   v o n 

P ar al d e h y d  (5 75 7 ) z u   A c et al d e h y d  (22 ). Di e  st ar k e  E  m pfi n dli c h k eit  d er   D E R A i  m   Hi n bli c k  a uf 

s a ur e  R e a kti o n s b e di n g u n g e n  er s c h  w ert e n  all er di n g s  di e   K o  m bi n ati o n  ei n e s  v or g el a g ert e n 

F e st b ettr e a kt or s    mit    A  m b erlit e T  M   I R-1 2 0   u n d   ei n e  m  f ol g e n d e n   F e st b ettr e a kt or    mit   d er 

D E R A E  C -C 4 7 V.  Tr ot z   m e hrf a c h er  u n d  gr ü n dli c h er  S p ül u n g  d e s   A  m b erlit e I R  -1 2 0  v or  s ei n er 

A n  w e n d u n g  z ur  E ntf er n u n g  v o n  ü b er s c h ü s si g er  S ä ur e  a u s  d e  m   H er st ell u n g s v erf a hr e n  d e s 

I o n e n a u st a u s c h h ar z e s,     w ur d e    k ei n    e n z y  m ati s c h er     U  m s at z    b e o b a c ht et.   S o  mit    bl ei bt 

f e st z u h alt e n,  d a s s  di e  E nt  wi c kl u n g  ei n er s ol c h e n i n  sit u Fr ei s et z u n g  v o n   A c et al d e h y d  (22 ) i  m 

Fl o  w -M o d u s si c h erli c h  P ot e n zi al   mit si c h  bri n gt,  all er di n g s   w eit er er   O pti  mi er u n g  b e d arf.    
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88  ZZ U S  A   M   M E  N F  A S S  U  N  G   U  N  D U S  A   M   M E  N F  A S S  U  N  G   U  N  D AA U S  B LI  C  KU S  B LI  C  K   

Di e s e  Ar b eit  b e s c hr ei bt  di e  u  mf a s s e n d e  E nt  wi c kl u n g ei n e s   gr u n dl e g e n d e n  R e a kti o n s -S et -U p s 

z ur  g e zi elt e n   u n d  st er e o s el e kti v e n  S y nt h e s e  ei n e s  3 -H y dr o x y al d e h y d s    al s   n e u er    D E R A -

B a u st ei n.   Di e s er  wi e d er u  m  bi et et  d e n   A u s g a n g s p u n kt f ür   K o n s e k uti vr e a kti o n e n   bi s  hi n  z u 

k o  m pl e x e n   R e a kti o n s k a s k a d e n .  I  m  er st e n  T eil  d er    Ar b eit   k o n nt e   ei n e  hi n si c htli c h  i hr er 

A c et al d e h y d -T ol er a n z  o pti  mi ert e    D E R A -V ari a nt e   al s  vi el v er s pr e c h e n d er   K a n di d at  f ür  d e n 

Ei n s at z   i n    d er     Bi o k at al y s e    i d e ntifi zi ert     w er d e n,   f ür     w el c h e   d ar a uf    ei n e   g e ei g n et e  

I  m  m o bili si er u n g sm et h o d e   et a bli ert   w ur d e.  Ei n e s y st e  m ati s c h e   O pti  mi er u n g s str at e gi e f ü hrt e 

z u  ei n er  erf ol gr ei c h e n  Bi o k at al y s e  d e s  g e  w ü n s c ht e n I nt er  m e di at e s  66  mit   bi s  z u  9 0  %   U  m s at z. 

Di e   A n  w e n d b ar k eit  d er  e nt  wi c k elt e n   Bi o k at al y s e  i  m    D ur c hfl u s s    w ur d e  a n h a n d  v o n    f ü nf 

z  w ei st ufi g e n    R e a kti o n s s y st e  m e n    u nt er     K o  m bi n ati o n   v o n     Bi o k at al y s e    u n d   kl a s si s c h -

c h e  mi s c h e n    M et h o d e n   s o  w o hl  i  m   k o nti n ui erli c h e n   R e a kti o n s  m o d u s   al s   a u c h  i  m  s e  mi -

k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s  g e z ei gt.  

Di e     er zi elt e n   Er g e b ni s s e    w er d e n     i n   di e s e  m     K a pit el   n o c h   ei n  m al    z u s a  m  m e n g ef a s st. 

A n s c hli e ß e n d  wir d   ei n  A u s bli c k  g e g e b e n,  i n   w el c h e  m ei n e m ö gli c h  e  W eit er v erf ol g u n g    off e n er 

o d er  n e u er  Fr a g e st ell u n g e n  di s k uti ert  w  ir d. 

8. 1   A C E T A L  D E  H Y  D -T  O L E R A  N Z   D E R D E R A:  E I  N F L  U S S   D E R P O SI TI  O  N  E  N  

C Y S -4 7  U  N  D T H R -1 8  

A uf b a u e n d     a uf     d e n     Er g e b ni s s e n     v o n M  ar k u s  Di c k     b e z ü gli c h     d e s     p o st uli ert e n 

I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m u s    d er     D E R A    ü b er    d a s     C y s -4 7    u n d    d er    v or a n g e g a n g e n e n 

M a st er ar b eit   d er   v orli e g e n d e n    Ar b eit   ,  w ur d e    d a s    A u g e n  m er k   di e s e s   Pr oj e kt e s   a uf   d er 

a b s c hli e ß e n d e n ,   s y st e  m ati s c h e n   U nt er s u c h u n g   b e s a gt er   P o siti o n   4 7   i  m     Hi n bli c k   a uf 

A kti vit ät,  E n a nti o s el e kti vit ät  u n d  b e s o n d er s  d er   A c et al d e h y dt ol er a n z   g el e gt . D a z u   w ur d e n 

ü b er   M ut a g e n e s e  g e zi elt  di e f e hl e n d e n   D E R A -V ari a nt e n  er st ellt  u n d  g et e st et,   w el c h e i n  d e n 

v or a n g e h e n d e n   St u di e n   a uf gr u n d   d ort   g e  w ä hlt er   S el e kti o n s krit eri e n   ni c ht   u nt er s u c ht 

w or d e n si n d.   Di e  v o n M  ar k u s  Di c k  er st ellt e  A c et al d e h y d -r e si ste nt e   D E R A   M ut a nt e   D E R A E  C -

C 4 7  M   w  ei s t l e di gli c h  6 0   %  d er   D E R A-Wil dt y p   A kti vit ät  a uf. I n   B e z u g  a uf  ei n e    s y nt h eti s c h e 

A n  w e n d u n g  d er   D E R A  al s   Bi o k at al y s at or   w ur d e  ei n e  e b e nf all s  r e si st e nt e   o d er  mi n d e st e n s 

a u sr ei c h e n d  t ol er a nt e   D E R A-M ut a nt e   mit  g eri n g er e  m   V erl u st  d er  e n z y  m ati s c h e n   A kti vit ät    

g e s u c ht ,  u  m  ei n e n   m ö gli c h st  effi zi e nt e n  Ei n s at z  al s  Bi o k at al y s at or  z u  a dr e s si er e n. D a s   C y s  -

4 7  w ur d e   g e g e n  di e  A  mi n o s ä ur e n  P h e n yl al a ni n,   Ar gi ni n,  L y si n  u n d   V ali n  a u s g et a u s c ht,  s o 

d a s s  vi er  n e u e    D E R A -K o n str u kt e  u nt er s u c ht    w ur d e n  . N a c h  erf ol gr ei c h er   Kl o ni er u n g  u n d 
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E x pr e s si o n   d er   g e  w ü n s c ht e n     K o n str u kt e,     w ur d e n     A kti vit ät s  m e s s u n g e n   d ur c h g ef ü hrt. 

W ä hr e n d  dr ei  d er   D E R A   -M ut a nt e n  st ar k e   V erl u st e  z ei gt e n,   wi e s  d a s   K o n str u kt   D E   R A E  C -

C 4 7 V   n a h e z u     Wil dt y p  -A kti vit ät   a uf   ( v gl.    T a b ell e   1 5 ).  D a  mit   k o n nt e   hi n si c htli c h   d er 

e n z y  m ati s c h e n    A kti vit ät  ei n e    V er b e s s er u n g   u  m   r u n d  4 5  %    i  m    V er gl ei c h  z u  d er    V ari a nt e 

D E R A E  C -C 4 7  M  er zi elt   w er d e n.   Hi n si c htli c h  d er   A c et al d e h y d  -T ol er a n z ( u n d   Cr ot o n al d e h y d -

T ol er a n z)     k o n nt e     b e st äti gt      w er d e n,     d a s s     e s     si c h     b ei     d e  m     b e k a n nt e n 

I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m u s  u nt er  B et eili g u n g  d e s   C y s-4 7  u  m  k ei n o n -o ff T o ol  h a n d elt  u n d  e s 

w eit er e  bi s h er  u n g e kl ärt e  I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m e n  g e b e n    m u s s  .[ 1 1]  Mit    H al b  w ert s z eit e n 

v o n  1. 4  h,  1. 3  h  b z  w.  1. 7  h   n a c h  I n k u b ati o n  i n  ei n e  3 0 0  m M  A c et al d e h y dl ö s u n g  z ei gt e n  di e 

D E R A E  C -K o n str u kt e    D E R A E  C -C 4 7 F,    D E R A E  C -C 4 7 K     u n d    D E R A E  C -C 4 7 R     z  w ar     ei n e 

V er b e s s er u n g i  m   V er gl ei c h   mit  d e  m   D E R A E  C -Wil dt y p,  all er di n g s  r ei c h e n  di e s e    W ert e  ni c ht 

f ür  ei n e  effi zi e nt e  s y nt h eti s c h e   A n  w e n d u n g  a u s ( v gl.  T a b ell e  1 5 ).  D a s   K o n str u kt    mit  d e  m 

V ali n -A u st a u s c h  z ei gt e  a u c h  b e z ü gli c h i hr er A c et al d e h y d -T ol er a n z  v o n  ü b er  3  St u n d e n s o  wi e 

ei n e  Cr ot o n al d e h y d -T ol er a n z  n a c h I n k u b ati o n i n  ei n e  2 0  m M Cr ot o n al d e h y dl ö s u n g  v o n  ei n er 

St u n d e  di e  b e st e n  Er g e b ni s s e . D a  mit  h a n d elt  e s si c h  b ei  d e  m  V ali n  -K o n str u kt  z  w ar  ni c ht  u  m 

ei n e   v oll st ä n di g   r e si st e nt e    D E R A-V ari a nt e,    wi e   di e    D E R A E  C -C 4 7  M  ,  s o n d er n   u  m   ei n e 

A c et al d e h y d -t ol er a nt e   M ut a nt e. I n  K o  m bi n ati o n   mit i hr er  h er a u s st e c h e n d e n  e n z y  m ati s c h e n 

A kti vit ät     u n d     k ei n e n     si g nifi k a nt e n      A u s  wir k u n g e n     hi n si c htli c h     d e s 

E n a nti o  m er e n ü b er s c h u s s e s  er  wi e s  si c h  di e s e s    D E R A -K o n str u kt  al s  ei n  vi el v er s pr e c h e n d er 

K a n di d at f ür  ei n e   w eit er e s y nt h eti s c h e   V er  w e n d u n g  al s  Bi o k at al y s at or  . 

TT a b ell e  1 5a b ell e  1 5 : : Er g e b ni s s e  d er   U nt er s u c h u n g  d erEr g e b ni s s e  d er   U nt er s u c h u n g  d er   i n  di e s er  Ar b eit i n  di e s er  Ar b eit er st ellt e n   D E R Aer st ellt e n   D E R A --V ari a nt e n.V ari a nt e n.    

D E R AD E R A E  CE  C --
V ari a nt eV ari a nt e    

s p e z.  A kt. [  U/  m g]  s p e z.  A kt. [  U/  m g]     TT 1/ 21/ 2   ( 3 0 0( 3 0 0 m m MM   
A c et al d e h y d)A c et al d e h y d)    

TT 1/ 2 1/ 2 ( 2 0( 2 0 m m MM   
Cr ot o n al d e h y d)Cr ot o n al d e h y d)    

e ee e   [  %][  %]  

C 4 7 F   3. 4  ±  0. 3  1. 4  h     7. 5  mi n      8 6. 4  ±  0. 2  
C 4 7 K   0. 5  ±  0. 1  1. 3  h     1 6  mi n      7 2. 4  ±  0. 1  
C 4 7 R   0. 6  ±  0. 1  1. 7  h     1 9  mi n      7 1. 1  ±  0. 7  
C 4 7 V   1 8. 4  ±  0. 6     3. 3  h     1  h  8 3  ±  0. 2  
C 4 7  G  -T 1 8 V     0. 9  ±  0. 1  1  mi n      1 6  mi n      n. b.  
C 4 7  M   7. 9  ±  0. 1  n. b.     1 4  h  8 5  ±  0. 1  
wt   2 0. 0 9  ±  0. 7     3 7. 5  mi n      3. 7  mi n      8 5  ±  0. 1  

 

Z u d e  m   w ur d e n   w eit er e   U nt er s u c h u n g e n  v or g e n o  m  m e n,  u  m  alt er n ati v e  S u b str at  -a b h ä n gi g e 

I n a kti vi er u n g s  m e c h a ni s  m e n  d er   D E R A  a uf z u kl är e n u n d  ei n e  Er kl är u n g  z u  fi n d e n,  w ar u  m 

si c h   d er     A  mi n o s ä ur e a u st a u s c h   a n   d er   P o siti o n   4 7   ni c ht   ei n h eitli c h    i n   F or  m    ei n er 

A c et al d e h y d -R e si st e n z  a u s  wir kt e.  U nt er   Hi n z u zi e h u n g  d er  Kri st all str u kt ur  d er   D E R A,   w ur d e 

ei n e    w eit er e  n u kl e o p hil e   A  mi n o s ä ur e   i  m  a kti v e n   Z e ntr u  m,  d a s  T hr e o ni n  a n  P o siti o n  1 8, 
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l o k ali si ert. A n al o g  z u  d e  m  v o n  M  ar k u s  Di c k  p o st uli ert e n I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s m u s  ü b er  d a s 

n u kl e o p hil e   C y s -4 7,   w ur d e  di e   H y p ot h e s e  a uf g e st ellt,  d a s s  a u c h  d a s  T hr -1 8  ei n e n  s ol c h e n 

n u kl e o p hil e n   A n griff  ü b er  s ei n e   H y dr o x ylf u n kti o n  a uf  d a s i  m  a kti v e n   Z e ntr u  m  g e b u n d e n e 

A d d u kt  er  m ö gli c h e n  k ö n nt e  u n d   wi e d er u  m  s o  z ur   Bl o c ki er u n g  d e s  a kti v e n   Z e ntr u  m s  u n d 

f ol gli c h  z ur I n a kti vi er u n g  d er   D E R A f ü hre n  k ö n nt e  ( v gl. A b bil d u n g  1 4 ). U  m  di e s e   H y p ot h e s e 

z u   t e st e n,     w ur d e   d a s   T hr -1 8   d ur c h   ei n   ni c ht   n u kl e o p hil e s,   r ä u  mli c h   ä h nli c h   st ar k 

b e a n s pr u c h e n d e s   V ali n  a u s g et a u s c ht.  Al s  ei nf a c h st er   V ertr et er  all er  u nt er s u c ht e n   D E R A E  C -

C 4 7     K o n str u kt e,     w ur d e     D E R A E  C -C 4 7  G    e x e  m pl ari s c h   f ür    d e n    Ei n b a u    d er    z  w eit e n 

P u n kt  m ut ati o n   a u s g e  w ä hlt.   D  i e ser   z  w eit e    A  mi n o s ä ur e a u st a u s c h    wir kt e   si c h   all er di n g s  

n e g ati v  s o  w o hl a uf  di e  e n z y  m ati s c h e  A kti vit ät  al s  a u c h  a uf  d e n  E n a nti o  m er e n ü b er s c h u s s  a u s  

( v gl.    T a b ell e    1 5 ).   I n k u b ati o n s e x p eri  m e nt e    i n    3 0 0 m M A c et al d e h y d  (22 )   u n d    2 0  m M 

Cr ot o n  al d e h y d   z ei gt e n,  d a s s  di e  Eli  mi ni er u n g  d e s  n u kl e o p hil e n  T hr e o ni n s  ni c ht  z u  d er 

er  w art et e n  S u b str atr e si st e n z  f ü hrt e.  B er eit s i n n er h al b   w e ni g er    Mi n ut e n   w ur d e  d a s   D E R A  -

K o n str u kt  s o  w o hl  v o n   A c et al d e h y d  (22 ) al s  a u c h  v o n   Cr ot o n al d e h y d  i n a kti vi ert ( v gl. T a b ell e 

1 5 ). Ei n e  Er kl är u n g , wi e s o  di e I n a kti vi er u n g  d ur c h  A c et al d e h y d   (22 ) d e utli c h s c h n ell er  v erli ef, 

k o n nt e  a n  di e s er  St ell e  ni c ht  g ef u n d e n   w er d e n.   

I  m   Er g e b ni s  k o n nt e   z  w ar   k ei n e   v er b e s s ert e v oll st ä n di g   A c et al d e h y d -t ol er a nt e  D E R A  -

V ari a nt e   e nt  wi c k elt    w er d e n,  d o c h  k o n nt e  ei n  vi el v er s pr e c h e n d e s    A c et al d e h y d -t ol er a nt e s 

D E R A  -K o n str u kt   D E R A E  C -C 4 7 V  i d e ntifi zi ert   w er d e n.   D  ur c h  di e  A u s  w eit u n g  d er  St u di e  z u 

d e n  I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m e n  d er   D E R A  d ur c h  i hr  ei g e n e s  S u b str at  k o n nt e  ei n  a n al o g er 

I n hi bi er u n g s  m e c h a ni s  m u s  d ur c h  d a s  T hr-1 8  a u s g e s c hl o s s e n  w er d e n,   w o d ur c h  di e  Fr a g e  n a c h 

w eit er e n  u n g e kl ärt e n I n a kti vi er u n g s  m e c h a ni s  m e n  off e n bl ei bt  .  

8. 2   U N T E R S  U  C  H  U  N  G   U  N B E K A  N  N T E R  P S Y  C  H R  O P  HI L E R D E R A S : Z U  G A  N  G 

Z  U  EI  N E   M  E F FI ZI E  N T E  N B I  O K A T A L Y S A T  O R?  

Als  V ertr et er  d er  e xtr e  m o p hil e n   Or g a ni s  m e n  h a n d elt  e s si c h  b ei  p s y c hr o p hil e n   Or g a ni s  m e n, 

u  m     s ol c h e,    di e     k alt e     T e  m p er at ur e n     b e v or z u g e n.    A uf gr u n d     di e s er     e xtr e  m e n 

L e b e n s b e di n g u n g e n  z ei g e n  E n z y  m e  p s y c hr o p hil e r  Or g a ni s  m e n  a n d er e  Ei g e n s c h aft e n  al s 

b ei s pi el s  w ei s e   t h er  m o -   o d er     m e s o p hil e   E n z y  m e.   S o   z ei c h n e n   si c h   lit er at ur b e k a n nt e 

k ält eli e b e n d e  E n z y  m e i  m  All g e  m ei n e n  d ur c h ei n e  h ö h er e e n z y  m ati s c h e  A kti vit ät  u n d er h ö ht e 

Fl e xi bilit ät  a u s .[ 1 2-1 4]  I  m   Hi n bli c k  a uf  ei n e n   m ö gli c h st  effi zi e nt e n  Bi o k at al y s at or,  k a n n  e s  al s o 

d ur c h a u s   i nt er e s s a nt   s ei n,   p s y c hr o p hil e   E n z y  m e   z u   u nt er s u c h e n.    N e b e n   d e n   b er eit s 

c h ar a kt eri si ert e n    p s y c hr o p hil e n     D E R A s    d er     Or g a ni s  m e n C.   p s y c hr er yt hr a e a    u n d S. 
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h alif a x e n si s w ur d e n     dr ei      w eit er e     k ält eli e b e n d e      D E R A s     d er      Or g a ni s  m e n 

E xi g u o b a ct eri u  m  si biri c u  m , P s e u d o alt er o  m o n a s  h al o pl a n kti s  u n d  P s y c hr o  m o n a s  i n gr a h a  mii 

u nt er s u c ht .[ 9 3] U nt er   B er ü c k si c hti g u n g  ei n e s  i n stit ut si nt er n  e n  et a bli ert e n  E x pr e s si o n s -u n d 

R ei ni g u n g s pr ot o k oll s  k o n nt e n  all e  dr ei   D E R A s  erf ol gr ei c h  e x pri  mi ert  u n d  g er ei ni gt   w er d e n. 

I  m  R a h  m e n  d er  bi o c h e  mi s c h e n   C h ar a kt eri si er u n g  u n d   mit  b e s o n d er e  m  A u g e n  m er k  a uf  ei n e 

s p ät er e    bi o k at al yti s c h e     A n  w e n d u n g,      w ur d e    j e  w eil s    di e    E n z y  m a kti vit ät    u n d    d er 

E n a nti o  m er e n ü b er s c h u s s  b e sti  m  mt .  

Hi n si c htli c h i hr er  e n z y  m ati s c h e n   A kti vit ät  k o n nt e n lit er at ur b e k a n nt e  B e o b a c ht u n g e n  ei n er 

g e st ei g ert e n   A kti vit ät  p s y c hr o p hil er  E n z y  m e  b e st äti gt   w er d e n.  J e d e  d er  dr ei  u nt er s u c ht e n 

p s y c hr o p hil e n    D E R A s  z ei gt e   h ö h er e     W ert e   hi n si c htli c h  i hr er  s p e zifi s c h e n    A kti vit ät   i  m 

V er gl ei c h  z u  d er    m e s o p hil e n   D E R A  a u s E.  c oli , z  w ei  d er  dr ei  s o g ar  h ö h er e   A kti vit ät e n  i  m 

V er gl ei c h  z u  d e n  b ei d e n  b e k a n nt e n  p s y c hr o p hil e n    D E R A s.   H er v or z u h e b e n  i st  hi er b ei  di e 

D E R A  a u s E.  si biri c u  m , w el c h e    mit  ei n er  s p e zifi s c h e n   A kti vit ät  v o n  5 4   U/  m g  r  u n d  6 -m al 

a kti v er i st  al s  d er   m e s o p hil e   G e g e n s pi el er   mit  9  U/  m g   u n d  d a  mit  d o p p elt  s o  a kti v,   wi e  di e 

D E R A  a u s P.  h al o pl a n kti s mit   r u n d 2 8  U/  m g   ( v gl. T a b ell e  1 6 ).  

Tr ot z   i hr er  vi el v er s pr e c h e n d   h o h e n  e n z y  m ati s c h e n   A kti vit ät,    w el c h e  a uf  ei n e  s c h n ell er e 

K at al y s e ( u n d  n a c h  g e ei g n et er  R e a kti o n s o pti  mi er u n g)  a uf  v er b e s s ert e   U  m s ät z e  h off e n l  ä s st , 

wi e s e n   di e   dr ei   u nt er s u c ht e n    D E R A s  st ar k   n e g ati v e    A b  w ei c h u n g e n  i n    B e z u g   a uf  i hr e 

St er e o s el e kti vit ät  a uf.  D a  d er  P ar a  m et er  d er  St er e o s el e kti vit ät  E n z y  m e i n  d er  or g a ni s c h e n 

S y nt h e s e    attr a kti v     m a c h e n,      w ar e n    di e    u nt er s u c ht e n    p s y c hr o p hil e n      D E R A s      mit 

E n a nti o  m er e n ü b er s c h ü s s e n   z  wi s c h e n   7 5  %   bi s   6 8   %    d a  mit   v orli e g e n d   ni c ht    w eit er   v o n 

I nt er e s se.  

T a b ell e T a b ell e   1 61 6 :   Er g e b ni s s e   d er    U nt er s u c h u n g   d er   dr ei   p s y c hr o p hil e n    D E R A s  v er gl ei c h e n d  z u   b e k a n nt e n :   Er g e b ni s s e   d er    U nt er s u c h u n g   d er   dr ei   p s y c hr o p hil e n    D E R A s  v er gl ei c h e n d  z u   b e k a n nt e n 
p s y c hr op s y c hr o - - u n d   m e s o p hil e n   D E R A s.u n d   m e s o p hil e n   D E R A s.   

D E R AD E R A    A n p a s s u n gA n p a s s u n g       s p e z.  A kti vit ät [  U/  m g]s p e z.  A kti vit ät [  U/  m g]  e ee e  [%  ] [%  ] 

D E R A E S -wt       
 
p s y c hr o p hil  

5 3. 9  ±  7. 0  7 5. 0  ±  2. 6  
D E R A P  H -wt   2 8. 3  ±  1. 8  7 4. 0  ±  1. 0  
D E R A PI -wt   1 2. 6  ±  0. 2  6 8. 0  ±  1. 1  
D E R A C P -wt   1 2. 0 ±  0. 7  9 5 [ 1 5 8] 
D E R A S  H -wt   1 4. 0  ±  0. 4  9 7 [ 1 5 8] 
D E R A E  C -wt      m e s o p hil      9. 0  ±  0. 2  8 5 [ 1 5 8] 
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8. 3   D E R A  A L S B I  O K A T A L Y S A T  O R I  N   D E R   O R  G A  NI S  C  H E  N F L  O   W  

S Y  N T  H E S E  

C  – C  -bi n d u n g s k n ü pf e n d e  E n z y  m e,   wi e  di e   D E R A,  si n d   wi c hti g e  I n str u  m e nt e  b ei  m   A uf b a u 

v o n  K o hl e n st off g er ü st e n i n  d er ( bi o -) or g a ni s c h e n  S y nt h e s e. Di e el e g a nt e  R e a kti o n sr o ut e z u  m 

d o p p elt e n   Al d ol pr o d u kt  11   d er    D E R A  ü b er  ei n e  s e q u e n zi ell e  st er e o s el e kti v e   Al d ol a d diti o n 

w ur d e   b er eit s i  m i n d u stri ell e n    M a ß st a b  b ei  d er  S y nt h e s e  v o n  St ati n e n  et a bli ert .[ 3] W ä hr e n d 

b e s o n d er s  d a s  d o p p elt e   Al d ol pr o d u kt  11   G e g e n st a n d  i nt e n si v er  F or s c h u n g    w ar,    w ur d e  i  m 

z  w eit e n  Pr oj e kt  di e s er   Ar b eit  di e  s el e kti v e  S y nt h e s e  d e s  ei nf a c h e n   Al d ol pr o d u kt e s  66   d er 

D E R A  ,  ei n  3-H y dr o x y al d e h y d,   a dr e s si ert . D e n n  a u c h  d a s  ei nf a c h e   Al d ol pr o d u kt   66  st ellt  ei n 

i nt er e s s a nt e s  Str u kt ur el e  m e nt  d ar,   w el c h e s si c h i n  z a hlr ei c h e n   N at ur st off e n   wi e d erfi n d et. 

Di e    b e s o n d er e      H er a u sf or d er u n g    l a g    i n    d er    g e zi elt e n    I s ol ati o n    di e s e s    i n st a bil e n 

I nt er  m e di at e s 66 .     Di e s e s    Pr o bl e  m     w ur d e     mit     Hilf e    d er      M ö gli c h k eit    ei n er    pr ä zi s e n 

R e a kti o n s k o ntr oll e  d er Fl o  w  C h e  mi e  g el ö st.   V or a u s s et z u n g  d af ür   w ar i  m  er st e n  S c hritt  ei n e 

erf ol gr ei c h e I  m  m o bili si er u n g  d er   D E R A.  K o n kr et   w ur d e n  al s  Bi o k at al y s at or  di e  o pti  mi ert e n 

D E R A  -V ari a nt e n     D E R A E  C -C 4 7  M   u n d     D E R A E  C -C 4 7 V   g e  w ä hlt.    I niti al e     V er s u c h e   ei n er 

a d s or pti v e n  I m  m o bili si er u n g    ü b er   ei n e n   P ol y hi sti di n -T a g   a n   ei n e    Ni -N T A  -S ä ul e    w ar e n 

a uf gr u n d  ei n e s  s t ar k e n   A bl ö s e ns  d e s  E n z y  m s  v o  m  S ä ul e n  m at eri al  ni c ht  zi elf ü hr e n d.   D o c h 

z ei gt e n  er st e  S y nt h e s e v er s u c h e  u nt er   V er  w e n d u n g  v o n   H e x a n al  (55 ) u n d   A c et al d e h y d  (22 ) al s 

S u b str at e  ei n e n , w e n n  a u c h  g eri n g e n  , U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n  I nt er  m e di at   66 . Tr ot z   d er 

V ort eil e,  di e  di e s e    M et h o d e    mit  si c h  bri n gt  ( s c h n ell e  u n d  u n k o  m pli zi ert e   H er st ell u n g  d e s 

I  m  m o bili s at e s,  g ü n sti g e    M at eri ali e n)   w ur d e  di e s e  I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e  a uf gr u n d  d er 

ü b er  wi e g e n d e n    N a c ht eil e  ( v gl.   T a b ell e   1 7 )  v er  w orf e n.  D er  z  w eit e  I  m  m o bili si er u n g s a n s at z 

v erf ol gt e   ei n e   k o v al e nt e   I  m  m o bili si er u n g    ü b er    d a s     H al o T a g T  M -S y st e  m,     w el c h e s    ei n 

u n g e  w ollt e s   A bl ö s e n  d e s  E n z y  m s  v o  m  S ä ul e n  m at eri al  v er hi n d er t. D a  di e s e    M et h o d e  ei n e n 

v er gl ei c h s  w ei s e   m a s si v e n  Ei n griff i n  di e  Pr ot ei n str u kt ur  d ur c h  F u si o ni er u n g  d er   D E R A   mit 

d e  m    H al o T a g T  M  erf or d ert e,  w ur d e n   V erl u st e  hi n si c htli c h  d er   D E R A  -A kti vit ät  v er z ei c h n et. 

N a c h   O pti  mi er u n g  d e s   f u si o ni ert e n  Ko n str u kt e s,  w ur d e i n   er st e n  I  m  m o bili si er u n g s v er s u c h en  

ei n e    t h e or eti s c h    i  m  m o bili si ert e    E n zy  m a kti vit ät    v o n    3 8  U    i n    ei n e  m    5   c  m    l a n g e n 

F e st b ettr e a kt or   mit  e nt s pr e c h e n d e  m   H al o T a g T  M -Tr ä g er  m at eri al  er  mitt el t. A u c h   w e n n  di e s e 

I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e     mit    ei n e  m    g e  wi s s e n    v or g e s c h alt et e n     A uf  w a n d    d ur c h    di e 

m ol e k ul ar bi ol o gi s c h e n    Ar b eit e n   v er b u n d e n   i st,     w ur d e   di e s er    A n s at z   f ür   di e     w eit er e 

E nt  wi c kl u n g   ei n e s   g e ei g n et e n   R e a kti o n s -S et -U p s   a uf gr u n d   ei n er   pl a n b ar e n,   s c h n ell e  n, 
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z u v erl ä s si g e n  I  m  m o bili si er u n g  u n d  v er gl ei c h s  w ei s e  h o h e n  (t h e or eti s c h e n)  E n z y  m a kti vit ät 

z ur  S y nt h e s e  d e s  g e  w ü n s c ht e s  ei nf a c h e n  Al d ol pr o d u kt e s  66  g e  w ä hlt.   

T a b ell e T a b ell e  1 71 7 :   G e g e n ü b er st ell u n g  d er  g et e st et e n I  m  m o bili si er u n g s a n s ät z e.:   G e g e n ü b er st ell u n g  d er  g et e st et e n I  m  m o bili si er u n g s a n s ät z e.  

a d s or pti v e I  m  m o bili si er u n g ( P ol y hi sti di n -a d s or pti v e I  m  m o bili si er u n g ( P ol y hi sti di n -T a g T a g 
a n   Ni -a n   Ni -N T A)N T A)    

k o v al e nt e I  m  m o bili si er u n g (  H al o T a gk o v al e nt e I  m  m o bili si er u n g (  H al o T a g T   MT   M ) ) 

V ort eil e  N a c ht eil e   V ort eil e  N a c ht eil e   

•     s c h n ell e  u n d 
u n k o  m pli zi ert e 
H er st ell u n g  d e s 
I  m  m o bili s at s 
 

•     g ü n sti g e   M at eri ali e n  

 

•     S y nt h e s e  d e s 
M o n o al d ol pr o d u kt e s 
m ö gli c h   

•  A bl ö s e n  d e s A bl ö s e n  d e s 
E n z y  m s  v o n  d er E n z y  m s  v o n  d er 
F e st p h a s e F e st p h a s e 
( „ L e a c hi n g “)( „ L e a c hi n g “) 
 

 
 

•     s c h  wi eri g e 
A uf ar b eit u n g  d e s 
R e a kti o n s a n s at z e s 
( b e di n gt  d ur c h 
L e a c hi n g -Eff e kt)  
 

•     g eri n g er   U  m s at z 
( b e di n gt  d ur c h 
L e a c hi n g -Eff e kt)  

•  K ei n  A bl ö s e n K ei n  A bl ö s e n 
d e s  E n z y  m s d e s  E n z y  m s 
v o  m 
Tr ä g er  m at eri al
v o  m 
Tr ä g er  m at eri al   
 

•     I  m  m o bili si er u n g 
dir e kt  a u s 
R o h e xtr a kt   
 

•     Z u v erl ä s si g e 
u n d s c h n ell e 
I  m  m o bili si er u n g 

•     ( ei n  m ali g e) 
a uf  w ä n di g e 
Er st ell u n g  d e s 
F u si o n k o n str u kt e s  
a u s  Zi el e n z y  m 
u n d   H al o T a g T  M  
 

•     H o h e   K o st e n  d er 
M at eri ali e n ( z. B. 
H al o Li n k T  M -R e si n)  

 
 

 

Di e    R e a kti o n s o pti  mi er u n g    erf ol gt e     u nt er      V er  w e n d u n g    ei n er     s y st e  m ati s c h e n 

V er s u c h s pl a n u n g ( D e si g n   of  E x p eri  m e nt s ). Di e  er st e   O pti  mi er u n g sr u n d e   z ei gt e  n e b e n  d e n 

St är k e n  a u c h   S c h  w ä c h e n   d e s   S y st e  m s  a uf:   Er st e   vi el v er s pr e c h e n d e   Er g e b ni s s e    mit   d er 

D E R A E  C -C 4 7  M   i n  ei n e  m  5 c  m l a n g e n  F e st b ettr e a kt or  h a b e n  g e z ei gt,  d a s s  ei n e  Tr e n n u n g  d e s  

M o n o  al d ol pr o d u kt e s  66   v o n  d e m    u n g e  w ü n s c ht e n   Eli  mi ni er u n g s pr o d u kt  al s    N e b e n pr o d u kt 

m ö gli c h    i st.    A u c h  ei n e   V er s c hi e b u n g   d e s    R e a kti o n s gl ei c h g e  wi c ht s   v o n   d er   S eit e   d e s 

d o p p elt e n    Al d ol pr o d u kt e s  5 15 1   a uf   di e   S eit e  d e s   g e  w ü n s c ht e s  ei nf a c h e n    Al d ol pr o d u kt e s  66  

w ur d e  err ei c ht  . D a b ei   w ur d e  ei n   Tr e n d f ür  di e  R e a kti o n s p ar a  m et er  er si c htli c h : J e  h ö h er  di e 

ei n g e s et zt e   S u b str at k o n z e ntr ati o n,  d e st o  b e s s er   w ar    d er    U  m s at z.   Di e  b e st e n  Er g e b ni s s e 

w ur d e n  b ei  ei n er  Fl u s sr at e  v o n  5 0   µ L /  mi n,  6 0 0 m M  A c et al d e h y d  (22 ) u n d  2 0 0  m M  H e x a n al   (55 ) 

err ei c ht.   J e d o c h   g a b   e s  R ü c k s c hl ä g e   b e z ü gli c h   d er   R e pr o d u zi er b ar k eit   di e s e s   S y st e  m s . 

A uf gr u n d  d er v er  w e n d et e n   Gl a s s ä ul e n  al s  F e st b ettr e a kt or   w ur d e ei n e  n e g ati v e  B e ei nfl u s s u n g 

d e s   R e a kti o n s  m e di u  m   d ur c h  a ci d e    H y dr o x y lgr u p p e n   d er    Gl a s o b erfl ä c h e  v er  m ut et.   Ei n e 

O b erfl ä c h e n d e a kti vi er u n g      mitt el s    C hl ort  ri  m et h yl sil a n    k o n nt e    di e    st ar k e n     V erl u st e 

hi n si c htli c h  d e s  U  m s at z e s z u  mi n d e st t eil  w ei s e  a uff a n g e n.  U  m  d e n  U  m s at z   w eit er z u st ei g er n  , 

w ur d e  z u   d er  d o p p elt s o  a kti v e n  u n d  A c et al d e h y d -t ol er a nt e n D E R A  -V ari a n t e   D E R A E  C -C 4 7 V 

g e  w e c h s elt  ( v gl. T a b ell e  1 8 ). A uf gr u n d  d er  h ö h er e n  A kti vit ät  d e s  E n z y  m s   w ur d e  ei n e  er n e ut e 

A n p a s s u n g   d er  Fl u s sr at e  z ur  St e u er u n g   d er    K o nt a kt z eit  z  wi s c h e n  S u b str at   u n d   E n z y  m 
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n ot  w e n di g . D a s  b e st e  R e s ult at   w ur d e  b ei  ei n er  Fl u s s g e s c h  wi n di g k eit  v o n  5 0   µ L/  Mi n  er zi elt, 

w o b ei   di e   S u b str at e  z u   5 6   %  z u   d e  m   g e  w ü n s c ht e n   3  -H y dr o x y o ct a n al   (66 )   u n d  l e di gli c h 

v er n a c hl ä s si g b ar e      A nt eil e    z u      N e b e n pr o d u kt e n    (  w e ni g er    al s    5  %     d e s     d o p p elt e n 

Al d ol pr o d u kt e s  (5 15 1 )  u n d  2 %  ( E )-O ct e n al   (1 11 1 ))  u  m g e s et zt    w or d e n  si n d.  S o  mit  k o n nt e   d er 

A nt eil  d er  u n g e  w ü n s c ht e n   N e b e n pr o d u kt e  5 15 1  u n d 1 11 1  i  m  Pr o d u kt g e  mi s c h b er eit s  d e utli c h 

r e d u zi ert   w er d e n. U  m  d e n   U  m s at z   w eit er  z u  v er b e s s er n   w ur d e  di e  ei n g e s et zt e  E n z y  m  m e n g e   

er h ö ht.    K o n kr et  r e ali si ert    w ur d e   di e s   d ur c h   di e    V er  w e n d u n g   ei n e s   d o p p elt  s o  l a n g e n 

E n z y  mr e a kt or s  ( Ø   3    m  m,  L  1 0 0  m  m  ;  v gl.  a u c h T a b ell e  1 8 ).  D a  si c h  a uf gr u n d  d e s  l ä n g er e n 

R e a kt or s   wi e d er u  m  a u c h  di e   K o nt a kt z eit  z  wi s c h e n  S u b str at  u n d  E n z y  m   er h ö ht , s o  mit  di e 

R e a kti o n s z eit,   w ur d e  er n e ut  ei n  S cr e e ni n g  a uf  B a si s  v er s c hi e d e n er  Fl u s sr at e n  d ur c h g ef ü hrt. 

Di e   S u b str at k o n z e ntr ati o n e n  ( c(  H e x a n al)   =   0. 2   m ol/ L   u n d    c( A c et al d e h y d )   =   0. 6 m ol/ L  ) 

w ur d e n  k o n st a nt  g e h alt e n.   D ur c h  di e s e n fi n al e n   O pti  mi er u n g s s c hritt  k o n nt e  ei n e  d e utli c h e 

V er b e s s er u n g  d e s  (r el ati v e n)    G e s a  mt u  m s at z e s  v o n  bi s  z u  9 0   %  er  r ei c ht w er d e n.   B ei  ei n er 

s c h n ell er e n     Fl u s sr at e     v o n     7 0  µ L/  Mi n     k o n nt e n     bi s     z u     7 3  %     d e s     g e  w ü n s c ht e n 

M o n o al d ol pr o d u kt e s   3   -(R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 )   al s     H a u pt pr o d u kt,   1 0 %   d e s   d o p p elt e n 

Al d ol pr o d u kt e s  5 15 1  u n d l e di gli c h  6  %  d e s  Al d ol k o n d e n s ati o n pr o d u kt e s ( E )-O ct e n al   (1 11 1 )  er zi elt 

w er d e n.   

T a b ell e T a b ell e  1 81 8 :  T h e or eti s c h i  m  m o bili si ert e  E n z y  m a kti vit ät i n  d e  m  e nt s pr e c h e n d e n  F e st b ettr e a kt or (:  T h e or eti s c h i  m  m o bili si ert e  E n z y  m a kti vit ät i n  d e  m  e nt s pr e c h e n d e n  F e st b ettr e a kt or ( O  m nifitO  m nifit ® ® 
Gl a s s ä ul e n)  v er gl ei c h e n d  f ür  di e  b ei d e n   D E R AGl a s s ä ul e n)  v er gl ei c h e n d  f ür  di e  b ei d e n   D E R A  --V ari a nt e n   H al oV ari a nt e n   H al o  --D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7  M  u n d   H al oC 4 7  M  u n d   H al o  --D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7 V. C 4 7 V. 
[ a]z u gr u n d e li e g e n d e   B er e c h n u n g  d er  t h e or etis c h i  m  m o bilisi ert e n  E n z y  m a kti vit ät: ( E n z y  m a kti vit ät i  m   Z F R E 
g e  m ess e n  v or  d er I  m  m o bilisi er u n g)  –  ( E n z y  m a kti vit ät i  m   Z F R E i  m   D ur c hfl uss,  n a c h  ei n  m ali g e  m   D ur c hl a uf e n 
d es  R e a kt ors  g e  m ess e n  n a c h I  m  m o bilisi er u n g).  

H al oH al o  --D E R AD E R A E  C E  C V ari a nt e V ari a nt e  --    
R e a kt or d ur c h  m e s s er,  u n d R e a kt or d ur c h  m e s s er,  u n d  --
l ä n g e l ä n g e   

E n z y  m a kti vit ät [  U]E n z y  m a kti vit ät [  U]   

V or V or 
I  m  m o bili si er u n gI  m  m o bili si er u n g  

N a c h I  m  m o bili si er u n gN a c h I  m  m o bili si er u n g       t h e or eti s c h i  m  m o bili si ertt h e or eti s c h i  m  m o bili si ert [ a][ a]  

C 4 7  M   -  
Ø   3,  5 0  m  m   

1 3 7  9 9  3 8  

C 4 7 V   -  
Ø   3,  5 0  m  m   

2 0 9  1 3 3  7 5  

C 4 7 V   -  
Ø   3,  1 0 0  m  m   

1 9 4  7 4  1 1 8  
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A b bil d u n g A b bil d u n g  2 72 7 : : RR el ati v er   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n   M o n o al d ol pr o d u ktel ati v er   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n   M o n o al d ol pr o d u kt  6   6  ( o h n e   M u st er),   N e b e n pr o d u kt (( o h n e   M u st er),   N e b e n pr o d u kt (EE )-)-
O ct e n alO ct e n al   ( (1 11 1 ) )  ( g e kr e u zt e s     M u st er)   u n d   d o p p elt e  m    Al d ol pr o d u kt( g e kr e u zt e s     M u st er)   u n d   d o p p elt e  m    Al d ol pr o d u kt  5 15 1    (li n k s g ä n gi g e    Q u er str eif e n)   s o  wi e (li n k s g ä n gi g e    Q u er str eif e n)   s o  wi e 
v er bli e b e n e s  S u b str at   H e x a n alv er bli e b e n e s  S u b str at   H e x a n al  (5 )  (5 ) (r e c ht s g ä n gi g e   Q u er str eif e n),   w el c h er  b ei  d e  m  S cr e e ni n g  d er  Fl u s sr at e (r e c ht s g ä n gi g e   Q u er str eif e n),   w el c h er  b ei  d e  m  S cr e e ni n g  d er  Fl u s sr at e 
b ei  d er  V er  w e n d u n g  d er   H al ob ei  d er  V er  w e n d u n g  d er   H al o --D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7 V  al s  Bi o k at al y s at or (C 4 7 V  al s  Bi o k at al y s at or (  Ø   Ø   3,  L  1 0 03,  L  1 0 0   m  m)  er zi elt   w or d e n i st.m  m)  er zi elt   w or d e n i st.    

B a si er e n d  a uf  di e s e n  Er g e b ni s s e n   w ur d e   d a s  3 -(R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 )  al s  I nt er  m e di at  f ür 

z  w ei st ufi g e R e a kti o n s k a s k a d e n  g e n ut zt.   D af ür   w ur d e  d a s i  m   D ur c hfl u s s s y nt h eti si ert e  3  -(R )-

H y dr o x y o ct a n al   (66 ) i n   K o n s e k uti vr e a kti o n e n  s o  w o hl i  m  k o nti n ui erli c h e n  al s  a u c h i  m  s e  mi-

k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s  a b g ef a n g e n  u n d   w eit er  u  m g e s et zt  ( v gl. S c h e  m a  4 7 ). 

S o  w o hl    f ür    di e    R e a kti o n   i  m    k o nti n ui erli c h e n    al s    a u c h   i  m    s e  mi -k o nti n ui erli c h e n 

R e a kti o n s  m o d u s   w ur d e n f ür  d e n  er st e n   D E R A -k at al y si ert e n  R e a kti o n s s c hritt z  w ei  d er  1 0  c  m 

l a n g e n  E n z y  mr e a kt or e n  p ar all el  v er  w e n d et u n d  di e  Pr o d u kt g e  mi s c h e  a n s c hli e ß e n d  v er ei ni gt , 

u  m   s o    di e     M e n g e    d e s   g e  w ü n s c ht e n     M o n o al d ol pr o d u kt e s  66    z u   er h ö h e n.    I  m   s e  mi-

k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s   w ur d e n  ei n e Pi n ni c k -O xi d ati o n,  ei n e  R e d u kti o n    mitt el s 

N a B  H 4 ,  ei n e   All yl-A d diti o n  s o  wi e  ei n e  r e d u kti v e   A  mi ni er u n g  d e s  3  -(R )-H y dr o x y  o ct a n al s  (66 ) 

a dr e s si er t.  D a s  k o n kr et e  e x p eri  m e nt ell e  S et  -U p  di e s er  vi er    Z  w ei  -St uf e n -S y nt h e s e n  i st  i n 

S c h e  m a   4 7   d ar g e st ellt.   Mitt el s  d er Pi n ni c k -O xi d ati o n  k o n nt e  di e  St off gr u p p e  d er  ( R )-β -

H y dr o x y c ar b o n s ä ur e n,  k o n kr et  d er  ( R )-β -H y dr o x y o ct a n s ä ur e   (77 ),  mit  ei n er    A u s b e ut e  v o n 

4 3  %   ( n a c h  R ei ni g u n g  u n d  ü b er  z  w ei  S c hritt e) d ar g e st ellt   w er d e n.   Di e s e    N a  m e n sr e a kti o n 

er  m ö gli c ht e  ei n e  s el e kti v e   O xi d ati o n  d er   Al d e h y df u n kti o n alit ät,  o h n e  d a s s  ei n e  v or h eri g e 

S c h üt z u n g    d er    β -st ä n di g e n      H y dr o x yl gr u p p e    n ot  w e n di g      w ar.     Ei n e    ei nf a c h e    u n d 
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u n pr o bl e  m ati s c h e     R e d u kti o n      mit      N a B  H 4     er  m ö gli c ht e     d e n      Z u g a n g     z u     d e  m 

e n a nti o  m er e nr ei n e n  ( R )-O ct a n  -1, 3 -d i ol (88 )  mit  5 6   %   A u s b e ut e  ( n a c h  R ei ni g u n g  ü b er  z  w ei 

S c hritt e) . A u c h  ei n e   All yl -A d diti o n  k o n nt e  erf ol gr ei c h  d ur c h g ef ü hrt   w er d e n.   Di e s e   m a c ht e 

all er di n g s  a uf gr u n d  i hr er  st ar k e n    W a s s er e  m pfi n dli c h k eit  ei n e  z u s ät zli c h e  Tr o c k n u n g  d er 

or g a ni s c h e n    P h a s e    n a c h    I nli n e -E xtr a kti o n      mitt el s    ei n e s    F e st b ettr e a kt or s,      w el c h er 

M ol e k ul ar s  i e bt  ( 4 Å)   e nt hi elt,   n ot  w e n di g.    A n s c hli e ß e n d    w ur d e   Pi n a k ol  -All yl b or o n at  (5 45 4 ) 

hi n z u g ef ü gt.  D a s  Pr o d u kt g e  mi s c h   wi e s s o  w o hl  d a s  g e  w ü n s c ht e  Pr o d u kt e s ( 6 R )-U n d e c  -1 -e n -

4, 6 -di ol  (99 )   al s     H a u pt pr o d u kt   a uf,   al s   a u c h   al s     N e b e n pr o d u kt e   di e   e nt s pr e c h e n d e n 

All yli er u n g s -Pr o d u kt e     d e s     d o p p elt e n      D E R A -Al d ol pr o d u kt e s  (5 15 1 )    u n d     d e s 

Al d ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt e s   (1 11 1 ).  N a c h   s ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi s c h er   R ei ni g u n g    w ur d e n 

5 8  %     d e s     g e  w ü n s c ht e n     Pr o d u kt e s     ( 6 R )-U n d e c  -1 -e n -4, 6 -di ol  (99 )    mit     ei n e  m 

Di a st er e o  m er e n  v er h ält ni s  v o n  8 0: 2 0 i s oli ert.  

 

S c h e  m a S c h e  m a  4 74 7 : : S c h e  m aS c h e  m a   d er  s e  mid er  s e  mi --k o nti n ui erli c h e n   Z  w eik o nti n ui erli c h e n   Z  w ei --St uf e nSt uf e n --S y nt h e s e. S y nt h e s e. Di e   D E R A  -k at al ysi ert e  S y nt h es e  d es 
M o n o al d ol pr o d u kt es  6   6  i  m   Fl o  w  w ur d e    i  m  s e  mi-k o nti n ui erli c h e n    M o d us    mit   vi er    w eit er e n  s e q u e n zi ell e n  
R e a kti o n e n     i  m      B at c h-M o d us     g es a  m  m elt  .    A n g e g e b e n     si n d     di e     is oli ert e n      A us b e ut e n     n a c h 
s ä ul e n c hr o  m at o gr a p his c h er  R ei ni g u n g.   Di e  K o nfi g ur ati o n   w ur d e   mitt el s Dr e h  w ert b esti  m  m u n g  b est äti gt.   

F ür  ei n e  r e d u kti v e    A  mi ni er u n g   d e s  ( R )-H y dr o x y o ct a n al s   (66 )  w ur d e    B e n z yl a  mi n   (5 65 6 )  z ur 

or g a ni s c h e n  P h a s e  hi n z u g e g e b e n  u n d  ü b er   N a c ht  g er ü hrt.   N a c h  Z u g a b e  v o n   N a B  H 4  k o n nt e 

s o  n a c h  s ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi s c h er  R ei ni g u n g  5 6  %  d e s  ( R )-( B e n z yl a  mi n o)-o ct a n -3 -ol  (1 01 0 ) 

i s oli ert   w er d e n. 
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D er  k o nti n ui erli c h e  R e a kti o n s  m o d u s   w ur d e f ür  di e  g e zi elt e  S y nt h e s e  v o n   α ,β -u n g e s ätti gt e n 

Al d e h y d e n  g e  w ä hlt   ( v gl.  S c h e  m a   4 8 ).  Er  m ö gli c ht    w ur d e  di e s  d ur c h  di e   K o  m bi n ati o n  d e s 

i  m  m o bili si ert e n    Bi o k at al y s at or s    D E R A  i  m   er st e n   R e a kti o n s s c hritt   u n d   z  w ei  i n   R ei h e 

g e s c h alt et e    F e st b ettr e a kt or e n    i  m   z  w eit e n    R e a kti o n s s c hritt,     w el c h e    ei ne n    b a si s c h e n  

K at al y s at or    f ür   di e   k o n s e k uti v e    K o n d e n s ati o n sr e a kti o n  e nt hi elt e n .  D a   di e    Bil d u n g   d e s 

Al d ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt e s  d ur c h   D E R A E  C -C 4 7  M    i  m    V er gl ei c h    mit  d er    D E R AE  C -C 4 7 V 

o h n e hi n  b e v or z u gt er  v erl ä uft,    w ur d e  f ür  di e s e s   R e a kti o n s -S et -U p  di e    D E R A E  C -C 4 7  M  al s 

Bi o k at al y s at or   g e  w ä hlt.    Al s    K at al y s at or    f ür   di e    K o n d e n s ati o n sr e a kti o n   f u n gi ert e   d a s 

b a si s c h e  I o n e n a u st a u s c h h ar z    A  m b erlit e   2 1  ( A -2 1),    w el c h e s   si c h   n a c h   ei n e  m   S cr e e ni n g 

di v er s er   a ci d er   u n d   b a si s c h er   I o n e n a u st a u s c h h ar z e   al s   d a s   eff e kti v st e   er  wi e s.    D ur c h 

O pti  mi er u n g  d er  Fl u s sr at e  k o n nt e   b ei  ei n e r  Fl u s sr at e  v o n  1 0 µ L/  Mi n  u n d  d er   V er  w e n d u n g 

ei n e s    1 5  c  m   l a n g e n    F e st b ettr e a kt or s    g ef üllt    mit     A  -2 1    ( Ø   3  m  m,    L    1 5 0  m  m  )    ei n 

Pr o d u kt v e r h ält ni s   v o n   5 1: 4 9   (E )-O ct e n al   (1 11 1 ): 3-(R )-H y dr o x y o ct a n al   (66 )   err ei c ht     w er d e n. 

V oll st ä n di g er   U  m s at z  z u  m  g e  w ü n s c ht e n   α ,β -u n g e s ätti gt e n   Al d e h y d  1 11 1  k o n nt e  s c hli e ßli c h 

d ur c h  z  w ei  A -2 1 -F e st b ettr e a kt or e n,   w el c h e i n  R ei h e  g e s c h alt et   w ur d e n,  er zi elt   w er d e n.  

 

S c h e  m a S c h e  m a   4 84 8 : : S c h e  m aS c h e  m a    d er  k o nti n ui erli c h e n   Z  w eid er  k o nti n ui erli c h e n   Z  w ei --St uf e nSt uf e n --S y nt h e s e. S y nt h e s e. A n  di e    D E R A -k at al ysi ert e  S y nt h es e  d es 
M o n o al d ol pr o d u kt es   6 6 w ur d e   ü b er  z  w ei  i n  r ei h e  g es c h alt et e   A  m b erlit e   A -2 1  e nt h alt e n d e  F est b ettr e a kt or e n 
(Ø   3  m  m,   L  1 5 0   m  m)  g el eit et.    A n g e g e b e n  si n d   di e  is oli ert e n    A us b e ut e n   n a c h  s ä ul e n c hr o  m at o gr a p his c h er 
R ei ni g u n g.   Di e  K o nfi g ur ati o n   w ur d e   mitt el s Dr e h  w ert b esti  m  m u n g  b est äti gt.   

Di e s e  e x p eri  m e nt ell e n  R e s ult at e  bi et e n  ei n e n   w ert v oll e n   Er k e n nt ni s g e  wi n n  hi n si c htli c h  d er 

D E R A  -K at al y s e .  Si e  er  w eit er n d e n  Ei n s at z  di e s e s  Bi o k at al y s at or s  u  m  ei n e n   w eit er e n  D E R A  -

B a u st ei n   f ür  d i e  s y nt h eti s c h e   A n  w e n d u n g ,  ei n w eit er er  S c hritt    a uf  d e  m    W e g   z ur  v oll e n 

A u s s c h ö pf u n g  d e s s y nt h eti s c h e n  P ot e n zi al s  d er   D E R A  . 

L et ztli c h    b e s c h äfti gt e    si c h    ei n    T eil    d er    v orli e g e n d e n     Ar b eit     mit    ei n e  m     w eit er e n 

ei nfl u s sr ei c h e n  F a kt or  d er   O pti  mi er u n g  d er  D E R A  -R e a kti o n,  n ä  mli c h  di e  B er eit st ell u n g  d e s 

D E R A  -S u b str at e s   A c et al d e h y d  (22 ). S o  w o hl  di e  s e hr  h o h e  Fl ü c hti g k eit  d e s   A c et al d e h y d s  (22 ) 

al s  a u c h  s ei n e  st ar k  g e s u n d h eit s g ef ä hr d e n d e  Ei g e n s c h aft  er s c h  w er e n  di e  pr a kti s c h e   Ar b eit.  

D a h er   w ur d e  v er s u c ht  di e   B er eit st ell u n g  d e s   A c et al d e h y d s   (22 ) i n  sit u z u  er  m ö gli c h e n,  u n d 

z  w ar  i  m pl e  m e nti ert  i  m  k o nti n ui erli c h e n   R e a kti o n s  m o d u s.   Er  m ö gli c ht    w er d e n  s ollt e  di e s 

d ur c h  di e  V er  w e n d u n g  v o n  P ar al d e h y d  (5 75 7 ),  d e  m  Tri  m er  d e s  A c et al d e h y d s (22 ),   w el c h er  u nt er 
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s a ur er    K at al y s e   dr ei     M ol e k ül e    A c et al d e h y d  (22 )  fr ei s et zt.  F ür   di e   F u n kti o n   d e s   a ci d e n 

K at al y s at or s    w ur d e    v er s u c ht   di e  I n n e n  w ä n d e   ei n e s    Mi kr or e a kt or s   a u s    Gl a s    mit   1, 2, 2 -

Trifl u or o -2 -h y dr o x y -1 -(trifl u or o  m et h yl) et h a n  s ulf o n s ä ur e  β -s ult o n  (5 85 8 ) z u  f u n kti o n ali si ere n  

( v gl.  S c h e  m a   4 9 )  u n d   a n s c hli e ß e n d   ei n e   P ar al d e h y d -L ö s u n g   ei n er    K o n z e ntr ati o n   v o n 

0. 6  m ol/ L  b ei  Fl u s sr at e n  v o n  1 0   µ L/  Mi n  bi s  5 5 0  µ L/  Mi n  d ur c h  d e n    Mi kr or e a kt or  g e p u  m pt. 

D a b ei   k o n nt e  n   l e di gli c h   S p ur e n   ei n er    A c et al d e h y d-Bil d u n g   b ei   Fl u s sr at e n    ≤  5 0  µ L/  Mi n 

b e o b a c ht et    w er d e n ,  s o   d a s s  ei n e  f e hl g e s c hl a g e n e  F u n kti o n ali si er u n g   d e s    Mi kr or e a kt or s 

v er  m ut et    w u r de . I  m  Er g e b ni s  w ar e n    a u c h    w eit er e   V er s u c h e  u n d    Wi e d er h ol u n g e n  di e s e s 

A n s at z e s  z ur i n sit u B er eit st ell u n g  v o n  A c et al d e h y d  (22 ) al s  v or g el a g ert er  R e a kti o n s s c hritt i  m 

k o nti n ui erli c h e n    M o d u s   ni c ht   z i elf ü hr e n d.  V er s u c h e    mit  a ci d e n  I o n e n a u st a u s c h h ar z e n  i n 

ei n e  m   F e st b ettr e a kt or   z ur   Fr ei s et z u n g   d e s     A c et al d e h y d s  (22 )   a u s   P ar al d e h y d (5 75 7 )   al s 

alt er n ati v er    a ci d er     K at al y s at or   f ü hrt e n    z  w ar    z u    d er    g e  w ü n s c ht e n     U  m s et z u n g    z u 

A c et al d e h y d  (22 ),  j e d o ch  i n    K o  m bi n ati o n    mit   d er   n a c h g e s c h alt et e n    D E R A -R e a kti o n   z ur 

g ä n zli c h e n I n a kti vi er u n g  d e s  E n z y  m s.  Ur s ä c hli c h  d af ür   w ir d  v er  m utli c h  di e Fr a gilit ät  d er  p  H -

A k z e pt a n z  d er   D E R A s ei n . 

 

S c h e  m a S c h e  m a  4 94 9 :  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d er  F u n kti o n ali si er u n g  d er I n n e n  w ä n d e  ei n e s    Mi kr or e a kt or s  z ur :  S c h e  m ati s c h e   D ar st ell u n g  d er  F u n kti o n ali si er u n g  d er I n n e n  w ä n d e  ei n e s    Mi kr or e a kt or s  z ur i n i n 
sit usit u   Fr ei s et z u n g  v o n  A c et al d e h y d i  m  Fl o  wFr ei s et z u n g  v o n  A c et al d e h y d i  m  Fl o  w --M o d u s.  1) M o d u s.  1) Di e  F u n kti o n alisi er u n g   mit   1, 2, 2 -Trifl u or o -2 -h y dr o x y -1 -
(trifl u or o  m et h yl) et h a n  s ulf o ns ä ur e  β -s ult o n  erf ol gt e  a n h a n d  d es  Pr ot o k olls  v o n Ri c ci ar di   et  al.  ( 2 0 1 4). [ 1 0 4][ 1 0 4]  2) 2) 
N a c h  d er   A us bil d u n g  d es  b eri c ht et e n  a ci d e n    M o n ol a y ers  s ollt e  P ar al d e h y d   X  als   A c et al d e h y d -Q u ell e  di e n e n 
u n d f ür  F ol g er e a kti o n,   wi e  z. B.  di e   D E R A -k at al ysi ert e  Al d olr e a kti o n  z ur  V erf ü g u n g st e h e n.  
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8. 4   A U S B LI  C K  

Di e   i n    di e s er     Ar b eit    g e  w o n n e n e n    Er g e b ni s s e    k ö n n e n    al s     A u s g a n g s p u n kt     w eit er er 

I n v e sti g ati o n e n    di e n e n.   I  m    F ol g e n d e n    s oll    ei n     Ü b er bli c k    ü b er      M ö gli c h k eit e n    z ur 

W eit erf ü hr u n g  d er  Pr oj e kt e  g e g e b e n   w er d e n.     

8. 4. 1   D E R A  A L S B I  O K A T A L Y S A T  O R –  W EI T E R E R O P TI   MI E R  U  N  G S B E  D A R F ?  

F ür   d e n   Ei n s at z   al s    Bi o k at al y s at or   i st   b e s o n d er s   d er   P ar a  m et er   d er   E n z y  m a kti vit ät 

e nt s c h ei d e n d. J e  a kti v er  ei n  Bi o k at al y s at or i st,  d e st o  h ö h er i st i  m  Er g e b ni s  a u c h  d er   mit i h  m 

err ei c ht e   U  m s at z i n  d er  S y nt h e s e.  A uf b a u e n d  a uf  d e n  Er g e b ni s s e n  v o n M ar k u s   Di c k  k o n nt e 

n e b e n  d er   A c et al d e h y d -r e si st e nt e n    D E R A E  C -C 4 7  M  ei n e    w eit er e  vi el v er s pr e c h e n d e    D E R A  -

M ut a nt e  i d e ntifi zi ert   w er d e n,  n ä  mli c h  di e   D E R A E  C -C 4 7 V. [ 1 0] Tr ot z  i hr er  d o p p elt  s o  h o h e n 

E n z y  m a kti vit ät    i  m     V er gl ei c h    z ur    D E R A E  C -C 4 7  M,      w ur d e n    d ur c h    di e    v orli e g e n d e 

I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e  d ur c h  d a s   H al o T a gT  M -S y st e  m  d e utli c h e   V erl u st e i  m   Hi n bli c k  a uf 

di e  E n z y  m a kti vit ät  b e o b a c ht et.   S o  b e st e ht  a u c h    w eit er hi n  I nt er e s s e  d ar a n,  ei n e    D E R A -

V ari a nt e   a u sfi n di g   z u     m a c h e n,     w el c h e    n o c h   a kti v er,   n o c h   effi zi e nt er   ar b eit et.    Ei n 

A u s g a n g s p u n kt  k ö n nt e n  di e i  m   R a h  m e n  di e s er   Ar b eit  u nt er s u c ht e n  p s y c hr o p hil e n   D E R A s 

s ei n.    B e s o n d er s   di e    D E R A   a u s E.  si biri c u  m   sti c ht   d ur c h  i hr e    m e hr   al s   5 -m al  s o   h o h e 

E n z y  m a kti vit ät i  m  V er gl ei c h z ur  m e s o p hil e n   D E R A  a u s E.  c oli  h er v or , w o  mit si e  a u c h  u  m   ei n 

Vi elf a c h e s  a kti v er i st  al s  di e  b er eit s  b e k a n nt e  n  p s y c hr o p hil e n   D E R A s  a u s S.  h alif a x e n si s  u n d 

C.   p s y c hr er yt hr a e a  ( v gl.   T a b ell e    1 6 ).   D o c h   s c h ei nt   d er   i n   di e s er     Ar b eit   b e sti  m  mt e 

E n a nti o  m er e n ü b er s c h u s s v o n l e di gli c h  7 5  % v o n  d er  V er  w e n d u n g  d e s  E n z y  m s i n  d er  S y nt h e s e 

a b z u s c hr e c k e n.  Ei n  g e n a u er    Bli c k  i n  d a s  a kti v e    Z e ntr u  m  d er    D E R A E S   k ö n nt e   all er di n g s 

A uf s c hl u s s  g e b e n,   w o d ur c h  ei n e  s ol c h e   A b  w ei c h u n g  d er  St er e o s el e kti vit ät  b e gr ü n d et   wir d 

u n d   ei n e     m ut a g e n eti s c h e    A n p a s s u n g   er  m ö gli c h e n.    B e s o n d er s  i  m    K o nt e xt   d er   b ei d e n 

b e k a n nt e n   p s y c hr o p hil e n    D E R A S  H   u n d    D E R A C P   si n d   di e s e    A b  w ei c h u n g   b e z ü gli c h   d er 

St er e o s el e kti vit ät    a uff älli g,      w el c h e      wi e d er u  m     a u ß er g e  w ö h nli c h     h o h e 

E n a nti o  m er e n ü b er s c h ü s s e   a uf  w ei s e n   ( v gl.    T a b ell e    1 6 ).   S omit     k ö n nt e n   I n v e sti g ati o n e n 

hi n si c htli c h  di e s er  S el e kti vit ät s ei n b u ß e n  u n d  ei n  g e n a u er er   Bli c k  i n  d a s  a kti v e   Z e ntr u  m 

s o  wi e  d er  F alt u n g  di e s er  E n z y  m e  a u c h  f ür  di e  E nt  wi c kl u n g  ei n er  st er e o k o  m pl e  m e nt är e n 

D E R A  v o n  I nt er e s s e  s ei n  .  Ei n e S ol c h e   k o n nt e   bi s  h e ut e  ni c ht  e nt  wi c k elt    w er d e n .  D a  di e 

D E R A E S  s e hr  g ut  z u  e x pri  mi er e n  i st  ( v gl.   K a pit el  6. 2 )  u n d  di e   D E R A  i  m   All g e  m ei n e n  n a c h 

i n stit ut si nt er n e n  Erf a hr u n g e n l ei c ht z u  kri st alli si er e n i st, s ollt e d af ür  ei n e  Kri st all str u kt ur  d er 

D E R A E S  b e sti  m  mt   w er d e n.   
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W eit er hi n     s ollt e   ü b er pr üft    w er d e n,   o b   e s    w eit er e   I  m  m o bili si er u n g s str at e gi e n   f ür   di e 

v er  w e n d et e   D E R A E  C -C 4 7 V  gi bt,   w el c h e f ür  di e   V er  w e n d u n g   d e s  et a bli ert e n   R e a kti o n s -S et -

U p s  i  m   Fl o  w   g e ei g n et  si n d  u n d    mit  g eri n g er e n  ( v or z u g s  w ei s e  o h n e)    A kti vit ät s v erl u st e n 

ei n h er g e h e n.  B er eit s  ei ni g e I  m  m o bili si er u n g st e c h ni k e n   w ur d e n f ür  di e   D E R A  b e s c hri e b e n. [ 8 9, 

1 3 2,  1 6 3,  1 6 6]  E s   w er d e n j e d o c h  e nt  w e d er  L e a c hi n g -Eff e kt e  o d er   A kti vit ät s v erl u st e  a uf   K o st e n 

d er  Effi zi e n z  d er   D E R A  b e o b a c ht et . Ei n e   w eit er e   M ö gli c h k eit  d er I  m  m o bili si er u n g  k ö n nt e  di e 

Bil d u n g  v o n   C atI B s   (c at al yti c all y  a c ti v e i n cl u si o n  b o di e s)  s ei n. B ei  s ol c h e n i n cl u si o n  b o di e s 

h a n d elt  e s  si c h   Pr ot ei n e,    w el c h e    mit  ei n e  m    A g gr e g ati o n -tri g g er n d e n  v er s e h e n  si n d   u n d  

k at al yti s c h e     A kti vit ät    a uf  w ei s e n .    Si e    k ö n n e n    al s   n at ürli c h    h er g e st ellt e s   tr ä g erl o s e 

E n z y  mi  m  m o bili s at  a n g e s e h e n   w er d e n  k ö n n e n. [ 1 9 0] Di e   H er st ell u n g  erf ol gt i n  d er  R e g el  ü b er 

di e  F u si o ni er u n g  d e s   Zi el pr ot ei n s    mit  e nt s pr e c h e n d e n   P ol y p e pti d e n  o d er   Pr ot ei nt a g s ( z. B. 

El a sti n -ä h nli c h e  P e pti d e [ 1 9 1] o d er   V ari a nt e n  d e s  gr ü n  fl u or e s zi er e n d e n  Pr ot ei n s [ 1 9 2]),  s o  mit 

ei n e   ä h nli c h e    V or g e h e n s  w ei s e,    wi e  si e  i n   v orli e g e n d er    Ar b eit   b ei   d er    H er st ell u n g   d e s 

H al o T a g T  M -D E R A  -K o n str u kt e s  n ot  w e n di g    w ar.    F ür  d e n  F all  ei n er    Al k o h ol d e h y dr o g e n a s e 

w ur d e  di e  erf ol gr ei c h e  V er  w e n d u n g s ol c h er   C atI B s   b er eit s i  m Fl o  w  b e s c hri e b e n .[ 1 9 3] Di e   d ort 

v o n Öl c ü c ü  et  al.  v er  w e n d et e n  s y nt h eti s c h e n  P e pti d -T a g s  wi e s e n i  m   G e g e n s at z  z u  d e  m  hi er 

v er  w e n d et e n s e hr  gr o ß e n   H al o T a g T  M  mit  3 4   k  D a  v er gl ei c h s  w ei s e s e hr  kl ei n e   Gr ö ß e n  v o n  0. 9 

bi s   2. 3  k D a   a uf  ,    w o d ur c h   et  w ai g e   n e g ati v e    A u s  wir k u n g e n   a uf   di e   Pr ot ei nf alt u n g   u n d 

E n z y  m a kti vit ät    d er     D E R A    g eri n g er   a u sf all e n   k ö n nt e.    Ei n e     w eit er e   vi el v er s pr e c h e n d e 

I  m  m o bili si er u n g s  m et h o d e  k ö n nt e  di e   C L E A (cr o s s -li n k e d  e n z y  m e  a g gr e g at e s)  T e c h n ol o gi e 

d ar st ell e n ,   w el c h e f ür  z a hlr ei c h e  E n z y  m e  b er eit s   mit l e di gli c h  g eri n g e n   A kti vit ät s v erl u st e n 

b e s c hri e b e n   w ur d e. [ 1 4 4] 

Di e i n  di e s er  Ar b eit  g et e st et e  a d s or pti v e I  m  m o bili si er u n g   mitt el s   Ni  -N T A  -S y st e  m  er  wi e s si c h 

b e s o n d er s  a uf gr u n d  d e s  st ar k e n  L e a c hi n g -Eff e kt e s  al s  n a c ht eili g.   Ei n  L ö s u n g s a n s at z  f ür 

di e s e s  Pr o bl e  m  k ö n nt e  di e   V er  w e n d u n g  a n d er er    M et alli o n e n  s ei n,   w el c h e  si c h  d ur c h  ei n e 

h ö h er e   Affi nit ät  z u  m   Hi s -T a g  a u s z ei c h n e n.  Ei n i nt er e s s a nt er   K a n di d at  st ellt   C o b alt  d a  u n d 

z  w ar    C o(III).    C o(III)  z ei c h n et  si c h    mit  ei n er    H al b  w ert s z eit  v o n   bi s  z u   si e b e n   T a g e n  i n 

A n  w e s e n h eit  v o n I  mi d a z ol  g e g e n ü b er  ei n e  m  6  -f a c h e n   Hi s-T a g  al s  b e s o n d er s r o b u st  a u s. [ 1 9 4] 

Di e   V er  w e n d u n g  ei n e s  [  C o(III)  N T A(  Hi s 6  -T a g)] -K o  m pl e x e s  z ur  I  m  m o bili si er u n g  d er    D E R A 

k ö n nt e   s o  mit   d ur c h a u s   P ot e n zi al   b er g e n.    Ei n e   e b e n s o   i nt er e s s a nt e     Alt er n ati v e   d er 

I  m  m o bili si er u n g      mitt el s    A d s or pti o n    k ö n nt e     di e      V er  w e n d u n g     v o n      H ol z     al s 

u  m  w eltfr e u n dli c h e s  Tr ä g er  m at eri al  i n   V er bi n d u n g    mit    G ol d -N a n o p arti k el n  d ar st ell e n. [ 1 9 5] 

B ei  d i e s er z  w ei st ufi g e n  I  m  m o bili si er u n g erf ol gt i n  ei n e  m  er st e n  S c hritt  di e  R e d u zi er u n g  v o n 

A u 3 + -I o n e n  a uf  d er   O b erfl ä c h e  u n d i  m I n n er e n  ei n e s  pr ä p ari ert e n   H ol z st ü c k s,   w o b ei   G ol d-



 
 

1 2 8  

N a n o p arti k el  e nt st e h e n, f ür   w el c h e   wi e d er u  m  ei n e  h o h e  Pr ot ei n  -Affi nit ät  b e s c hri e b e n   wir d. 

I  m  z  w eit e n I  m  m o bili si er u n g s s c hritt   wir d  di e  E n z y  ml ö s u n g  ü b er  d a s   H ol z  g el eit et,   w o b ei i  m 

F all  ei n er  L a c c a s e  k ei n e  er h e bli c h e n  A kti vit ät s v erl u st e  u n d  ei n e  g ut e    Wi e d er v er  w e n d b ar k eit 

b e o b a c ht et   w or d e n i st.  

A u c h  hi n si c htli c h  d er  A c et al d e h y d  -T ol er a n z  d er   D E R A  k ö n nt e n   w eit er e  U nt er s u c h u n g e n  v o n 

I nt er e s s e  s ei n.  S o  k o n nt e i n  v orli e g e n d er   Ar b eit  g e z ei gt   w er d e n,  d a s s  d er  v o n M ar k u s   Di c k  

p o st uli ert e I n a kti vi er u n g s  m e c h a ni s  m u s  ü b er  d a s  C y s -4 7  ni c ht  d er  ei n zi g e   M e c h a ni s  m u s s ei n 

k a n n,   w el c h e r z ur I n a kti vi er u n g  d er   D E R A f ü hrt.  Di e i n  di e s er  Ar b eit  u nt er s u c ht e   H y p ot h e s e 

ei n e s  a n al o g e n  n u kl e o p hil e n   A n griff s i  m  a kti v e n   Z e ntr u  m  a u s g e h e n d  v o  m  T hr -1 8,   w el c h e r 

e b e nf all s  z u  d e  m  b e o b a c ht et e n  R e a kti o n s a d d u kt  u n d  s o  mit  z ur   Bl o c ki er u n g  d e s  a kti v e n 

Z e ntr u  m s   f ü hr e n  k ö n nt e,  k o n nt e  ni c ht  b e st äti gt    w er d e n.   Ei n  d e n k b ar er   A n s at z,    w el c h er 

Ei n bli c k e i n  str u kt ur ell e  V or g ä n g e  w eit er er   I n a kti vi er u n g s  m e c h a ni s  m u s  g e b e n  k ö n nt e,   w är e 

di e  Er st ell u n g  ei n er  Kri st all str u kt ur  d er  er st ellt e n  D o p p el  m ut a nt e   D E R A  -C 4 7  G  -T 1 8 V  v or  u n d 

n a c h  A c et al d e h y di n k u b ati o n.  A uf  di e s e    W ei s e  k ö n nt e n,  a n al o g z ur  V or g e h e n s  w ei s e  v o n Di c k  

et  al. ,[ 1 0] m ö gli c h e  R e a kti o n s a d d u kt e  o d er s o n sti g e str u kt ur ell e  Pr o z e s s e,  di e  Ei nfl u s s  a uf  ei n e 

r ei b u n g sl o s e    Wir k  w ei s e  d e s  a kti v e n  Z e ntr u  m s  h a b e n  k ö n nt e n,  d efi ni ert   w er d e n.  

8. 1. 1    D E R A  I  N   D E R  S Y  N T  H E TI S  C  H E  N F L  O   W  C H E   MI E  

I  m   R a h  m e n   di e s er    Ar b eit   k o n nt e   di e    D E R A   al s  i  m  m o bili si ert er    Bi o k at al y s at or  i n   ei n 

R e a kti o n s -S et -U p    i  m Fl o  w -M o d u s    i  m pl e  m e nti ert      w er d e n.    D a  mit    k o n nt e n    off e n e 

Fr a g e st ell u n g e n  u n d    W eit er e nt  wi c kl u n g e n  v o n C ar oli n  Bi st erf el d  a dr e s si ert   w er d e n. [ 1 7 1] 

Di e    M ö gli c h k eit e n  d er  K at al y s e,   w el c h e  h e ut z ut a g e  b er eit s i  m Fl o  w  d ur c hf ü hr b ar  si n d ,  si n d 

u  mf a n gr ei c h  u n d   w a c h s e n  st eti g. [ 1 0 1] D a s  et a bli ert e   R e a kti o n s  -S et -U p i  m Fl o  w  er öff n et i  m 

Si n n e  d e s    B a u k a st e n -Pri n zi p s  z a hlr ei c h e    K o  m bi n ati o n s  m ö gli c h k eit e n  d er    D E R A -K at al y s e 

mit      w eit er e n      Bi o  -    u n d/ o d er    c h e  mi s c h e n      K at al y s at or e n    bi s    hi n    z u    k o  m pl e x e n 

R e a kti o n s k a s k a d e n.  

D a s   Str u kt ur  m oti v   d e s     M o n o al d ol pr o d u kt e s     fi n d et   si c h   i n   vi el e n     N at ur st off e n   u n d 

p h ar  m a z e uti s c h  a kti v e n  S u b st a n z e n.   Wi e  i n  v orli e g e n d er    Ar b eit  g e z ei gt    w er d e n  k o n nt e, 

er  m ö gli c ht   ei n e   f ol g e n d e   R e d u kti o n   d e n    Z u g a n g   z u   c hir al e n   1, 3 -Di ol e n,    w el c h e   d a s 

Gr u n d g er ü st  vi el er    M a kr o  li d e u n d  P ol y ol e  bil d et.   Di e s e  Str u kt ur e n  si n d  b ei s pi el s  w ei s e  i n 

F or  m    d er      M a kr oli d a nti bi oti k a ,     wi e    R o x ati ci n    o d er      M y c oti ci n     A    u n d     B,   f ür    di e 

p h ar  m a z e uti s c h e I n d u stri e  u n d  F or s c h u n g  v o n  gr o ß e  m I nt er e s s e. [ 1 9 6] 
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A b bil d u n g A b bil d u n g  2 82 8 :  R o x ati ci n  u n d   M y c oti ci n  A  u n d  B  al s  V ertr et er  d er   M a kr oli d a nti bi oti k a.:  R o x ati ci n  u n d   M y c oti ci n  A  u n d  B  al s  V ertr et er  d er   M a kr oli d a nti bi oti k a.  

F ür  di e  st er e o s el e kti v e  S y nt h e s e  v o n  1, 3 -Di ol e n    mit  kl a s si s c h  c h e  mi s c h e n    M et h o d e n  si n d 

h ä ufi g      m e hr st ufi g e     R e a kti o n s s e q u e n z e n    z u  m     T eil    u nt er     h ar s c h e n      B e di n g u n g e n  

n ot  w e n di g. [ 1 9 6,  1 9 7] D  i e K o  m bi n ati o n  d er   hi er  g e z ei gt e n  D E R A  -k at al y si ert e n  st er e o s el e kti v e n  

S y nt h e s e  v o n  3 -(R )-H y dr o x y al d e h y d e n   mit  g e ei g n et e n    M et h o d e n  z u  m   A uf b a u  d e s  z  w eit e n 

C hir alit ät s z e ntr u  m s  k ö n nt e  ei n e  k ür z er e   Alt er n ati v e  bi et e n. B o u z b o u z  u n d C o s s y  b eri c ht e n 

v o n     ei n er     e n a nti o s el e kti v e n      All yltit a ni er u n g     a u s g e h e n d     v o n     c hir al e n     3 -

H y dr o x y al d e h y d e n  .[ 1 9 8]  U nt er    V er  w e n d u n g   d e s  j e  w eili g e n   Tit a n k o  m pl e x e s   k  a n n   s o  i  m 

s e  mi k o nti n ui erli c h e n   R e a kti o n s  m o d u s  di e  e nt s pr e c h e n d e n a nti - u n d s y n -1, 3 -Di ol e i n  ei n er 

z  w ei st ufi g e n  S y nt h e s e  d ar g e st ellt   w er d e n ( v gl.  S c h e  m a  5 0 ). E s s ollt e  ü b er pr üft   w er d e n,  o b  di e 

Ü b erf ü hr u n g i n  ei n e  k o nti n ui erli c h e  R e a kti o n sf ü hr u n g  b ei s pi el s  w ei s e  d ur c h  d e n  Ei n s at z  v o n 

Mi kr o  c hi p - o d er  S p ul e n r e a kt or e n m ö gli c h i st.   

 

S c h e  m a S c h e  m a  5 05 0 :  R e a kti o n s s c h e  m a  z ur s e  mi k o nti n ui erli c h e n  z  w ei st ufi g e n  S y nt h e s e  v o n  c hir al e n  1, 3:  R e a kti o n s s c h e  m a  z ur s e  mi k o nti n ui erli c h e n  z  w ei st ufi g e n  S y nt h e s e  v o n  c hir al e n  1, 3--Di ol e n.Di ol e n. [ 1 9 8][ 1 9 8]  

A u c h   k ö n nt e  di e   Ü b ertr a g u n g  d er   R e d u kti o n   mit   N a B  H 4 ,   wi e  si e i n  v orli e g e n d er   Ar b eit i  m 

s e  mi -k o nti n ui erli c h e n   R e a kti o n s  m o d u s  d ur c h g ef ü hrt   w or d e n i st,  i n  ei n e n  k o nti n ui erli c h e n 

R e a kti o n s  m o d u s  u  m g e s et zt   w er d e n. B er n ar di n  et  al.  b eri c ht e n  di e   V er  w e n d u n g   ei n er    mit 

N atri u  m  m et h a n ol at   st a bili si ert e n     N a B  H 4 -L ö s u n g    u n d    ei n e s     C or ni n g ® A d v a n c e d -Fl o  w  

R e a kt or   („ l o  w   fl o  w“   R e a kt or)     mit    v er b e s s ert e n     Mi s c h u n g s -   u n d     W är  m e a u st a u s c h -
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Ei g e n s c h aft e n   u n d   er zi elt e n   d a b ei   f ür   ei n e    Vi el z a hl   v o n    Al d e h y d -S u b str at e n   n a h e z u 

v oll st ä n di g e   U  m s ät z e  b ei  a u ß er g e  w ö h nli c h  k ur z e n  R e a kti o n s z eit e n  v o n  2 0  s. [ 1 9 9] Mit   Hilf e 

di e s e s  S y st e  m s    w är e  a u c h  di e    D ur c hf ü hr u n g   ei n er  si c h  a n s c hli e ß e n d e n  L u c h e -R e d u kti o n 

a u s g e h e n d  v o n  d e  m  ei nf a c h e n  Al d ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt  ( v gl.  di e  i n  v orli e g e n d er   Ar b eit 

b e s c hri e b e n e  S y nt h e s e  d e s  α ,β -u n g e s ätti gt e n  Al d e h y d s  1 11 1 ) d e n k b ar.   

E b e nf all s  v o n I nt er e s s e  k a n n  di e  Et a bli er u n g  d e s  R e d u kti o n s s c hritt e s i  m   w ä s sri g e n   M e di u  m 

i  m Fl o  w -M o d u s   s ei n,     w o d ur c h   d er   S c hritt   d er   I nli n e   -E xtr a kti o n   z u  m     W e c h s el   d e s 

L ö s u n g s  mitt el s  ei n g e s p art   w er d e n  k ö n nt e.  F ür   V er s u c h e i  m   B at c h   w ur d e   A  m  m o ni u  m b or a n 

al s  R e d u kti o n s  mitt el i n    W a s s er  erf ol gr ei c h  ei n g e s et zt. [ 2 0 0] 

W eit er hi n    s ollt e   di e  i n  v orli e g e n d er   Ar b eit  b e s c hri e b e n e   All yli er u n g sr e a kti o n,    w el c h e  i  m 

s e  mi k o nti n ui erli c h e n   R e a kti o n s  m o d u s  u  m g e s et zt   w or d e n i st,  w eit er e nt  wi c k elt   w er d e n.   Di e 

V er  w e n d u n g  d e s  T RI P    K at al y s at or s    ( ei n e  c hir al e   P h o s p h or s ä ur e)  i  m  m o bili si ert  a n  ei n er 

P ol y st yr ol -F e st p h a s e    ( P S-T RI P)    er  m ö gli c ht    di e     Ü b er s et z u n g    ei n er    e n a nti o s el e kti v e n 

All yli er u n g sr e a kti o n i n  d e n Fl o  w -M o d u s. [ 2 0 1,  2 0 2] D er   et a bli ert e n   D E R A -R e a kti o n s s c hritt i  m 

Fl o  w   mit  ei n er  I nli n e  -E xtr a kti o n   s o  wi e  ei n   a n s c hli e ß e n d er   W e c h s el  i n  ei n   or g a ni s c h e s 

L ö s u n g s  mitt el  k a n n  mit  d e  m  v o n Al  m e n ar a  et  al.  e nt  wi c k elt e n  F e st b ettr e a kt or   mit  P S -T RI P 

k o  m bi ni ert      w er d e n ,    f ür      w el c h e n     e x z ell e nt e     E n a nti o  m er e n ü b er s c h ü s s e     u n d     ei n e 

h er a u sr a g e n d e   A kti vit ät  b eri c ht et   w or d e n  si n d  ( v gl. S c h e  m a  5 1 ). N a c h   D ur c hl a uf e n  d e s  P S  -

T RI P  F e st b ettr e a kt or s   w ur d e  ei n   N a  H S  O 3 -S c a v e n g er  n a c h g e s c h alt et,  u  m  ni c ht  a br e a gi ert e 

Al d e h y d e  a u s  d e  m   Pr o d u kt g e  mi s c h  a b z uf a  n g e n.  Z ur   w eit er e n   A uf ar b eit u n g   w är e  a u c h  a n 

di e s er  St ell e  ei n   w eit er e s I nli n e -E xtr a kti o n s  m o d ul  d e n k b ar.  

 

S c h e  m a S c h e  m a  5 15 1 :  R e a kti o n s s c h e  m a  ei n er  a n s c hli e ß e n d e n  All yli er u n g sr e a kti o n  n a c h  erf ol gt er   D E R A:  R e a kti o n s s c h e  m a  ei n er  a n s c hli e ß e n d e n  All yli er u n g sr e a kti o n  n a c h  erf ol gt er   D E R A--R e a kti o n i  m R e a kti o n i  m 
k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s  u nt er  V er  w e n d u n g  ei n e s  P ol y st yr olk o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s  u nt er  V er  w e n d u n g  ei n e s  P ol y st yr ol --T RI PT RI P --F e st b ettr e a kt or s.F e st b ettr e a kt or s. [ 2 0 1][ 2 0 1]  

A u c h  di e  v orli e g e n d  g e z ei gt e   O xi d ati o n  d e s   D E R A  -k at al y si ert e n    M o n o al d ol pr o d u kt e s  6  6  z u 

d er  e nt s pr e c h e n d e n  3 -H y dr o x y c  ar b o n s ä ur e bir gt  d ur c h a u s  P ot e n zi al z ur    W eit er e nt  wi c kl u n g. 
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Mitt el s  a er o b er    O xi d ati o n  k a n n   d er  i  m  Fl o  w   d ur c h g ef ü hrt e    D E R A   -R e a kti o n s s c hritt    mit 

ei n e  m  P F A -S p ul e nr e a kt or  b ei  R a u  mt e  m p er at ur  o h n e  di e  Z u g a b e  ei n e s   w eit er e n  K at al y s at or s 

i  m  k o nti n ui erli c h e n    D ur c hfl u s s  k o  m bi ni ert    w er d e n.[ 2 0 3]  D ur c h  di e  Ei nl eit u n g  v o n    O 2 -G a s 

bil d et  si c h  ei n  k o nti n ui erli c h e s fl ü s si g -g a sf ör  mi g e s  R e a kti o n s s y st e  m,  d a s  si c h  a uf gr u n d  d er 

U nt er br e c h u n g  d e s  Fl ü s si g k eit s str o  m e s  d ur c h l ä n gli c h e   O 2 -Bl a s e n ( di e  s o g e n a n nt e  T a yl or -

Str ö  m u n g)   i n sb e s o n d er e   d ur c h   di e   v ort eil h aft   gr o ß e n    Gr e n z fl ä c h e n  u n d   ei n   s c h n ell e s  

D ur c h  mi s c h e n  a u s z ei c h n et. [ 2 0 4]  Ei n e  s ol c h e    O xi d ati o n    mit  S a u er st off    w ur d e  a u c h  b er eit s 

erf ol gr ei c h  i n    w ä s sri g e  m    M e di u  m  mit  ali p h ati s c h e n   Al d e h y d e n    d ur c h g ef ü hrt ,  s o d a s s  di e 

E nt  wi c kl u n g  ei n er  s ol c h e n  z  w ei st ufi g e n   S y nt h e s e  v o n   ( c hir al e n)  3 -H y dr o x y c ar b o n s ä ur e  n  

w eit er v erf ol gt   w er d e n  s ollt e. [ 2 0 5] M e c h a ni sti s c h li e gt  d er  a er o b e n   O xi d ati o n  v o n   Al d e h y d e n 

ei n  st uf e n  w ei s er  Pr o z e s s  z u gr u n d e,   w el c h er  di e  r a di k ali s c h e   K ett e nr e a kti o n  d e s   Al d e h y d s 

( A ut o o xi d ati o n), di e  n u kl e o p hil e   A d diti o n  ei n e s   Al d e h y d  m ol e k ül s  a n  di e  g e bil d et e  P er s ä ur e 

s o  wi e  di e   U  ml a g er u n g  d e s   Cri e g e e -I nt er  m e di at e s z ur   C ar b o n s ä ur e u  mf a s st  ( v gl. S c h e  m a  5 3 ).  

 

S c h e  m a S c h e  m a  5 25 2 :  S y nt h e s e  v o n  3:  S y nt h e s e  v o n  3--H y dr o x y o ct a n s ä ur e  ü b er  ei n e   D E R AH y dr o x y o ct a n s ä ur e  ü b er  ei n e   D E R A  --k at al y si ert e  R e a kti o n  u n d  a n s c hli e ß e n d er k at al y si ert e  R e a kti o n  u n d  a n s c hli e ß e n d er 
a er o b er   O xi d ati o n i  m  k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s.a er o b er   O xi d ati o n i  m  k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s. [ 2 0 3][ 2 0 3]  

 

S c h e  m a S c h e  m a    5 35 3 :      M e c h a ni s  m u s    d er    a er o b e n      O xi d ati o n    v o n     Al d e h y d e n    z u    i hr e n    e nt s pr e c h e n d e n :      M e c h a ni s  m u s    d er    a er o b e n      O xi d ati o n    v o n     Al d e h y d e n    z u    i hr e n    e nt s pr e c h e n d e n 
C ar b o n s ä ur e n.C ar b o n s ä ur e n. [ 2 0 6][ 2 0 6]    

Ei n      w eit er er     v or st ell b ar er      A u s g a n g s p u n kt     z ur      W eit er e nt  wi c kl u n g     bi et et     d a s 

Al d ol k o n d e n s ati o n s pr o d u kt,    w el c h e s    b ei s pi el h aft  f ür   d e n   F all   d e s   2 -(E )-O ct e n al s   (1 11 1 )  i n 

v orli e g e n d er   Ar b eit  i n  k o nti n ui erli c h e  m  R e a kti o n s  m o d u s  u nt er   D E R A -K at al y s e  d ar g e st ellt 
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w er d e n   k o n nt e.    D a s   Str u kt ur  m oti v   d er    α ,β -u n g e s ätti gt e n    Al d e h y d e   i st  i n   z a hlr ei c h e n 

Ar o  m a st off e n  z u  fi n d e n. [ 6,  1 8 6] Di e   A u s  w eit u n g  d e s  S u b str at s p e ktr u  m s  u n d  Er pr o b u n g  d e s 

R e a kti o n s pr ot o k oll s   mit   w eit er e n ( ali p h ati s c h e n)   Al d e h y d e n  u nt er s c hi e dli c h er   K ett e nl ä n g e 

k ö n nt e   Z u g a n g  z u  di v er s e n   Ar o  m a st off e n  er öff n e n.  Ei n  ei nf a c h er   V ertr et er ,  d er  a u s g e h e n d 

v o n  B ut a n al  al s  S u b str at  z u g ä n gli c h   w är e,  st ellt  z u  m  B ei s pi el  d a s  2 -(E )-H e x e n al  d ar,   w el c h e s 

z u  m  c h ar a kt eri sti s c h e n   G e s c h  m a c k  v o n  Ä pf el n  u n d  Kir s c h e n  b eitr ä gt . D er  B a u st ei n  d er   α ,β -

u n g e s ätti gt e n   Al d e h y d e  i st  z u d e  m  r ei z v oll  f ür  ei n e  R ei h e  v o n   a n s c hli e ß e n d e n  kl a s si s c h e n 

N a  m e n sr e a k  ti o n,     wi e   d er     Mi c h a el-A d diti o n   o d er   d er     M orit a -B a yli s -Hill  m a n  -R e a kti o n . 

B e s o n d er s  s p a n n e n d  k ö n nt e  di e   K o  m bi n ati o n  d er    D E R A  -k at al y si ert e n   Al d ol k o n d e n s ati o n 

mit   ei n er    w eit er e n    D E R A   s ei n,    w el c h e   hi n si c htli c h  i hr er   Effi zi e n z   z ur    K at al y s e    ei n er  

a s y  m  m etri s c h e n   Mi c h a el -A d diti o n  v o n   Nitr o  m et h a n  (5 95 9 ) a n  α ,β -u n g e s ätti gt e n  Al d e h y d e  z ur 

S y nt h e s e  v o n   γ -Nitr o al d e h y d e n   (6 06 0 )  o pti  mi ert    w or d e n  i st. [ 2 0 7]  D er    A u st a u s c h  v o n  z  w ölf 

A  mi n o s ä ur e n   i n  d e  m    Wil dt y p  d er   D E R AE  C ,   w el c h e  i nt er e s s a nt er  w ei s e  a u c h  di e    M ut ati o n 

C 4 7 S  u  mf a s st,   f ü hrt e  z u  ei n er  1 9 0 -f a c h  s o  h o h e n  k at al yti s c h e n   A kti vit ät  hi n si c htli c h  d er 

b e a b si c hti gt e n     Mi c h a el -A d diti o n.   S o  w o hl   ar o  m ati s c h e   al s   a u c h   ali p h ati s c h e    Al d e h y d e 

w ur d e n     v o n     d er     o pti  mi ert e n      D E R A      (  D E R A-M A;    „ Mi c h a el a s e “)    a k z e pti ert.     Di e 

I  m pl e  m e nti er u n g  di e s er     m ut a g e n eti s c h   a n g e p a s st e n    D E R A   k ö n nt e   d e n    A uf b a u   ei n er 

el e g a nt e n  R e a kti o n s k a s k a d e  z u n ä c h st i  m B at c h  u n d  a n s c hli e ß e n d  n a c h I  m  m o bili si er u n g  i  m 

Fl o  w -M o d u s   d ur c h  K o  m bi n ati o n  z  w ei er  u nt er s c hi e dli c h  o pti  mi ert e n   D E R A s   u n d  s o  mit  d e n 

Z u g a n g  z u   w eit er e n  n e u e n  ni c ht -n at ürli c h e n   D E R A -Pr o d u kt e n  er  m ö gli c h e n.  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g    2 92 9 :    R e a kti o n s s c h e  m a   z ur    D E R A:    R e a kti o n s s c h e  m a   z ur    D E R A--k at al y si ert e n   S y nt h e s e   v o n k at al y si ert e n   S y nt h e s e   v o n γ -Nitr o al d e h y d e nNitr o al d e h y d e n    ( 6 0)( 6 0)   d ur c h d ur c h 
K o  m bi n ati o n  d e s  et a bli ert e n  Pr ot o k oll s  z ur  Al d ol k o n d e n s ati o n  u n d  ei n er  o pti  mi ert e n   D E R AK o  m bi n ati o n  d e s  et a bli ert e n  Pr ot o k oll s  z ur  Al d ol k o n d e n s ati o n  u n d  ei n er  o pti  mi ert e n   D E R A  --M AM A  ..[ 2 0 7][ 2 0 7]  

A u c h  d a s    M o n o al d ol pr o d u kt   66   bi et et  di e    M ö gli c h k eit    w eit er er    C ar b oli g ati o n sr e a kti o n e n, 

w el c h e  e s s e n zi ell  i  m   A uf b a u  v o n   K o hl e n st off g er ü st e n  b e s o n d er s  i n  d er  p h ar  m a z e uti s c h e n 

C h e  mi e  si n d.   Hi er  si n d   F ol g er e a kti o n e n  i n  F or  m d er   K n o e v e n a g el -R e a kti o n,  d er    M a n ni c h -
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R e a kti o n  o d er   H e nr y -R e a kti o n  d e n k b ar,  f ür   w el c h e  e s  b er eit s  s p a n n e n d e   U  m s et z u n g e n  i n 

d e n  k o nti n ui erli c h e n Fl o  w  M o d u s  gi bt. [ 2 0 8-2 1 0]  

U  m  d a s  v oll e  R e a kti o n s s p e ktr u  m  d er    D E R A  i n  d e  m  R e a kti o n s s y st e  m  i  m Fl o  w   n ut z e n  z u 

k ö n n e n,  s ollt e  a u c h  di e  g e zi elt e  S y nt h e s e  d e s  d o p p elt e n   Al d ol pr o d u kt e s  d er   D E R A i  m Fl o  w  

o pti  mi ert  w er d e n.   D a s Fl o  w -S y st e  m  bi et et  d ur c h  di e  dir e kt e  u n d  ei nf a c h e  Ei nfl u s s n a h  m e  a uf 

di e  R e a kti o n s p ar a  m et er ei n e  g ut e   M ö gli c h k eit ei n e s ol c h e  R e a kti o n s st e u er u n g v or z u n e h  m e n. 

E s  i st  z u  v er  m ut e n,  d a s s  ei n e    Dr e h u n g  d e s    Gl ei c h g e  wi c ht e s  a uf  di e  S eit e  d e s  d o p p elt e n 

Al d ol pr o d u kt e s   b e r eit s   d ur c h   ei n e    h er a b g e s et zt e   Fl u s sr at e   u n d   s o  mit   ei n e   l ä n g e r e 

K o nt a kt z eit  z  wi s c h e n  S u b str at  u n d  E n z y  m,  di e f ür  di e  z  w eif a c h e  A d diti o n j e  ei n e s   M ol e k ül s 

A c et al d e h y d  (22 )  n ot  w e n di g  i st,  err ei c ht    w er d e n  k a n n.   A uf  di e s e    W ei s e  k ö n nt e  i  m Fl o  w -

M o d u s  ei n e  R ei h e  v o n  L a ct o n d eri v at e n    al s  B a u st ei n e  v o n   N at ur st off e n  u n d  P h ar  m a z e uti k a, 

wi e  di e  St ati n e,   h er g e st ellt   w er d e n ,   wi e  si e  i n  d er  Lit er at ur  b er eit s  i  m  kl a s si s c h e n B at c h -

S y st e  m f ür  di e   D E R A  b e s c hri e b e n  si n d. [ 3 5,  2 1 1] D e n k b ar   w är e  z u  m   B ei s pi el   a u c h  ei n e  D E R A  -

i n d u zi ert e   S y nt h e s e   d e s    V er b al a ct o n s (6 16 1 ),   ei n   a nti b a kt eri ell er    N at ur st off,    w el c h er   ei n 

m a  k r oz y k li s c h e s   Di  m er  d e s  L a ct o n s ( +)-( 3R , 5R )-D  i h y dr o x y-5 -d e c a n oli d  d ar st ellt.  W ä hr e n d 

di e  kl a s si s c h  c h e  mi s c h e  S y nt h e s e   mit  bi s  z u  z e h n  R e a kti o n s s c hritt e n  b e s c hri e b e n   wir d, [ 2 1 2, 

2 1 3]   k ö n nt e  d ur c h  di e  g e zi elt e   S y nt h e s e   d e s  d o p p elt e n    D E R A -Pr o d u kt e s  a u s g e h e n d  v o n 

H e x a n al   (55 ),  ei n er f ol g e n d e n   O xi d ati o n u n d  M a kr ol a ct o ni si er u n g    ei n  el e g a nt er  u n d  k ür z er er 

S y nt h e s e  w e g  e nt  wi c k elt   w er d e n  ( v gl. S c h e  m a  5 4 )[ 2 1 4,  2 1 5]. 

 

S c h e  m a S c h e  m a  5 45 4 :   M ö gli c h e s  R e a kti o n s s c h e  m a  z ur  S y nt h e s e  v o n  V er b al a ct o n:   M ö gli c h e s  R e a kti o n s s c h e  m a  z ur  S y nt h e s e  v o n  V er b al a ct o n  ( 6 1)   mitt el s   D E R A( 6 1)   mitt el s   D E R A--K at al y s e.K at al y s e.    

D a b ei  k ö n nt e  di e  v o n C ar oli n  Bi st erf el d  i  m  B at c h g et e st et e  K o  m bi n ati o n  d er   D E R A   mit  ei n er 

L a c c a s e  z ur   O xi d ati o n i  m  z  w eit e n  S c hritt   w eit er v erf ol gt  u n d i n  d e n Fl o  w -M o d u s  ü b ertr a g e n 

w er d e n  .[ 1 7 1] Ei n e I  m  m o bili si er u n g  d er  L a c c a s e  k a n n  di e    M ö gli c h k eit  z  w ei er  hi nt er ei n a n d er 

g e s c h alt et e n  E n z y  m -F e st b ettr e a kt or e n  er  m ö gli c h e n.  
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A b s c hli e ß e n d  k ö n nt e n  T e st   mit  d er  v o n V o util ai n e n  et  al.  u nt er s u c ht e n  D E R A  -V ari a nt e f ür 

di e  bi o k at al yti s c h e   A n  w e n d u n g  v o n  I nt er e s s e  s ei n.   Di e   Ar b eit s gr u p p e  e  nt  wi c k elt e    mitt el s 

M  a c hi n e   L e ar ni n g   f ü nf    D E R A-V ari a nt e n,    w el c h e   ei n e   h o h e    A kti vit ät   hi n si c htli c h   d er 

Al d olr e a kti o n   mit   A c et al d e h y d  (22 ) u n d  ei n e  g eri n g e   A kti vit ät  hi n si c htli c h i hr er  n at ürli c h e n 

R etr o al d olr e a kti o n    mit   D e s o x yri b o s e -5 -p h o s p h at  a uf  w ei s e n .[ 2 1 6,  2 1 7] All e  di e s er  f ü nf  b e st e n 

D E R A  -V ari a nt e n   wi e s e n   M ut ati o n e n  d e s   C y s  -4 7  a uf.  
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99  EE X P E RI   MX P E RI   M E  N T E L L E R E  N T E L L E R TT EI LEI L   

9. 1   M A T E RI A LI E  N  

9. 1. 1   G E R Ä T E   U  N  D S O F T   W A R E  

Di e  i n  n a c h st e h e n d er    T a b ell e   1 9   a uf g ef ü hrt e n    G er ät e  si n d  s ol c h e,    w el c h e  i  m  L a b or  z u 

r e g el  m ä ßi g er     A n  w e n d u n g    k a  m e n.    S p e zi ell e     G er ät e     w er d e n   i n    d e n   e nt s pr e c h e n d e n 

M et h o d e nt eil e n  b e s c hri e b e n.  S oft  w ar e pr o gr a  m  m e,   w el c h e i  m  R a h  m e n  di e s er  Ar b eit  b e n ut zt 

w ur d e n, si n d  g e s o n d ert i n   T a b ell e  1 9 a uf g eli st et.  

T a b ell e T a b ell e  1 91 9 : : L a b or g er ät e  d e s r e g el  m ä ßi g e n   G e br a u c h s.L a b or g er ät e  d e s r e g el  m ä ßi g e n   G e br a u c h s.   

G er ätG er ät    H er st ell er H er st ell er     

 
Pi p ett e n  
 
E p p e n d orf  R e s e ar c h,  Pi p ett e  1 1 0  µ L  E p p e n d orf  A  G,   H a  m b ur g  
E p p e n d orf  R e s e ar c h,  Pi p ett e  1 0 1 0 0  µ L     E p p e n d orf  A  G,   H a  m b ur g  
E p p e n d orf  R e s e ar c h,  Pi p ett e  0. 1 1   m L     E p p e n d orf  A  G,   H a  m b ur g  
Gil s o n  Pi p et  m a n,  Pi p ett e  0. 5  5   m L  Gil s o n,   Mi d dl et o n,    WI,   U S A   
  
S c h üttl er  
 
Bi o  C ot e  St u art r ot at or  S B 2,  R ot or s c h üttl er i n 
3 7 °  C  K o n st a ntr a u  m f ür  K ult urr ö hr c h e n  

Bi o  C ot e  Lt d,    W ol v er h a  m pt o n,   U K  

E p p e n d orf  T h er  m o  mi x er  c o  m p a ct,  b e h ei zt er 
S c h ütt el bl o c k f ür  1. 5 2   m L  R e a kti o n s g ef ä ß e  

E p p e n d orf  A  G,   H a  m b ur g  

H L  C   M K R 2 3,  b e h ei zt er/ g e k ü hlt er 
S c h ütt el bl o c k f ür  1. 5 5 0   m L  R e a kti o n s g ef ä ß e  

H L  C  Bi o T e c h,  B o v e n d e n   

I nf or s   H T   M ultitr o n  St a n d ar d, 
b e h ei z b ar er/ k ü hl b ar er  S c h ütt eli n k u b at or f ür 
Fl ü s si g k ult ur e n  

I nf or s   H T,  B ott  mi n g e n,  S c h  w ei z 

V K S -7 5  c o ntr ol,  St a n d s c h üttl er i n  3 7 °  C 
K o n st a ntr a u  m f ür  Fl ü s si g k ult ur e n   

E d  m u n d  B ü hl er   G  m b  H,   H e c hi n g e n  

Z e ntrif u g e n  
E p p e n d orf   C e ntrif u g e  5 8 1 0 R,  g e k ü hlt e 
Z e ntrif u g e   mit  F e st  wi n k elr ot or f ür 
R e a kti o n s g ef ä ß e ( 1 5  +  5 0   m L)  

E p p e n d orf  A  G,   H a  m b ur g  

E p p e n d orf   C e ntrif u g e  5 4 2 4,  g e k ü hlt e 
Z e ntrif u g e   mit  F e st  wi n k elr ot or f ür 
R e a kti o n s g ef ä ß e ( 1. 5  +  2   m L)  

E p p e n d orf  A  G,   H a  m b ur g  

E p p e n d orf   C o n c e ntr at or  5 3 0 1, 
V a k u u  m z e ntrif u g e f ür  R e a kti o n s g ef ä ß e ( 1. 5 + 2 
m L)   

E p p e n d orf  A  G,   H a  m b ur g  

S or v all  R  C 5 B,  g e k ü hlt e  St a n d k ü hl z e ntrif u g e     T h er  m o  S ci e ntifi c   C or p.,   M A,   U S A  
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G er ätG er ät    H er st ell er H er st ell er     

 
S or v all  R  C 6 B  pl u s,  g e k ü hlt e 
St a n d k ü hl z e ntrif u g e  

T h er  m o  S ci e ntifi c   C or p.,   M A,   U S A  

S or v all  F 1 0 S,  F e st  wi n k el z e ntrif u g ati o n sr ot or     T h er  m o  S ci e ntifi c   C or p.,   M A,   U S A  
Z e ntrif u g e  2 0 4   
  
W a a g e n    
 
S art ori u s   M  C 1,  L a b or  w a a g e  S art ori u s  A  G,   G ötti n g e n  
S art ori u s  L A 1 2 0 0 S,  F ei n  w a a g e  S art ori u s  A  G,   G ötti n g e n  
S art ori u s  2 0 0 4  M P,   Ultr af ei n  w a a g e  S art ori u s  A  G,   G ötti n g e n  
 
S o n sti g e s  
 
B ü c hi  R ot a v a p or  R -2 0 5,  R ot ati o n s v er d a  m pf er     B ü c hi  L a b ort e c h ni k   G  m b  H,  E s s e n, 

D e ut s c hl a n d   
I n vitr o g e n   N o v e x   Mi ni c ell,  v erti k al e s 
G el el e ktr o p h or e s e s y st e  m f ür I n vitr o g e n 
pr e c a st  S  D S -P A  G E -g el s  

I n vitr o g e n   G  m b  H,   D ar  m st a dt 

L a b or -p  H -M et er  7 6 6   C ali  m ati c,  p  H  -M et er      K ni c k  El e ktr o ni s c h e   M e s s g er ät e   G  m b  H   & 
C o.  K  G,  B erli n,   D e ut s c hl a n d   

N a n o   Dr o p  2 0 0 0 c,  Kl ei n v ol u  m e n p h ot o  m et er      T h er  m o  S ci e ntifi c   C or p. , M A.  , U S A   
P erf e ct bl u e   G el s y st e  m   Mi di  S,  h ori z o nt al e s 
G el el e ktr o p h or e s e s y st e  m   

P e ql a b  

S hi  m a d z u   U V -1 8 0 0,  k ü hl b ar e s/ b e h ei z b ar e s 
S p e ktr o p h ot o  m et er (  C P S -2 4 0 A)  

S hi  m a d z u,   D ui s b ur g  

S o n o pl u s,   Ultr a s c h all  Z ell di sr u pt or   mit 
di v er s e n   H or n gr ö ß e n ( 1. 5 5 0   m L)  

B a n d eli n  el etr o ni c   G  m b  H   &   C o.  K  G,  B erli n, 
D e ut s c hl a n d   

V   W R   D o p pi o,   Gr a di e nt e n -P  C R -C y cl er      V   W R I nt er n ati o n al   G  m b  H,   D ar  m st a dt   
Zir b u s  V a  C o 2,  L y o p hili s at or  Zir b u s  T e c h n ol o g y   G  m b  H,  B a d   Gr u n d, 

D e ut s c hl a n d   
S prit z e n p u  m p e   
Fl o  w   Gl a s s ä ul e n   

 

T a b ell e T a b ell e  2 02 0 : : v er  w e n d et e  S oft  w ar e pr o gr a  m  m e.v er  w e n d et e  S oft  w ar e pr o gr a  m  m e.   

S oft  w ar eS oft  w ar e   V er  w e n d u n gV er  w e n d u n g    

E x c el  Gr a p h e n   
Ori gi n  Pr o   Gr a p h e n   
U  C S F   C hi  m er a   E n z y  m -A b bil d u n g e n  
C h e  m dr a  w   Str u kt urf or  m el n  
M e str e  N o v a   N  M R  A u s  w ert u n g   
D e si g n E x p ert ®   A u s  w ert u n g  d er 

R e a kti o n s o pti  mi er u n g  
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9. 1. 2   C H E   MI K A LI E  N , E N Z Y   M E   U  N  D F E R TI  G KI T S  

C h e  mi k ali e nC h e  mi k ali e n    

Di e i n  di e s er  Ar b eit  v er  w e n d et e n   C h e  mi k ali e n   w ur d e n  k o  m  m er zi ell  v o n C arl  R ot h  G  m b  H   & 

C o.  K  G ( K arl sr u h e,   D e ut s c hl a n d), Si g  m a  Al dri c h/ Fl u k a ( St ei n h ei  m,   D e ut s c hl a n d ),  F er  m e nt a s 

G  m b  H   ( St.   L e o n  -R ot,     D e ut s c hl a n d), T  CI   E ur o p e    ( Z  wij n dr e c ht,     B el gi e n), Alf a     A e s ar  

( K arl sr u h e,   D e ut s c hl a n d)  u n d V   W R I nt er n ati o n al  ( R a d n or,  P A,  U S A)  er  w or b e n  o d er st a  m  m e n 

a u s  S c h e n k u n g e n.  

E n z y  m eE n z y  m e   

Di e     E n z y  m e     T 4  -Li g a s e     ( 5  U/ µ L),     T 4     P ol y n u kl e oti d      Ki n a s e     ( 1 0      U/ µ L), 

R e stri kti o n s e n d o n u kl e a s e n  u n d  d  N T P s  (j e  w eil s  1 0    m M )   w ur d e n  b ei  F er  m e nt a s   G  m b  H  ( St. 

L e o n -R ot,   D e ut s c hl a n d)  er  w or b e n.   Di e  P h u si o n ®   H ot st art II  P ol y  m er a s e  ( 2   U/µ L)  s o  wi e   D p nI 

( 1 0   U/µ L)  w ur d e  n  b ei T h er  m o  Fi s c h er  S ci e ntifi c  (   W alt h a  m,    M A,   U S A) er  w or b e n.   G  D  H/ T PI 

w ur d e  b ei Si g  m a  Al dri c h  (  M ü n c h e n,   D e ut s c hl a n d)  b e z o g e n. 

F erti g kit sF erti g kit s   

E s   w ur d e n f ol g e n d e  F erti g kit s  v er  w e n d et:  

Pl a s  mi di s ol ati o n:   i n n u P R E P   Pl a s  mi d     Mi ni    Kit, A n al yti k   J e n a    A  G   Lif e   S ci e n c e (J e n a, 

D e ut s c hl a n d)   

G el el uti o n:   QI A  Q ui k ®   G el  E xtr a cti o n  Kit,   QI A  G E  N   G  m b  H (  Hil d e n,   D e ut s c hl a n d)   

9. 1. 3   M E  DI E  N   U  N  D S T A   M   M L  Ö S  U  N  G E  N  

Di e i n  n a c h st e h e n d er   T a b ell e  2 1  a uf g ef ü hrt e n    M e di e n   w ur d e n   mit  1  L  d e stilli ert e  m    W a s s er 

a uf g ef üllt.   B ei  d e  m  v er  w e n d et e n  T B -M e di u  m  h a n d elt  e s  si c h  u  m  ei n  F erti g  m e di u  m  ( C arl 

R ot h )  d er  u nt e n  a n g e g e b e n e n  Z u s a  m  m e n s et z u n g.  Z u s ät zli c h  z u  di e s er   w ur d e n  pr o  Lit er  T B-

M e di u  m  4   m L   Gl y c eri n  hi n z u g e g e b e n.  F ür  1    L    M e di u  m   w ur d e n  5 0. 8  g  d er  F erti g  mi s c h u n g 

mit  1   L   d e stilli ert e  m    W a s s er   a n g er ü hrt.   N a c h    d er    H er st ell u n g    w ur d e n   di e    M e di e n  f ür 

mi n d e st e n s  2 0   Mi n ut e n  b ei  ei n er  T e  m p er at ur  v o n  1 2 0    °  C  u n d  2 0 0 k P a  a ut o kl a vi ert.  
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T a b ell e T a b ell e  2 12 1 : : I n  di e s er  Ar b eit  v er  w e n d et e   N ä hr  m e di e n.I n  di e s er  Ar b eit  v er  w e n d et e   N ä hr  m e di e n.  

M e di u  mM e di u  m     B e st a n dt eilB e st a n dt eil   K o n z e ntr ati o n [ g/ L]   K o n z e ntr ati o n [ g/ L]   

   
L BL B   Tr y pt o n  1 0  
 H ef e e xtr a kt   5  
 N a  Cl   1 0  
   
T BT B   C a s ei n,  e n z y  m ati s c h 

v er d a ut  
1 2  

 H ef e e xtr a kt   2 4  
 K 2 H P  O 4  1 2. 5 4  
 K  H 2 P  O 4  2. 3 1  

 

I P T  G  u n d  A  m pi cilli n   w ur d e n  al s  St a  m  ml ö s u n g e n   mit  0. 4 5 µ m  C ell ul o s e a c et at  m e  m br a n  Filt er 

( S prit z e n v or s at zfilt er)  st erilfiltri ert  u n d  bi s  z u  m   G e br a u c h  b ei  -2 0 °  C  g el a g ert.   A c et al d e h y d 

St a  m  ml ö s u n g e n   w ur d e n  z ur  v er ei nf a c ht e n   H a n d h a b u n g  d er l ei c ht fl ü c hti g e n  S u b st a n z f ür 

s y nt h eti s c h e  Z  w e c k e fri s c h  v or   G e br a u c h  i n j e  w eili g e  m  P uff er  a n g e s et zt. 

I P T  G ( 1 0 0 0-I P T  G ( 1 0 0 0-f a c h)f a c h): 1 M  i n A q u a  d e st.  

A  m pi cilli n ( A  m p,  1 0 0 0  -A  m pi cilli n ( A  m p,  1 0 0 0  -f a c h)f a c h):  1 0 0   mg /  m L i n A q u a  d e st.  

9. 1. 4   M I K R  O  O R  G A  NI S   M E  N, P L A S   MI  D E   U  N  D O LI  G  O  N  U K L E  O TI  D E  

T a b ell e T a b ell e  2 22 2 : : I n  di e s er  Ar b eit  v er  w e n d et e  B a kt eri eI n  di e s er  Ar b eit  v er  w e n d et e  B a kt eri enn st ä  m  m est ä  m  m e . . 

B a kt eri e n st a  m  mB a kt eri e n st a  m  m   G e n ot y pG e n ot y p    Q u ell e/ R ef er e n zQ u ell e/ R ef er e n z    

E s c h eri c hi a  c oli  B L 2 1 (  D E 3)     F -o  m p T  h s d S B(r B -m B  -)  g al 

d c  m (IIt s 8 5 7 i n d 1  S a  m 7  ni n 5 

l a c  U V 5-T 7 g e n e 1)  

St u di er   &   M off at.  1 9 8 6 [ 2 1 8] 

E s c h eri c hi a  c oli  M A  C  H 1      Δ r e c A 1 3 9 8  e n d A 1 t o n A 

Φ  8 0 Δ l a c  M 1 5 Δ l a c X 7 4 

h s d R(r K -m K +)   

I n vitr o g e n[ 2 1 9] 
 

 

Pl a s  mi dPl a s  mi d e  e  

E s    w ur d e  d er  p E T 2 1 a( +) -V e kt or  v o n N o v a g e n (  U S A)  al s  Pl a s  mi d  v er  w e n d et.    Di e s er    w ei st 

ei n e n  T 7 -Pr o  m ot or,  ei n e n  l a c Z -O p er at or  s o  wi e  ei n e   A  m pi cilli n  -R e si st e n z  a uf.   Di e  f erti g e n 

G e n e  v o n  d e o  C E  C  w ur d e n  b er eit s  v o n  Fr a u   Dr. Ir e n e   K ü b erl,  n e é   K ull art z,   s o  wi e  v o n   H err n 

Dr.    M ar k u s   Di c k   i n d e n  V e kt or  kl o ni ert  u n d  f ür  di e s e   Ar b eit  z ur   V erf ü g u n g  g e st ellt.  Di e 

s y nt h eti s c h e n   G e n e   v o n  d e o  C PI ,  d e o  CE S   u n d  d e o  C P  H   w ur d e n  k o  m  m er zi ell  er st a n d e n    v o n 

G e n S cri pt   (  NJ,    U S A).  D a s   Pl a s  mi d   d e s   F u si o n s k o n str u kt e s   k o di er e n d   f ür    D E R A   u n d 

H al o T a g T  M  w ur d e  v o n   H err n   Dr.   J o h a n n e s   D ö b b er  z ur  V erf ü g u n g  g e st ellt.   
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T a b ell e T a b ell e  2 32 3 : v er  w e n d et e  Pl a s  mi d e.: v er  w e n d et e  Pl a s  mi d e.  

Pl a s  mi d b e z ei c h n u n gPl a s  mi d b e z ei c h n u n g      Ei g e n s c h aft e nEi g e n s c h aft e n   Q u ell e/ R ef er e n zQ u ell e/ R ef er e n z    

D E R A  -Wil dt y p    

p E T 2 1 a ::d e o  C E  C -n ot a g     p E T 2 1 a ::d e o  C E  C  o h n e   Hi s -
T a g  

Ir e n e  K ü b erl[ 2 2 0]  

p E T 2 1 a:: d e o  C E S -hi s     p E T 2 1 a:: d e o  C E S -hi s   mit  6 x 
Hi st a g (  N  -t er  mi n al) 

G e n S cri pt ®   

p E T 2 1 a:: d e o  C P  H -hi s     p E T 2 1 a:: d e o  C P  H -hi s   mit  6 x 
Hi st a g (  N  -t er  mi n al) 

G e n S cri pt ®  

p E T 2 1 a:: d e o  C PI -hi s     p E T 2 1 a:: d e o  C PI -hi s   mit  6 x 
Hi st a g (  N  -t er  mi n al) 

G e n S cri pt ®  

D E R A  -M ut a nt e n   

p E T 2 1 a:: d e o  C E  C -C 4 7 F  -n ot a g     p E T 2 1 a:: d e o  C E  C -C 4 7 F  -n ot a g 
mit   M ut ati o n   C 4 7 F ( R o u n d 
t h e   H or n  P  C R) 

di e s e  Ar b eit  

p E T 2 1 a:: d e o  C E  C -C 4 7 V  -
n ot a g  

p E T 2 1 a:: d e o  C E  C -C 4 7 V  -
n ot a g   mit   M ut ati o n   C 4 7 F 
(R o u n d t h e   H or n  P  C R ) 

di e s e  Ar b eit  

p E T 2 1 a:: d e o  C E  C -C 4 7 K  -
n ot a g  

p E T 2 1 a:: d e o  C E  C -C 4 7 K  -
n ot a g   mit  M ut ati o n   C 4 7 F 
(R o u n d t h e   H or n  P  C R ) 

di e s e  Ar b eit  

p E T 2 1 a:: d e o  C E  C -C 4 7 R  -n ot a g    p E T 2 1 a:: d e o  C E  C -C 4 7 R  -n ot a g 
mit   M ut ati o n   C 4 7 F ( R o u n d 
t h e   H or n  P  C R) 

di e s e  Ar b eit  

p E T 2 1 a:: d e o  C E  C -C 4 7  G  -T 1 8 V     p E T 2 1 a:: d e o  C E  C -C 4 7  G  -T 1 8 V 
mit   M ut ati o n e n   C 4 7  G  u n d 
T 1 8 V  

di e s e  Ar b eit  

H al o T a g  -D E R A  F u si o n s k o n str u kt e   

p E T 2 2 b:: h al ot a g -d e o  C E  C -
C 4 7  M   

F u si o n s k o n str u kt  a u s   D E R A 
u n d   H al o T a g  p E T 2 2 b::  mit 
M ut ati o n   C 4 7  M   

J o h a n n e s   D ö b b er[ 1 8 1] 

p E T 2 2 b:: h al ot a g -d e o  C E  C -
C 4 7 V   

F u si o n s k o n str u kt  a u s   D E R A 
u n d   H al o T a g  p E T 2 2 b::  mit 
M ut ati o n   C 4 7 V   

di e s e  Ar b eit  
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Pri  m erPri  m er   

All e i n  di e s er  Ar b eit  v er  w e n d et e n  Pri  m er   w ur d e n  v o n  Si g  m a  Al dri c h (  M ü n c h e n)  er  w or b e n.   

B e z ei c h n u n gB e z ei c h n u n g   5´5  ́--3  ́S e q u e n z3  ́S e q u e n z   V er  w e n d u n gV er  w e n d u n g    

d e o  C E.  c oli  
J B 1 8 _d e o  C _ E  C -
C 4 7 F _f  w   

[ P h o s] T T T  A T  C  T A T   C  C T   C  G  C  T T T 
A T  C   C  C  G  A T T   G  C  

R o u n d -t h e-H or n P  C R -
M ut a g e n e s e  v o n   C 4 7   

J B 1 7 _d e o  C _ E  C -
C 4 7 V _f  w   

[ P h o s] G T  G   A T  C  T A T   C  C T   C  G  C 
T T T  A T  C   C  C  G  A T T   G  

R o u n d -t h e-H or n P  C R -
M ut a g e n e s e  v o n   C 4 7  

J B 1 5 _d e o  C _ E  C -
C 4 7 K _f  w   

[ P h o s]A A A  A T  C  T A T   C  C T   C  G  C  T T T 
A T  C   C  C  G  A T T   G  C  

R o u n d -t h e-H or n P  C R -
M ut a g e n e s e  v o n   C 4 7   

J B 1 6 _d e o  C _ E  C -
C 4 7 R _f  w   

[ P h o s]C  G T   A T  C  T A T   C  C T   C  G  C  T T T 
A T  C   C  C  G  A T T   G  C  

R o u n d -t h e-H or n P  C R -
M ut a g e n e s e  v o n   C 4 7   

J 0 4 _d e o  C _ E  C -C 4 7 S _r v      G A T A  G  C  G  G  C  C  G  G T A T T  G  C  C  G A  C  C   R o u n d -t h e-H or n P  C R -
M ut a g e n e s e  v o n  all er 
i n  di e s er  Ar b eit 
er st ellt e n   M ut a nt e n  d er 
P o siti o n   C 4 7  

J B 1 9 _ d e o  C-E  C -C 4 7  G  -

T 1 8 V _r v  

[ P h o s]C A  G   G T  C   C A T   C A A  T T T 
C A  G  T  G  C  A  C  G   C A   

R o u n d -t h e-H or n P  C R -
M ut a g e n e s e  v o n  T 1 8  

J B 2 0 _ d e o  C-E  C -C 4 7  G  -

T 1 8 V _f  w  

[ P h o s]G T T   A  C  C   C T  G  A A T   G A  C 
G A  C   G A  C  A  C  C   G A   

R o u n d -t h e-H or n P  C R -
M ut a g e n e s e  v o n  T 1 8  

 

9. 2   M O L E K  U L A R - U  N  D M I K R  O BI  O L  O  GI S  C  H E M E T  H  O  D E  N  

9. 2. 1   O R T S  G E RI  C  H T E T E  M U T A  G E  N E S E    MI T T E L S P O L Y   M E R A S E K E T T E  N R E A K TI  O  N  

Di e  Ei nf ü hr u n g  v o n  zi el g eri c ht et e n  P u n kt  m ut ati o n e n i n  d er   D  N A  -S e q u e n z  erf ol gt e   mit   Hilf e 

d er R o u n d -t h e-H or n -P  C R.  A uf  di e s e    W ei s e i st  e s   m ö gli c h  a uf  Pr ot ei n e b e n e  ei n e  g e  w ü n s c ht e 

A  mi n o s ä ur e  a u s z ut a u s c h e n.  E s   wir d  d a s  g e s a  mt e  Pl a s  mi d,   w el c h e s  d a s  z u   m ut a g e ni si er e n d e 

G e n  b ei n h alt et,  a  m plifi zi ert.    Di e  g e  w ü n s c ht e    M ut ati o n  li e gt  d a b ei  a uf  d e  m  5  ́ -E n d e  d e s 

V or  w ärt s -Pri  m er s.   D er  e nt s pr e c h e n d e  R ü c k  w ärt s -Pri  m er li e gt  k o  m pl e  m e nt är z u  d er  S e q u e n z 

v or  d er  z u   m uti er e n d e n   A  mi n o s ä ur e  v or.   B ei d e  Pri  m er  si n d  a  m  5  ́-E n d e  p h o s p h o r yli ert  u n d 

ü b erl a p p e n   ni c ht    w o d ur c h   di e    A  m plifi k ati o n   b ei   di e s er    M et h o d e   e x p o n e nti ell   v erl ä uft. 

A n s c hli e ß e n d     wir d    d a s    3  ́ -E n d e      mit    d e  m    p h o s p h or yli ert e n    5 ´-E n d e    d ur c h    ei n e n 

Li g ati o n s s c hritt ( v gl.  9. 2. 3 )   mit ei n a n d er v er b u n d e n. Di e  Pri  m er   w ur d e n  b er eit s  p h o s p h or yli ert 

b e st ellt  o d er  ei g e n st ä n di g   mit  d er  T 4 -P ol y n u kl e oti d ki n a s e  n a c h   H er st ell er a n g a b e n ( 1  h  b ei 

3 7  °  C)  p h o s p h or yli ert. Di e   V erifi k ati o n  d er  P  C R  erf ol gt e  ü b er  di e   A uftr e n n u n g   mitt el s  ei n e s 
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A g ar o s e g el s.   Di e  b ei  d er  P  C R  v er  w e n d et e n  Pri  m er si n d  u nt er   9. 1. 4  a uf g ef ü hrt . Al s  P ol y  m er a s e 

w ur d e   di e P h u si o n ® -P ol y  m er a s e   g e  w ä hlt.    D a s   v er  w e n d et e   Pi p etti er s c h e  m a   s o  wi e   d a s 

T e  m p er at ur pr o gr a  m  m si n d  i n f ol g e n d e n  T a b ell e n  a uf g ef ü hrt. 

T a b ell e T a b ell e  2 42 4 : : Pi p etti er s c h e  m a  d er Pi p etti er s c h e  m a  d er R o u n dR o u n d --t h et h e--H or nH or n --P  C R.P  C R.   

 St a  m  ml ö s u n gSt a  m  ml ö s u n g      V ol u  m e n [V ol u  m e n [  µµ L]  L]     E n d k o n z e ntr ati o nE n d k o n z e ntr ati o n   

H F  -P uff er  5 -f a c h 4. 0  1 -f a c h 
f or  w ar d-Pri  m er     1 0 0  µ M  1. 0  0. 5  µ M  
r e v er s e-Pri  m er     1 0 0  µ M  1. 0  0. 5  µ M  
T e  m pl at e -D  N A      2 0  n g/ µ L  0. 1  0. 1 5  n g/ µ L  
d  N T P s  1 0  µ M  0. 4  0. 2  m M  
P ol y  m er a s e     2  U/  µ L  0. 2  0. 0 2  U/  µ L  
A q u a  d e st.   1 3. 0   
S u  m  m e   2 0. 0   

 

T a b ell e T a b ell e  2 52 5 : : v er  w e n d et e s  T e  m p er at ur pr o gr a  m  m  d er v er  w e n d et e s  T e  m p er at ur pr o gr a  m  m  d er R o u n dR o u n d --t h et h e--H or nH or n --P  C RP  C R . . 

S c hrittS c hritt   T e  m p er at ur [°  C]  T e  m p er at ur [°  C]  Z eit [ s]  Z eit [ s]  

i niti al e   D e n at uri er u n g    9 8  3 0  
D e n at uri er u n g   9 8  1 0  
A nl a g er u n g  6 5 -7 5  3 0  
El o n g ati o n  7 2  1 2 0  
fi n al e  El o n g ati o n 7 2  3 0 0  

 

9. 2. 2   A G A R  O S E -G E L E L E K T R  O P  H  O R E S E  

Z ur   Ü b er pr üf u n g,  o b  e s   w ä hr e n d  ei n er  P  C R  erf ol gr ei c h  z ur   A  m plifi k ati o n  k a  m,   w ur d e  ei n e 

A g ar o s e -G  el el e ktr o p h or e s e  d ur c h g ef ü hrt.   B ei  di e s er  k o  m  mt  e s  z ur   A uftr e n n u n g  v o n   D  N A -

Fr a g  m e nt e n  a n h a n d i hr er   Gr ö ß e i n  ei n e  m  el e ktri s c h e n  F el d  v o n  1 8 0  V f ür  2 5  mi n i n  1   x  T A E -

P uff er ( 4 0  m M T RI S;  1 8  M m  Ei s e s si g,  1   m M E  D T A;  p H  8. 0) .  E s   w ur d e  ei n  0. 8 %  -i g e s  A g ar o s e g el 

v er  w e n d et,   w el c h e s  z u  m   A nf är b e n  d er   D  N A -B a n d e n  u nt er   U V  mit G el R e d T  M  (Bi oti u  m I n c., 

H a y  w ar d,   C A,   U S A ) v er s et zt   w ur d e.   D a s   G el  w ur d e i n  ei n e   G el k a  m  m er  g el e gt  u n d  di e s e   mit 

T A E -P uff er  b ef üllt,  bi s  d a s   G el  v oll st ä n di g   mit  Fl ü s si g k eit  b e d e c kt   w ur d e.   Di e   P  C R -Pr o b e n 

w ur d e n    mit  ei n e  m  5   x  D  N A  -L a d e p uff er   ( 0. 0 5 %  ( w/ v )   Br o  m p h e n ol bl a u,  1 0 0 m M E  D T A  u n d 

4 0  %   (v/ v )   Gl y c er ol v er s et zt  u n d  a uf  d a s   G el  a uf g etr a g e n.   N a c h  erf ol gt er   A uftr e n n u n g  u nt er 

o b e n  g e n a n nt e n  B e di n g u n g e n  k o n nt e n  di e  B a n d e n  a n s c hli e ß e n d  u nt er   U V si c ht b ar  g e  m a c ht 

w er d e n.  Al s  St a n d ar d   w ur d e  d er   G e n e R ul er T  M  1  k b   D  N A  L a d d er ( F er  m e nt a s ) v er  w e n d et.  
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9. 2. 3   L I  G A TI  O  N   U  N  D R E S T RI K TI  O  N S V E R  D A  U  

F ür   di e   Li g ati o n     w ur d e n   di e    K o  m p o n e nt e n   l a ut    T a b ell e    2 6    z u s a  m  m e n g e g e b e n   u n d 

a n s c hli e ß e n d f ür  1  h  b ei  R a u  mt e  m p er at ur i n k u bi ert.   Di e   M e n g e  d er  ei n g e s et zt e n  P  C R -Pr o b e 

ri c ht et e  si c h  hi er b ei  n a c h  d er I nt e n sit ät  d er  B a n d e  a uf  d e  m  A g ar o s e g el.   D er  Li g ati o n s a n s at z 

w ur d e  a n s c hli e ß e n d  z ur I n a kti vi er u n g  d er  T 4  Li g a s e f ür  1 0   mi n  a uf  6 5   °  C  er hit zt. 

T a b ell e T a b ell e  2 62 6 : : Z u s a  m  m e n s et z u n g  ei n e s  Li g ati o n s a n s at z e s.Z u s a  m  m e n s et z u n g  ei n e s  Li g ati o n s a n s at z e s.    

 M e n g e [M e n g e [   µµ L]L]   

P  C R -A n s at z  2 -1 0  

T 4  Li g a s e  1  

Li g a s e -P uff er  2  

A q u a  d e st.  7  

S u  m  m e  2 0  

 

Z ur   Tr e n n u n g   d er   T e  m pl at e -D  N A   v o n   d er   n e u   a  m plifi zi ert e n    D  N A    w ur d e   ei n e D p n I-

R e stri kti o n  d ur c h g ef ü hrt.   Hi er b ei   wir d  v o n  d er  v er  w e n d et e n   R e stri kti o n s n u kl e a s e D p n I  di e 

m et h yli ert e    T e  m pl at e  -D  N A    g e s p alt et      w o hi n g e g e n    di e    a  m plifi zi ert e n      D  N A  -Str ä n g e 

u n  m et h yli ert  v orli e g e n  u n d  s o  mit  er h alt e n  bl ei b e n.   D a z u   w ur d e n  1  µ L D p n I  z u g e g e b e n  u n d 

d er  A n s at z  ü b er   N a c ht  b ei  3 7  °  C i n k u bi ert. 

9. 2. 4   P L A S   MI  DI S  O LI E R  U  N  G  

Di e  Pl a s  mi di s oli er u n g  erf ol gt e  u nt er   V er  w e n d u n g  d e s  i n n u P R E P  Pl a s  mi d    Mi ni  F erti g kit s 

(9. 1. 2 , A n al yti k  J e n a   A  G  Lif e S ci e n c e ,  J e n a,   D e ut s c hl a n d) a u s  5  m L   Ü b er n a c ht k ult ur e n.  E s 

w ur d e  u nt er  B e a c ht u n g  d e s   H er st ell er pr ot o k oll s  v or g e g a n g e n.  A b  w ei c h e n d  z u  d e n  A n g a b e n 

d e s   H er st ell er s,   w ur d e   mit  d e stilli ert e  m    W a s s er  el ui ert ( 2  x  3 0  µ L).  

9. 2. 5   D  N A  - K O  N Z E  N T R A TI  O  N S B E S TI   M   M  U  N  G  

Di e    B e sti  m  m u n g   d er   Pl a s  mi d k o n z e ntr ati o n   erf ol gt e    mitt el s   E xti n kti o n s b e sti  m  m u n g   b ei 

2 6 0  n  m   mit   Hilf e  d e s   N a n o dr o p.  F ür  di e    M e s s u n g   w ur d e n j e  w eil s  1. 5  µ L  Pr o b e  v er  w e n d et. 

D e stilli ert e s    W a s s er  di e nt e  al s  L e er  w ert.    Di e  E xti n kti o n  E  b ei  2 6 0   n  m  i st  hi er b ei  dir e k t 

pr o p orti o n al  z ur   D  N A -K o n z e ntr ati o n.  Et  w ai g e   V er u nr ei ni g u n g e n  d e s  Pl a s  mi d e s  si n d  ü b er 

d e n   Q u oti e nt e n  a u s  E 2 6 0 u n d  E 2 8 0  a b z ul e s e n.  
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9. 2. 6   D  N A  -S E  Q  U E  N ZI E R  U  N  G E  N  

Di e i n  d er  v orli e g e n d e n  Ar b eit  n ot  w e n di g e n  S e q u e n zi er u n g e n   w ur d e n  v o n G A T  C  Bi ot e c h  A  G  

(  D ü s s el d orf)   d ur c h g ef ü hrt.    Di e   a n s c hli e ß e n d e    A u s  w ert u n g   erf ol gt e    mit   d e  m Fr e e  w ar e  

Pr o gr a  m  m Bi o E dit . 

9. 2. 7   H E R S T E L L  U  N  G   U  N  D T R A  N S F  O R   M A TI  O  N   C  H E   MI S  C  H  K  O   M P E T E  N T E R Z E L L E  N  

H er st ell u n g  c h e  mi s c h  k o  m p et e nt er  Z ell e n   H er st ell u n g  c h e  mi s c h  k o  m p et e nt er  Z ell e n   

E s   w ur d e n  z  w ei  L ö s u n g  a n g e s et zt:  

L ö s u n g  1L ö s u n g  1 :  1 0 0 m M M g  Cl 2  

L ö s u n g  2L ö s u n g  2 :  1 0 0 m M  C a  Cl 2 ;  1 5 % ( w/ v)  Gl y c eri n   

4 0 0  m L   L B    M e di u  m   w ur d e n   mit  ei n er  2  m L   Ü b er n a c ht k ult ur i n o k uli ert  u n d  b ei  3 7   °  C  bi s  z u 

ei n er   O  D 6 0 0  v o n  0. 4 -0. 6 i n k u bi ert.   N a c h  ei n e  m  Z e ntrif u g ati o n s s c hritt f ür  1 0  mi n  b ei  2 0 0 0   r cf 

u n d  4  °  C,   w ur d e  d a s   Z ell p ell et  v or si c hti g  b ei  0 °  C i n 1 0  m L  d er   L ö s u n g  1  r e s u s p e n di ert  u n d 

f ür    2 0-3 0  °  mi n    a uf    Ei s    i n k u bi ert.    Di e     Z ell e n      w ur d e n    d ur c h      Wi e d er h ol u n g    d e s 

Z e ntrif u g ati o n s s c hritt e s  p ell eti ert.   N a c h  R e  s u s p e n si o n  d e s  Z ell p ell et s i n  2  m L  d er  L ö s u n g  2, 

w ur d e n  Ali q u ot s  v o n  5 0   µ L i n fl ü s si g e  m  Sti c k st off s c h o c k g efr or e n  u n d  bi s  z u  m   G e br a u c h  b ei 

–  8 0  °  C  g el a g ert. 

E s  f ol gt e n  K o ntr oll e x p eri  m e nt e  z ur   Ü b er pr üf u n g  d er  h er g e st ellt e n  c h e  mi s c h  k o  m p et e nt e n 

Z ell e n.   D af ür   w ur d e n  p ar all el z  w ei  Tr a n sf or  m ati o n  d ur c h g ef ü hrt,   w o b ei  ei n e  p  U  C  -1 9 -V e kt or 

u n d  di e  A n d er e    W a s s er  e nt hi elt.  N a c h  erf ol gt er  Tr a n sf or  m ati o n   w ur d e  a uf   A g ar pl att e n   mit 

A  m pi cilli nr e si st e n z   a u s pl atti ert.     N a c h   I n k u b ati o n   ü b er     N a c ht   b ei   3 7   °  C   z ei gt e n   b ei 

erf ol gr ei c h er  Tr a n sf or  m ati o n  di e  A g ar pl att e  d er  E.  C  oli  Z ell e n  mit  a uf g e n o  m  m e n e  m  p  U  C  -1 9 -

V e kt or      K ol o ni e n bil d u n g      w o hi n g e g e n     d a s     P ar all el e x p eri  m e nt      mit      W a s s er     k ei n 

B a kt eri e n  w a c h st u  m  a uf  w ei st.  

I n  ei n e  m   A nti bi o gr a  m  m  d er  c h e  mi s c h  k o  m p et e nt e n   Z ell e n  g e g e n   K a n a  m y ci n,   A  m pi cilli n, 

C hl or a  m p h e ni c ol,  T etr a c yli n  u n d  Str e pt o  m y ci n    w ur d e    mitt el s   Ü b er n a c ht k ult ur e n,    w el c h e 

mit  d e  m j e  w eili g e n  A nti bi oti k u  m  v er s et zt   w ur d e n,  d a s  B a kt eri e n  w a c h st u  m  ü b er pr üft.   

Tr a n sf or  m ati o n  c h e  mi s c h  k o  m p et e nt er  Z ell e n  Tr a n sf or  m ati o n  c h e  mi s c h  k o  m p et e nt er  Z ell e n  

Z ur  Tr a n sf or  m ati o n   w ur d e n z u  g efr or e n e n  k o  m p et e nt e n  Z ell e n  5 0 -1 0 0  n g  Pl a s  mi d -D  N A  b z  w. 

ei n  Li g ati o n s a n s at z  z u g e g e b e n.  E s f ol gt e  ei n e  3 0 -mi n üti g e   I n k u b ati o n  a uf  Ei s.   N a c h  ei n e  m 
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Hit z e s c h o c k  b ei  4 2   °  C f ür  9 0 s,   w ur d e n  7 0 0  µ L  a nti bi oti k u  mfr ei e s  L B -M e di u  m  z u g e g e b e n.  E s 

f ol gt e  di e  p h ä ni s c h e  E x pr e s si o n  b ei  3 7 °  C f ür  1 h.  A n s c hli e ß e n d   w ur d e  d er  A n s at z ei n e   Mi n ut e 

b ei   8 0 0 0  r p  m   z e ntrif u gi ert,   d er     Ü b er st a n d   v er  w orf e n   u n d   i n   5 0 -1 0 0  µ L   L B -M e  di u  m 

r e s u s p e n di ert.     Di e    r e s u s p e n di ert e n     Z ell e n     w ur d e n    a uf    ei n e  m     A g ar n ä hr b o d e n     mit 

A  m pi cilli nr e si st e n z   ( 1 0 0  µ g/  m L),    a u s pl atti ert    o d er    z ur   I n o k ul ati o n    v o n     V or k ult ur e n 

v er  w e n d et.  

9. 2. 8   L A  G E R  U  N  G   U  N  D K U L TI  VI E R  U  N  G   V  O  N B A K T E RI E  N S  T Ä   M   M E  N  

L a g er u n g  v o n L a g er u n g  v o n  B a kt eri e n st ä  m  m e nB a kt eri e n st ä  m  m e n   

S ollt e n E.   C oli Z ell e n  k ur zfri sti g f ür  ei n  bi s  z  w ei  T a g e  g el a g ert   w er d e n,  erf ol gt e  di e s i n  F or  m 

v o n  L B -A g ar pl att e n  o d er i n  L B -Fl ü s si g  m e di u  m  b ei  4  °  C. 

Z ur  l a n gfri sti g en  L a g er u n g  v o n   Z ell e n,  b ei s pi el s  w ei s e  z ur   B er eit st ell u n g  v o n  E n z y  m f ür  di e 

S y nt h e s e,   w ur d e n  di e  Pr o b e n  z u n ä c h st  i n  fl ü s si g e  m  Sti c k st off  g efr or e n  u n d  a n s c hli e ß e n d 

mitt el s Zir b u s  V a  C o 2  L y o p hili s at or    (Zi br u s  t e c h n ol o g y G  m b  H ,     B a d     Gr u n d,     G er  m a n y) 

g efri er g etr o c k n et.  A n s c hli e ß e n d   w ur d e n  di e  Z ell e n  bi s  z u  m   G e br a u c h  b ei  -2 0  °  C  g el a g ert. 

K ulti vi er u n g  v o n K ulti vi er u n g  v o n  B a kt eri e n st ä  m  m e nB a kt eri e n st ä  m  m e n   

F ür  di e  Pr ot ei n e x pr e s si o n    w ur d e n  5  m L   Ü b er n a c ht k ult ur e n    mit E . C  oli  B L 2 1(  D E 3)   Z ell e n, 

w el c h e  z u v or   mit  d e  m  e nt s pr e c h e n d e n   V e kt or  tr a n sf or  mi ert   w ur d e n, i n  L B  -Fl ü s si g  m e di u  m 

b ei  3 7  °  C  u n d  1 2 0 r p  m  a n g e s et zt.  A n s c hli e ß e n d   w ur d e  di e  K ult ur i n  ei n e n  3 L  F er n b a c h k ol b e n 

mit  S c hi k a n e n   mit  1   L  T B -M e di u  m  ü b erf ü hrt.    Wi e  a u c h  b ei  d er   Ü   b er n a c ht k ult ur,   w ur d e  d a s 

E x pr e s si o n s  m e di u  m   mit  A nti bi oti k u  m ( 1 0 0  m g/ µ L  E n d k o n z e ntr ati o n)  v er s et zt.  Di e  E x pr e s si o n 

v o n     m e s o p hil e n    Pr ot ei n e n    erf ol gt e    b ei   2 5  °  C    u n d   1 2 0 r p  m.   Di e    E x pr e s si o n e n   v o n 

p s y c hr o p hil e n  E n z y  m e n ( v gl.   K a pit el  6. 2 )   w ur d e  b ei  1 8 °  C  u n d  1 2 0 r p  m  d ur c h g ef ü hrt. B ei  m 

Err ei c h e n  ei n er   O  D 6 0 0  v o n  0. 5 -0. 8   w ur d e  1 0 0  µ L  I P T  G  ( 1  M,  st erilfiltri ert)  z u  m  St art e n  d er 

Pr ot ei n e x pr e s si o n  hi n z u g e g e b e n  u n d   w eit er e  1 5 -2 0  h  b ei  2 5  °  C  u n d  1 2 0 r p  m  i n k u bi ert.   Di e 

Z ell er nt e  erf ol gt e  d ur c h  Z e ntrif u g ati o n  b ei  4   °  C f ür  2 0 mi n.   
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9. 3   P R  O T EI  N T E  C  H  NI K E  N  

9. 3. 1   P R  O T EI  N R EI  NI  G  U  N  G  MI T T E L S A F FI  NI T Ä T S  C  H R  O   M A T  O  G R A P  HI E  

Pr ot ei n e,   w el c h e    mit  ei n e  m  t er  mi n al e n   Hi sti di n -T a g  v er s e h e n   w ar e n,   w ur d e n  i  m  R a h  m e n 

di e s er  Ar b eit   mitt el s  I  M A  C (i  m  m o bili s ati o n   m et al  affi nit y c hr o  m at o gr a p h y)  g er ei ni gt.   Di e s er 

Hi sti di n  -T a g  f ü hrt  d ur c h    W e c h s el  wir k u n g   mit  d e n i n  d e  m  S ä ul e n  m at eri al i  m  m o bili si ert e n 

Ni c k el k ati o n e n   z ur    Bi n d u n g   d e s   Pr ot ei n s.    D ur c h   ei n e n   El uti o n s gr a di e nt e n   k ö n n e n   s o 

V er u nr ei ni g u n g e n  d ur c h  a n d er e  Pr ot ei n e  e ntf er nt   w er d e n  u n d  d a s  g e  w ü n s c ht e  Pr ot ei n  d ur c h 

ei n e n l et z t e n    W a s c h s c hritt i n  g ut er   A u s b e ut e  er h alt e n   w er d e n.  Z ur  El uti o n   wir d  hi er b ei  ei n 

K Pi -P uff er   mit  2 5 0  m M  I  mi d a z ol  v er  w e n d et.  B ei  d e n  v er  w e n d et e n  S ä ul e n  h a n d elt  e s si c h  u  m 

S ä ul e n   mit  ei n e  m  F a s s u n g s v er  m ö g e n  v o n  5  m L  d e s   H er st ell er s G E   H e alt h c ar e .   Di e s e   w ur d e 

z u n ä c h st  a uf  d e n  v er  w e n d et e n  P uff er ( K P i-P uff er,  2 0  m M ,  p  H 7)  ä q uili bri ert  u n d   mitt el s  ei n er 

P eri st alti k p u  m p e    z y kli s c h     mit    d e  m    z ellfr ei e n    R o h e xtr a kt   f ür    1 5  Mi n ut e n    b el a d e n. 

A n s c hli e ß e n d      w ur d e     di e     b el a d e n e      Ni c k el s ä ul e     a n     ei n Ä kt a ® -R ei ni g u n g s s y st e  m 

a n g e s c hl o s s e n.    Di e  El uti o n  erf ol gt e  ü b er  ei n e n  St uf e n gr a di e nt e n  a u s  3 0  m M   u n d  2 5 0  m M  

I  mi d a z ol  i  m  v er  w e n d et e n  P uff er s y st e  m.   Di e  Fl u s sr at e  b etr u g  k o n st a nt e  5 m L/  Mi n.   D ur c h 

V erf ol g u n g  d er   A b s or pti o n  b ei  2 8 0   n  m  k o n nt e n  s o  di e  pr ot ei n h alti g e n  Fr a kti o n e n  d et e kti ert 

u n d  v er ei ni gt   w er d e n.  

9. 3. 2   Z E L L A  U F S  C  H L  U S S  

Di e i n  di e s er  Ar b eit  d ur c h g ef ü hrt e n  Z ell a uf s c hl ü s s e  erf ol gt e n  b ei  V ol u  mi n a  bi s  2 5   m L   mitt el s 

Ultr a s c h all.  V er  w e n d et   w ur d e  d a z u  d er   Ultr a s o ni c   D e si nt e gr at or  S o n o pl u s   H P  2 0 7 0   mit  ei n er 

d e  m   V ol u  m e n  e nt s pr e c h e n d e n  S o n otr o d e.   D a z u   w ur d e  di e  g e  w ü n s c ht e    M e n g e  a n   Z ell e n i n 

2 0  % ( w /v )   P uff er  g el ö st  u n d  di e  e nt st a n d e n e   Z ell s u s p e n si o n   w ä hr e n d  d e s   A uf s c hl u s s e s i n 

ei n e  m  Ei s b a d  g e k ü hlt.  E s f ol gt e  ei n   Z e ntrif u g ati o n s s c hritt ( 2 0  mi n,  4   °  C,  1 2 0 0 0 r cf),  u  m  d e n 

z ellfr ei e n  R o h e xtr a kt  z u  er h alt e n.  

9. 3. 3   E N T S A L Z E  N   U  N  D U M P  U F F E R  N   V  O  N P R  O T EI  N L  Ö S  U  N  G E  N  

Z u  m  E nt s al z e n  o d er   U  m p uff er n  v o n  Pr ot ei nl ö s u n g e n   w ur d e n  P  D 1 0  -S ä ul e n ( G E   H e alt h c ar e , 

M ü n c h e n,    D e ut s c hl a n d)  v er  w e n d et.    Di e s e    w ur d e n  z u v or  dr ei  m al    mit  d e  m  g e  w ü n s c ht e n 

P uff er  ä q uili bri ert.  2. 5  m L   d er  Pr ot ei nl ö s u n g   w ur d e n  a uf  di e  S ä ul e  g e g e b e n  u n d  a n s c hli e ß e n d 

mit  3. 5   m L  d e s  g e  w ü n s c ht e n  P uff er s  el ui ert.   
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9. 3. 4   P R  O T EI  N K  O  N Z E  N T R A TI  O  N S B E S TI   M   M  U  N  G  

Di e    K o n z e ntr ati o n s b e sti  m  m u n g   d er   Pr ot ei n e  erf ol gt e  z u  m    e i n e n   ü b er   d e n N a n o dr o p T  M  

mitt el s   A b s or pti o n s  m e s s u n g  b ei  2 8 0   n  m . Gr u n dl a g e  hi erf ür i st  di e   A b s or pti o n  ar o  m ati s c h er 

S eit e n k ett e n  d er   A  mi n o s ä ur e n,    wi e  Tr y pt o p h a n  u n d  P h e n yl al a ni n  b ei  2 8 0  n  m.   A uf  di e s e 

W ei s e  k a n n  a uf  di e  u n g ef ä hr e   K o n z e ntr ati o n  d e s  Pr ot ei n s  g e s c hl o s s e n    w er d e n   . D a  a u c h 

a n d er e    M ol e k ül e  b ei  2 8 0  n  m  a b s or bi er e n,   w ur d e  di e s e    M et h o di k  l e di gli c h  b ei  g er ei ni gt e  m 

Pr ot ei n  v er  w e n d et.    Al s  L e er  w ert    w ur d e   d er  e nt s pr e c h e n d e   P uff er  b e n ut zt.    D e s  w eit er e n  

w ur  d e    a uf    di e    K o n z e ntr ati o n s b e sti  m  m u n g    n a c h     Br a df or d    z ur ü c k g e griff e n .[ 2 2 1]   Z ur 

B e sti  m  m u n g    n a c h     Br a df or d      w ur d e    z u n ä c h st    ei n e     K ali bri er g er a d e  ,    a n h a n d    ei n er 

K o n z e ntr ati o n sr ei h e  ei n e s    B S A  -St a n d ar d s  ( 5 -1 0 0  µ g/  m L)  i n    Dr eif a c h b e sti  m  m u n g   er st ellt. 

A n s c hli e ß e n d     w ur d e   1 0 0  µ L   ei n er   Pr ot ei nl ö s u n g   g e ei g n et er     V er d ü n n u n g     mit   9 0 0  µ L 

Br a df or dr e a g e n z   ( 0. 0 2 % ( w/ v )   C o o  m a s si e   G-2 5 0 ,  5 % ( v/ v )  Et h a n ol,  1 0 %   P h o s p h or s ä ur e i n 

w ä s sri g er  L ö s u n g)   f ür 5  Mi n ut e n  b ei  R a u  mt e  m p er at ur i n k u bi ert  u n d  b ei  5 9 5    n  m  v er  m e s s e n.  
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9. 3. 5   S  D S -P A  G E  

Z ur   Ü b er pr üf u n g  v o n  Pr ot ei n e x pr e s si o n e n  u n d  Pr ot ei nr ei ni g u n g e n   w ur d e n   Tri ci n  S  D S -G el e 

a n g ef erti g t.   D af ür   w ur d e n f ol g e n d e  L ö s u n g e n b e n öti gt : 

T a b ell e T a b ell e  2 72 7 : : L ö s u n g e n  z ur  A nf erti g u n g  v o n  Tri ci n  S  D SL ö s u n g e n  z ur  A nf erti g u n g  v o n  Tri ci n  S  D S --G el e n.G el e n.    

St a  m  ml ö s u n g e nSt a  m  ml ö s u n g e n   

1 0 x  A n o d e n  P uff er  1  M  T RI S,  0. 2 2 5  M  H  Cl,  p  H  8. 9   
1 0 x  K at h o d e n  P uff er  1  M  T RI S,  1  M  Tri ci n,  1  % ( w/ v )  S  D S,  p  H 

8. 2 5  
3 x   G el p uff er  3  M  T RI S,  1  M H  Cl,  0. 3   % ( w/ v )  S  D S,  p  H 

8. 4 5  
A P S  L ö s u n g   1 0  % ( w/ v )  A P S i n A q u a  d e st.  
Pr o b e n p uff er  1 2  %( w/ v )  S  D S,  3 0  5 (w/ v )   Gl y c eri n,  0. 0 5 % 

(w/ v )   C o o  m a s si e  Brilli a nt  Bl u e   G-2 5 0, 
5 0  m M  D T T, a d  1 5 0  m M T RI S -H  C  l (p H  7. 0)  

Mi s c hl ö s u n g e n    

S a  m  m el g el  L ö s u n g  1. 6  m L  A cr yl a  mi d/ Bi s a cr yl a  mi d l ö s u n g 
( 3 0 %,  3 7. 5: 1),  3. 0   m L  3 x   G el p uff er,  7. 4   m L 
A q u a  d e st. ,  1 0 0 µ L  A P S  L ö s u n g,  1 0  µ L 
T E  M E  D  

Tr e n n g el  L ö s u n g  1 0  m L  A cr yl a  mi d/ Bi s a cr yl a  mi d  L ö s u n g 
( 3 0 %,  3 7. 5: 1),  1 0   m L  3 x   G el p uff er,  7 0   m L 
A q u a  d e st. ,  3 g   Gl y c eri n,  1 5 0  µ L  A P S 
L ö s u n g,  1 5  µ L  T E  M E  D  

F är b el ö s u n gF är b el ö s u n g   

Fi xi erl ö s u n g  3 0  % ( v/ v )  Et h a n ol,  1 0 % ( v/ v )  E s si g s ä ur e 
K oll oi d al e s   C o o  m a s si e  2  %( v/ v )   H3 P  O 4 ,  5 % ( w/ v )  Al2 ( S  O4 )3 , 

0. 0 2  (w/ v )   C o o  m a s si e  Brilli a nt  Bl u e   G-2 5 0, 
1 0  % ( v/ v )  Et h a n ol 

 

Z ur  Pr o b e n v or b er eit u n g   w ur d e n  et  w a  1 0   µ g  Pr ot ei n  m e n g e  a uf  6 0  µ L  L ö s u n g   mit A q u a  d e st.  

a uf g ef üll t u n d  1 5  µ L  Pr o b e n p uff er  hi n z u g e g e b e n.  Z ur  D  e n at uri er u n g  d e s  Pr ot ei n s   w ur d e n  di e 

Pr o b e n f ür  2 0  mi n  a uf  9 8   °  C  er hit zt. 

Z ur   H er st ell u n g  d er  Tri ci n   G el e   w ur d e  z u n ä c h st  d a s  Tr e n n g el i n  ei n e  m Mi ni Pr ot ei n ®  T etr a 

C ell   C a sti n g  St a n d (Bi o R a d  L a b or at ori e s G  m b  H,    M ü n c h e n,   D e ut s c hl a n d)  g e g o s s e n,   w o b ei 

di e s e s   w ä hr e n d  d er  P ol y  m eri s ati o n   mit 2 -Pr o p a n ol  ü b er s c hi c ht et   w ur d e.   N a c h  A u s h ärt e n  d e s 

Tr e n n g el s    w ur d e   d a s   2 -Pr o p a n ol   e ntf er nt   u n d   a uf   d e  m   Tr e n n g el   d a s    w e ni g er   di c ht e 

S a  m  m el g el   mit  Pr o b e nt a s c h e n  p ol y  m eri si ert.  E s   w ur d e n j e  w eil s  et  w a  1 0  µ L  Pr o b e  pr o  T a s c h e 

a uf g etr a g e n.   Al s  St a n d ar d   w ur d e n  1 0  µ L  d e s  Pr ot ei nl a d d er s R ot ® -M ar k  ( 1 0-1 5 0  k  D a, C  arl 

R ot h   G  m b  H    &    C o    K  G,    K arl sr u h e,    D e ut s c hl a n d)   v er  w e n d et.    D a s    G el    w ur d e   a n   ei n e 

El e ktr o p h or e s e k a  m  m er  a n g e s c hl o s s e n  u n d  u nt er  f ol g e n d e n  B e di n g u n g e n  d ur c h g ef ü hrt: 
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3 0  V f ür  2 0  mi n;  6 0   v f ür  6  mi n;  1 9 0   V f ür  5 0  mi n.   

E s f ol gt e ei n e I n k u b ati o n  d er  S  D S -P A  G E i n  Fi xi erl ö s u n g f ür  3 0  mi n.   N a c h ei n e  m   W a s c h s c hritt 

mit    W a s er,   w ur d e  d a s   G el  ü b er   N a c ht   mit  ei n er  k oll oi d al e n   C o o  m a s si e  L ö s u n g  a n g ef är bt. 

A n s c hli e ß e n d   w ur d e   mit    W a s s er  e ntf är bt.   

9. 3. 6   D E R A  -A K TI VI T Ä T S A S S A Y  

Di e   A kti vit ät s  m e s s u n g e n  d er    D E R A  erf ol gt e n  i n  v orli e g e n d er   Ar b eit  ü b er  ei n e n  lit er at ur  -

b e k a n nt e n  G  D  H/ T PI   (  Gl y c er o p h o s p h at d e h y dr o g e n a s e/ Tri o s e p h o s p h ati s o  m er a s e) 

g e k o p p elt e n  E n z y  m a s s a y. [ 5 5,  2 2 2] Hi er b ei   wir d  di e   A kti vit ät  b ei  d er  S p alt u n g  d e s  n at ürli c h e n 

S u b str at e s  2 -D e s o x yri b o s e  -D -ri b o s e-5 -p h o s p h at  (D R P, 1 31 3 ) z u   Gl y c er al d e h y d-3 -p h o s p h at  (1 41 4 ) 

u n d   A c et al d e h y d  (22 )  b etr a c ht et.    U nt er   V er br a u c h  v o n    N A  D  H    wir d  d a s    Gl y c er al d e h y d -3 -

p h o s p h at  (1 41 4 )   d ur c h   di e   b ei d e n   z u g e s et zt e n   E n z y  m e     G  D  H   u n d   T PI   z u     Gl y c er ol -3 -

p h o s p h at  (6 26 2 ) u  m g e s et zt . Di e s e  A b n a h  m e  a n   N A  D  H   w ur d e  p h ot o  m etri s c h  b ei   3 4 0  n  m . 

 

S c h e  m a S c h e  m a  5 55 5 : : D e  m   D E R AD e  m   D E R A  --A kti vit ät s a s s a y  z u gr u n d eli e g e n d e   R e a kti o n e n.A kti vit ät s a s s a y  z u gr u n d eli e g e n d e   R e a kti o n e n.    B ei  d er   D E R A -k at al ysi ert e n  R etr o -
Al d olr e a kti o n    w er d e n    A c et al d e h y d   (22 )   u n d    Gl y c er al d e h y d (1 41 4 )   g e bil d et.    Di es es    wir d   a ns c hli e ß e n d   d ur c h 
I s o  m erisi er u n g  u nt er   N A  D  H-V er br a u c h r e d u zi ert.   

Di e  R e a kti o n sl ö s u n g  b e st a n d  hi er b ei  a u s  0. 4   m  M   D R P,  0. 1 5   m  M   N A  D  H,  4   U   G  D  H,  1 1   U  T PI 

s o  wi e  1 0  µ L  d er   D E R A -L ö s u n g (i n  T E A -P uff er,  1 0 0  m  M,  p  H  7),   w el c h e z u  m  S c hl u s s z u g e g e b e n 

w ur d e.   D a b ei   w ur d e  di e  E n z y  m k o n z e ntr ati o n  d er  ei n g e s et zt e n   D E R A  -L ö s u n g  s o  g e  w ä hlt, 

d a s s  di e li n e ar e  A b n a h  m e  a n   N A  D  H  ei n e n    W ert  v o n  1 0  %  A b n a h  m e  ni c ht  ü b er s c hr eit et.  A u s 

d e  m  g e  m e s s e n e n   Δ A -W ert  k o n nt e  a n s c hli e ß e n d    mit  d e  m   K ü v ett e nf a kt or  1 6. 0 8 8  (f ür  ei n 

M e s s v ol u  m e n  v o n  1   m L)  di e  V ol u  m e n a kti vit ät  b er e c h n et   w er d e n  . D a  d er  hi er  g e z ei gt e  A s s a y 

v o n M ar k u s    Di c k   a uf  ei n    V ol u  m e n  v o n  4 0 0  µ L  r e d u zi ert    w er d e n  k o n nt e,  u  m  di e  t e ur e n 

R e a g e n zi e n  ei n z u s p ar e n,   w ur d e z ur  B er e c h n u n g  d er  V ol u  m e n a kti vit ät  d e  m e nt s pr e c h e n d   mit 

ei n e  m   K ü v ett e nf a kt or  v o n  6. 4 3 2  g er e c h n et.   A u s  d er  er h alt e n e n   V ol u  m e n a kti vit ät  k a n n  b ei 

b e k a n nt er  E n z y  m k o n z e ntr ati o n  a uf  di e s p e zifi s c h e  E n z y  m a kti vit ät  g e s c hl o s s e n   w er d e n . 

 

 



 
 

1 4 9  

F or  m el F or  m el   1 :1 : F or  m el  z ur   B er e c h n u n g  d er   V ol u  m e n a kti vit ät. F or  m el  z ur   B er e c h n u n g  d er   V ol u  m e n a kti vit ät.   ΔΔ A *  mi nA *  mi n -1-1 =   A b s or pti o n s ä n d er u n g  pr o    Mi n ut e; =   A b s or pti o n s ä n d er u n g  pr o    Mi n ut e; 
V = T e st v ol u  m e n,   hi er   4 0 0V = T e st v ol u  m e n,   hi er   4 0 0    µµ L; L;    εε =  m ol ar er   E xti n kti o n s k o effi zi e nt   v o n     N A  D  H   ( 6. 0 2 2   L     m  m ol=  m ol ar er   E xti n kti o n s k o effi zi e nt   v o n     N A  D  H   ( 6. 0 2 2   L     m  m ol --1 1 c  mc  m -1-1 ); ); 
V = Pr o b e n v ol u  m e n,  hi er  1 0V = Pr o b e n v ol u  m e n,  hi er  1 0    µµ L;  d = S c hi c ht di c k e;  f = V er d ü n n u n g sf a kt or;    K ü v ett e nf a kt or = 6. 4 3 2  (f ür  4 0 0L;  d = S c hi c ht di c k e;  f = V er d ü n n u n g sf a kt or;    K ü v ett e nf a kt or = 6. 4 3 2  (f ür  4 0 0   µµ L L 
T e st v ol u  m e n)T e st v ol u  m e n) .. 

𝑈

𝑚 𝐿
=  	

∆ 𝐴
𝑚𝑖 𝑛 ∗  𝑉

𝜀  ∗  𝜗  ∗  𝑑
∗  𝑓  =  	

∆ 𝐴

𝑚𝑖 𝑛
∗  6 .4 3 2  ∗  𝑓  

9. 3. 7   S E L E K TI VI T Ä T S A S S A Y I  N A L  D  O L RI  C  H T  U  N  G  

 

S c h e  m a S c h e  m a  5 65 6 :   D:   De  m  S el e kti vit ät s a s s a y  z u gr u n d e li e g e n d e  R e a kti o n e n. e  m  S el e kti vit ät s a s s a y  z u gr u n d e li e g e n d e  R e a kti o n e n.  I  m  er st e n  R e a kti o n s s c hritt  erf ol gt  di e I  m  er st e n  R e a kti o n s s c hritt  erf ol gt  di e 
E n z y  mr e a kti o n  z u  m  Al d ol pr o d u kt  u nt er  A u s bil d u n g  ei n e s  n e u e n st er e o g e n e n  Z e ntr u  m s. E n z y  mr e a kti o n  z u  m  Al d ol pr o d u kt  u nt er  A u s bil d u n g  ei n e s  n e u e n st er e o g e n e n  Z e ntr u  m s. I  m  z  w eit e n 
R e a kti o nss c hritt f ol gt  di e   D eri v atisi er u n g,   w el c h e  ei n e   H P L  C -A n al yti k  er  m ö gli c ht.   

U  m   di e   b ei   d er    D E R A  -R e a kti o n   e nt st e h e n d e n  i n st a bil e n    Al d ol pr o d u kt e   a n al y si er e n  z u 

k ö n n e n,  w ur d e   v o n C ar oli n  Bi st erf el d  ei n  S cr e e ni n g  e nt  wi c k elt .[ 1 7 1,  1 7 2] B ei  di e s e  m   wir d  d ur c h 

D eri v ati si er u n g   d er  g e bil d et e n  Al d ol pr o d u kt e  mit   2, 4 -D  N P  H   (4 84 8 ) ei n e  A n al y s e   mitt el s   H P L  C 

mit  c hir al er  st ati o n är er  P h a s e  er  m ö gli c ht.  F ür  di e  E n z y  mr e a kti o n   w ur d e  ei n e  St a  m  ml ö s u n g 

1 ( v gl . T a b ell e  2 8 )  er st ellt. I n  2 m L  R e a kti o n s g ef ä ß e n   w ur d e  5 0 0   µ L  T E A -P uff er ( 0. 1  M,  p  H  7) 

v or g el e gt  u n d  2 8  µ L  d er  St a  m  ml ö s u n g  1  z u g e g e b e n.    D ur c h    Z u g a b e  v o n  2 0  µ L  z ellfr ei e n 

R o h e xtr a kt e s  d er   D E R A -L ö s u n g   w ur d e  di e  E n z y  mr e a kti o n  g e st art et  u n d f ür  1 6  St u n d e n  b ei 

2 5  °  C  u n d  2 00  r p  m  g e s c h ütt elt.  F ür  di e f ol g e n d e   D eri v ati si er u n g   w ur d e  ei n e  St a  m  ml ö s u n g  2 

( v gl.   T a b ell e    2 8 )   er st ellt.   5 0 0 µ L   d er   St a  m  ml ö s u n g   2     w ur d e n   z u  m    R e a kti o n s a n s at z 

hi n z u g e g e b e n  u n d f ür  di e   D eri v ati si er u n g f ür   w eit er e  z  w ei  St u n d e n  b ei  5 0  °  C  u n d  3 0 0 r p  m 

g e s c h ütt elt.   A n s c hli e ß e n d    w ur d e n  di e  Pr o d u kt e    mit  6 0 0  µ L  Et h yl a c et at  e xtr a hi ert.    D ur c h 

ei n e n   k ur z e n   Z e ntrif u g ati o n s s c hritt   k o n nt e   hi er b ei   ei n e   g ut e   P h a s e ntr e n n u n g   err ei c ht 

w er d e n.   N a c h   Ü b erf ü hr u n g  v o n  4 5 0   µ L i n  ei n  n e u e s   R e a kti o n s g ef ä ß,   w ur d e  di e  or g a ni s c h e 

P h a s e  d ur c h  Z u g a b e  ei n er  S p at el s pit z e   M g S  O 4  g etr o c k n et  u n d  n a c h  er n e ut er  Z e ntrif u g ati o n 

3 5 0  µ L  er n e ut  i n  ei n  n e u e s  R e a kti o n s g ef ä ß  ü b erf ü hrt.   Mitt el s  ei n er  V a k u u  m z e ntrif u g e   w ur d e 

d a s  L ö s u n g s  mitt el  v oll st ä n di g  e ntf er nt  u n d  d er  R ü c k st a n d i n  n -H e pt a n/ i s o-Pr o p a n ol ( 9 0: 1 0) 

a uf g e n o  m  m e n.     U nl ö sli c h e     B e st a n dt eil e     w ur d e n   a b z e ntrif u gi ert   u n d   d er   kl ar e   g el b e 

Ü b er st a n d z ur  A n al y s e   mitt el s   H P L  C  v er  w e n d et.   Di e   H P L  C  -M e s s u n g e n  erf ol gt e n  a n  c hir al er 

st ati o n är er  P h a s e.   D a s   G er ät  d e s   H er st ell er s Di o n e x  w ar   mit  ei n er  L P  G  -3 4 0 0 A  P u  m p e,  ei n e  m 



 
 

1 5 0  

W P S   -3 0 0 0 T S L   A ut o s a  m pl er,  ei n e  m   D A  D -3 0 0 0   U V -D et e kt or  s o  wi e  ei n e  m  T  C  C  -3 0 0 0 S  D   Of e n 

v er s e h e n.  B ei  d er  v er  w e n d et e n  S ä ul e  h a n d elt e  e s  si c h  u  m  ei n e   D ai c el   C hir al p a k I A,   mit  d e n 

M a ß e n  2 5 0   m  m  x  4. 6   m  m.   D a s  S y st e  m   w ar   a uf  2 5  °  C t e  m p eri ert. Al s  L ö s u n g s  mitt el   w ur d e n -

H e pt a n/ i s o-Pr o p a n ol     i n     ei n e  m      V er h ält ni s     v o n     8 0: 2 0     b ei     ei n er     k o n st a nt e n 

Fl u s s g e s c h  wi n di g k eit    v o n    0. 5  m L/  mi n    v er  w e n d et.    E s     w ur d e    b ei    3 4 5   n  m    g e  m e s s e n. 

R ef er e n z s u b st a n z e n   b ei d er   E n a nti o  m er e    w ur d e n   v o n C ar oli n    Bi st erf el d z ur    V erf ü g u n g 

g e st ellt.   D a b ei  er g a b e n si c h f ol g e n d e  R et e nti o n s z eit e n: [ 1 7 1] 

H P L  C (  C h  ir al p a k I A,  0. 5   m L·  mi n-1 ,  8 0: 2 0 n -H e pt a n/ 2  -Pr o p a n ol,  3 4 5  n  m: S -6 4 6 4 tR =  7 9. 0  mi n.   

H P L  C (  C h  ir al p a k I A,  0. 5   m L·  mi n-1 ,  8 0: 2 0 n -H e pt a n/ 2  -Pr o p a n ol,  3 4 5  n  m: R -6 4 6 4 tR =  7 0. 9  mi n   

T a b ell e T a b ell e  2 82 8 : : Z u s a  m  m e n s et z u n g  d er  St a  m  ml ö s u n g e n  d e s  S el e kti vit ät s s cr e e ni n g s.Z u s a  m  m e n s et z u n g  d er  St a  m  ml ö s u n g e n  d e s  S el e kti vit ät s s cr e e ni n g s.    

St a  m  ml ö s u n g  1  St a  m  ml ö s u n g  1  

Pr o p a n al  7  µ L ( 0. 1  m  m ol)   

A c et al d e h y d  7  µ L ( 0. 1 2  m  m ol,  1. 3   Ä q u.)  

D  M S  O   1 4  µ L ( 0. 2  m  m ol,  2. 0   Ä q u.)  

St a  m  ml ö s u n g  2St a  m  ml ö s u n g  2  

D  M S  O   0. 5  m L   

H  Cl,  k o n z.   7  µ L  

2, 4 -D  N P  H   4 0  m g ( 0. 2   m  m ol)   

 

9. 3. 8   A K TI VI T Ä T S B A SI E R T E H A L B   W E R T S Z EI T   M E S S  U  N  G : E N Z Y   M S T A BI LI T Ä T 

B E Z  Ü  G LI  C  H A C E T A L  D E  H Y  D   U  N  D C R  O T  O  N A L  D E  H Y  D  

Di e   B e sti  m  m u n g  d er  E n z y  m st a bilit ät  all er  i n  di e s er   Ar b eit  b e h a n d elt e n    D E R A  -M ut a nt e n 

g e g e n ü b er      A c et al d e h y d  (22 )    u n d      Cr ot o n al d e h y d    b a si ert    a uf    o b e n    b e s c hri e b e n e  m 

A kti vit ät s a s s a y.  9 0 0  µ L  ei n er   D E R A -L ö s u n g (i n  T E A -P uff er,  0. 1  M ,  p  H  7)   w ur d e n   mit  1 0 0 µ L 

d er   e nt s pr e c h e n d e n    w ä s sri g e n    Al d e h y dl ö s u n g   b ei   2 5  °  C  i n k u bi ert   u n d  i n   b e sti  m  mt e n 

Z eiti nt er v all e n  di e  A kti vit ät  b e sti  m  mt.   Di e  E n d k o n z e ntr ati o n  d e s  A c et al d e h y d s l a g  b ei  0. 3   M  

u n d   di e   d e s    Cr ot o n al d e h y d s   b ei   0. 0 2  M .[ 1 7 0]  D er     M e s s  w ert   dir e kt   n a c h    Z u g a b e   d er 

Al d e h y dl ö s u n g   li ef ert e    di e    E n z y  m a kti vit ät    v o n    1 0 0   %.     Mitt el s    ei n er    e x p o n e nti ell e n 

Z erf all sf u n kti o n  er st er   Or d n u n g  k o n nt e  a n s c hli e ß e n d  di e   H al b  w ert s z eit  b er e c h n et   w er d e n. 

( v gl. F or  m el  2 ).   D er  A  m plit u d e nf a kt or  A   w ur d e  z ur  A n p a s s u n g  a uf  1  n or  mi ert. 



 
 

1 5 1  

F or  m el F or  m el   22 :  e x p o n e nti ell e    Z erf all sf u n kti o n  er st e n    Gr a d e s:  e x p o n e nti ell e    Z erf all sf u n kti o n  er st e n    Gr a d e s   ( 1)  s o  wi e  di e  d ar a u s  r e s ulti er e n d e  F or  m el( 1)  s o  wi e  di e  d ar a u s  r e s ulti er e n d e  F or  m el   z ur z ur 
Err e c h n u n g  d er   H al b  w ert s z eit. Err e c h n u n g  d er   H al b  w ert s z eit. D a b ei ist  A:  A  m plit u d e; t 1 : Z erf all s k o nst a nt e  u n d  T 1/ 2 :   H al b  w erts z eit. 

( 1) 𝑈  =   𝑚 ! +   𝐿  ∗ 	𝐴
!  "

# $  ( 2) 𝑚 $

%

=  	𝑖" ∗  l n	( 0 .5 )  

9. 3. 9   L Y  O P  HI LI SI E R  U  N  G   V  O  N H A L  O T A  G -D E R A E  C   

2  g  Z ell e n  d er   H al o T a g -D E R A E  C  ( e x pri  mi ert i n E.  c oli B L 2 1 (  D E 3) ;  V erifi zi er u n g   mitt el s  S  D S-

P A  G E )     w ur d e n   i n   1 0 m L     T E A   P uff er   ( 0. 1  M ,   p  H   7. 0)   s u s p e n di ert.     N a c h   erf ol gt e  m 

Z ell a uf s c hl u s s    mitt el s    Ultr a s c h all    w ur d e   d er   R o h e xtr a kt   b ei   7 0 0 0   x  g  z e ntrif u gi ert.   Di e 

Z elll y s e  erf ol gt e  b ei  2  x  1 0  Mi n,  5  x  1 0  %   Z y kl u s  b ei  3 5  %.    D er  z ellfr ei e  R o h e xtr a kt    w ur d e 

a n s c hli e ß e n d   i n   fl ü s si g e  m   Sti c k st off   ei n g efr or e n   u n d   ü b er     N a c ht   l y o p hili si ert.    Di e 

l y o p hili si ert e n    Z ell e n    w ur d e n   a n s c hli e ß e n d   bi s  z ur    V er  w e n d u n g  i  m   Ei sf a c h  ( b ei  -8  °  C) 

g el a g ert.  

9. 3. 1 0  IM   M  O BI LI SI E R  U  N  G    MI T T E L S    H A L  O T A  G T   M -S Y S T E   M  

Z ur   I  m  m o bili si er u n g   d er     H al o T a g -D E R A E  C    w ur d e   z u v or   l y o p hili si ert e s   E n z y  m   o h n e 

v or h eri g e n  R ei ni g u n g s s c hritt  v er  w e n d et.   Di e  e nt s pr e c h e n d e O  m nifit ®  Gl a s s ä ul e (  Ø   3  m  m,   L 

5 0;  1 0 0;  1 5 0  m  m  )   w ur d e    mit  d er   H al oL i n k-R e si n  Tr ä g er  m at eri al  ( Pr o  m e g a )  b ef üllt.  D a  d a s 

Tr ä g er  m at eri al  st a n d ar d  m ä ßi g i n  et h a n oli s c h e  m    M e di u  m  ( 2 0   V ol-%  Et h a n ol)   g el a g ert   wir d, 

w ar  z u n ä c h st  ei n e i nt e n si v e  E q uili bri er u n g  d er  S ä ul e)  n ot  w e n di g  .   D a z u   w ur d e  di e  S ä ul e   mit 

d er  s prit z e n p u  m p e  v er b u n d e n  u n d  z u n ä c h st i nt e n si v   mit  d e stilli ert e  m    W a s s er  g e s p ült  u n d 

a n s c hli e ß e n d     mit   T E A   P uff er   ( 0. 1  M ,   p  H   7. 0)   e q uili bri ert.   2 5  m g   d e s   l y o p hili si ert e n 

R o h e xtr a kt e s  pr o    m L  L ö s u n g   w ur d e n  i n  P uff er  g el ö st  u n d  f ür  2 0  Mi n  a uf  Ei s  g el a g ert.  I n 

A b h ä n gi g k eit   d er  S ä ul e nl ä n g e    w ur d e  1   m L   d e s   R o h e xtr a kt e s   pr o  c  m   d er  S ä ul e  f ür   di e 

I  m  m o bili si er u n g   v er  w e n d et.    D er  I  m  m o bili si er u n g s s c hritt    w ur d e   b ei  ei n er   Fl u s sr at e   v o n 

3 0  µ L/  Mi n  d ur c h g ef ü hrt.  D a n a c h  erf ol gt e  ei n e  S p ül u n g  d er  S ä ul e   mit  d e  m  e nt s pr e c h e n d e n 

P uff er,   u  m   ü b er s c h ü s si g e   E n z y  ml ö s u n g   z u   e ntf er n e n.     Di e   t h e or eti s c h   i  m  m o bili si ert e 

E n z y  m a kti vit ät  a uf  d er  S ä ul e   w ur d e  d ur c h  M e s s u n g  d er  e nt s pr e c h e n d e n  E n z y  m a kti vit ät  d er 

E n z y  ml ö s u n g  v or  u n d  n a c h  d e  m I  m  m o bili si er u n g s s c hritt  er h alt e n.  

  



 
 

1 5 2  

9. 4   C H E   MI S  C  H E M E T  H  O  D E  N  

9. 4. 1   L Ö S  U  N  G S   MI T T E L  

Di c hl or  m et h a n,    Di et h yl et h er,  E s si g s ä ur e et h yl e st er  u n d  P etr ol et h er    w ur d e n  v or    G e br a u c h 

mitt el s   R ot ati o n s v er d a  m pf er  z ur   R ei ni g u n g  d e stilli ert.   All e   w eit er e n  L ö s u n g s  mitt el   w ur d e n 

o h n e   R ei ni g u n g s s c hritt  v er  w e n d et.  F ür  a n al yti s c h e   Z  w e c k e   wi e   N  M R, I R.  C  hir al e   G  C,   G  C -

M S   w ur d e  a u  f  L ö s u n g s  mitt el   mit  e nt s pr e c h e n d  h o h er   R ei n h eit  g e  m ä ß  d e n   A nf or d er u n g e n 

z ur ü c k g e griff e n.  

9. 4. 2   C H R  O   M A T  O  G R A P  HI E  

S ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi eS ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi e   

Z ur   R ei ni g u n g  o d er  S e p ar ati o n  v o n   R e a kti o n s pr o d u kt e n    mitt el s  S ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi e 

w ur d e  k o  m  m er zi ell  er h ältli c h e s   Ki e s el g el  6 0   M   ( 0. 0 4 0– 0. 0 6 3  m  m,  2 3 0  – 4 0 0   m e s h)  d er  Fir  m a 

M a c h er e y  -N a g el (  D ür e n, D e ut s c hl a n d)  v er  w e n d et.    Al s     L ö s u n g s  mitt el     b z  w. 

L ö s u n g s  mitt el g e  mi s c h e     w ur d e n     Di c hl or  m et h a n,     Di et h yl et h er,   E s si g s ä ur e et h yl e st er, n -

P e nt a n  o d er  P etr ol et h er  g e br a u c ht.  

D ü n n s c hi c ht c hr o  m at o gr a p hi eD ü n n s c hi c ht c hr o  m at o gr a p hi e    

Z ur     R e a kti o n s k o ntr oll e     o d er      V erf ol g u n g     v o n     S ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi e n      w ur d e n 

D ü n n s c hi c ht c hr o  m at o gr a p hi e n     mitt el s   F erti gf oli e n   a u s   P  O L Y  G R A  M ®   SI L  G/  U V 2 5 4     mit 

Fl u or e s z e n z i n di k at or   d er   Fir  m a M a c h er e y  -N a g el   (  D ür e n,    D e ut s c hl a n d)   ei n g e s et zt.    Di e 

D et e kti o n  erf ol gt e i  m   A n s c hl u s s  e nt  w e d er  ü b er   U V  - A b s or pti o n  o d er  n a c h   B e h a n dl u n g   mit 

ei n er    C er -M ol y b d at  -L ö s u n g  ( 1 0  g    C e( S  O 4 )2 * 4  H 2 O,  2 5   g    M ol y b d at o p h o s p h or s ä ur e,  6 0  m L 

k o n z.  H 2 S  O 4 , 9 4 0  m L   H 2 O  )  u n d  a n s c hli e ß e n d er  E nt  wi c kl u n g   mitt el s   H ei ßl uftf ö h n. 

G a s c hr o  m at o gr a p hi eG a s c hr o  m at o gr a p hi e    

Z ur    A n al y s e  v o n   Pr o d u kt g e  mi s c h e n    w ur d e n   g a s c hr o  m at o gr a p hi s c h e    M e s s u n g   a n  ei n er 

st ati o n är e n  c hir al e n  P h a s e   mit   Hilf e  ei n e s   G a s c hr o  m at o gr a p h e n T h er  m o  S ci e n tifi c  Tr a c e ® 

G  C  Ultr a  g e  m e s s e n.  D a b ei   w ur d e  al s c hir al e n  S ä ul e   H y dr o d e x  -β -3 P ( M a c h er e y  -N a g el ,   D ür e n, 

D e ut s c hl a n d,   L ä n g e/I n n e n d ur c h  m e s s er   =   2 5   m/ 0. 2 5   m  m)   v er  w e n d et.    D a s   e nt s pr e c h e n d e 

T e  m p er at ur pr o gr a  m  m   wir d  b ei  d er   B e s c hr ei b u n g  d er j e  w eili g e n  S u b st a n z  a n g e g e b e n.  F all s 

ni c ht  a n d er s  a n g e g e b e n   w ur d e n  z ur   M e s s u n g  1  µ L  d er  Pr o b e n s u b st a n z i n  1  m L   M T B E  g el ö st 

u n d  d a v o n  1  µ L i nji zi ert.  Al s  Tr ä g er g a s   w ur d e   H 2  b ei  0. 0 6  b ar  v er  w e n d et.  Ei n  FI  D   D et e kt or 

w ur d e  v er  w e n d et.   A n s c hli e ß e n d   w ur d e n z ur  A u s  w ert u n g  di e  P e a kfl ä c h e n   m a n u ell i nt e gri ert.   
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Hi g hHi g h  --P erf or  m a n c eP erf or  m a n c e -Li q ui d   C hr o  m at o gr a p hi e (  H P L  C)  -Li q ui d   C hr o  m at o gr a p hi e (  H P L  C)  

Di e    H P L  C  -M e s s u n g e n    w ur d e n  a n  ei n e  m    G er ät   d er  Fir  m a Di o n e x   a n  ei n er  st ati o n är e n 

c hir al e n  P h a s e  d ur c h g ef ü hrt.   D a b ei  h a n d elt e  e s si c h  u  m  ei n e   D ai c el   C hir al p a k I A ( 2 5 0  m  m  x 

4. 6  m  m)  S ä ul e,   w el c h e  a uf  2 5   °  C t e  m p eri ert   w ur d e.   Di e   M e s s ei n h eit   w ar  g e k o p p elt   mit  ei n er 

L P  G -3 4 0 0 A  P u  m p e,  ei n e  m    W P S -3 0 0 0 T S L   A ut o s a  m pl er,  ei n e  m   D A  D -3 0 0 0   U V -D et e kt or  u n d 

ei n e  m  T  C  C -3 0 0 0 S  D   Of e n.  Al s  L ö s u n g s  mitt el   w ur d e   G e  mi s c h  a u s  8 0: 2 0 n -H e pt a n  :2 -Pr o p a n ol 

b ei  ei n er  Fl u s s g e s c h  wi n di g k eit  v o n  0. 5  m L   mi n -1 .  Z ur M e s s u n g   w ur d e n  di e j e  w eili g e n  Pr o b e n    

i n  ei n er   Mi s c h u n g  a u s  9 0: 1 0 n -H e pt a n  :2 -Pr o p a n ol  g el ö st  u n d  b ei  3 4 5  n  m  v er  m e s s e n.  

9. 4. 3   S P E ZI FI S  C  H E R D R E  H   W E R T  

Di e   B e sti  m  m u n g  d e s  s p e zifi s c h e n   Dr e h  w ert e s   v o n  o pti s c h  a kti v e n  S u b st a n z e n  erf ol gt e  a n 

ei n e  m  K R  Ü S S  P -8 0 0 0 -T F  P ol ari  m et er  b ei  ei n er    W ell e nl ä n g e  v o n  5 8 9  n  m (  N atri u  m -D  -Li ni e). 

Di e j e  w eili g e n  S u b st a n z e n   w ur d e n i n   C  H  Cl 3  g el ö st  u n d i n  ei n e r a uf  2 0  °  C t e  m p eri ert en  1 0  c  m 

K ü v ett e   i n     M e hrf a c h b e sti  m  m u n g   v er  m e s s e n.   D er    Dr e h  w ert    w ur d e     mit Bi ot  e q u ati o n  

b er e c h n et.  

9. 4. 4   S P E K T R  O S K  O PI S  C  H E M E T  H  O  D E  N  

N   M RN   M R  --S p e ktr o s k o pi eS p e ktr o s k o pi e   

M e s s u n g e n   v o n 1 H  -N  M R  -S p e ktr e n   b z  w. 1 3 C  -N  M R  -S p e ktr e n   erf ol gt e n   a n   ei n e  m Br u k er 

A v a n c e/  D R X  6 0 0   N  M R  S p e ktr o  m et er  b ei  ei n er    M e s sfr e q u e n z  v o n  6 0 0  M  H z  b z  w.  1 5 1   M  H z   i n 

k o  m  m er zi ell  er h ältli c h e  m,  d e ut eri ert e n  L ö s u n g s  mitt el  b ei  2 9 7  K.  

Di e er h alt e n e n 1 H  - u n d 1 3 C  -S p e ktr e n   w ur d e n  a n h a n d v o n c h ar a kt eri sti s c h e n  V er s c hi e b u n g e n 

f ür  d a s j e  w eili g e  L ö s u n g s  mitt el r ef er e n zi ert: 

C  D  Cl 3 : 1 H:  7. 2 6   p p  m; 1 3 C:  7 7. 0 0   p p  m  

D 2 O: 1 H:  4. 7 9   p p  m  

d 6 -D  M S  O: 1 H:  2. 5   p p  m; 1 3 C:  4 0. 0 0   p p  m  

Di e  c h e  mi s c h e n    V er s c hi e b u n g e n    w ur d e n  i n  p p  m   u n d   di e    K o p pl u n g k o n st a nt e n J  i n    H z 

a n g e g e b e n.  Z ur   Z u or d n u n g  d er  Si g n al e   w ur d e n  z u d e  m   D E P T  -,   C  O S Y-,   H S  Q  C- z n d   H  M B  C -

S p e ktr e n  v er  w e n d et.   Di e    M ulti pli zit ät e n   w ur d e n    mit  Si n g ul ett  ( s),   D u bl ett  ( d),  Tri pl ett  (t), 

Q u art ett ( q),  u n d   M ulti pl ett (  m)  b e s c hri e b e n.    
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IInfr ar otnfr ar ot --S p e ktr o s k o pi eS p e ktr o s k o pi e   

Di e   A uf n a h  m e  v o n I R  -S p e ktr e n  erf ol gt e  a n  ei n e  m P er ki n El  m er  F T -I R  S p e ctr u  m T  w o I nfr ar ot 

S p e ktr o  m et er   d er   Fir  m a P er ki n   El  m er   (   W alt h a  m,     M A,    U S A)  i  m    A T R-V erf a hr e n  ( e n gl. 

att e nt u at e d  t ot al  r efl e cti o n ,  a b g e s c h  w ä c ht e   R efl e xi o n).   Di e  g el ö st e n  Pr o b e n   w ur d e n  dir e kt 

a uf  d e n    Kri st all  a uf g etr a g e n  u n d  n a c h    V er d a  m pf e n  d e s  L ö s u n g s  mitt el s   v er  m e s s e n.    Di e 

Si g n al e   w ur d e n i n    W ell e n z a hl e n ṽ  ( c  m-1 )  a n g e g e b e n. 

H R   M SH R   M S    

Di e     M e s s u n g e n    w ur d e n   v o n   d er     M  a s s e n s p e ktr o  m etri e -A bt eil u n g   d er     H ei nri c h -H  ei n e -

U ni v er sit ät   D ü s s el d orf  d ur c h g ef ü hrt.   Di e  Pr o b e n   w ur d e n  d a z u i n   A c et o nitril  g el ö st  u n d  a uf 

ei n e  m   U  H R -Q T  O F    m a Xi s  4  G  ( Br u k er   D alt o ni c s)  v er  m e s s e n.  I o ni s ati o n:  E SI.  Ei n st ell u n g e n: 

0. 3  b ar,  1 8 0  °  C. 

Di e  g e  m e s s e n e n  u n d  er  w art et e n    M ol e k ul ar z u s a  m  m e n s et z u n g e n   w ur d e n  b ei  d e n j e  w eili g e n 

V er bi n d u n g e n  a n g e g e b e n.  

9. 4. 5   F L  O   W -G E R Ä T E  

S prit z e n  u n d  S prit z e n p u  m p e n  S prit z e n  u n d  S prit z e n p u  m p e n  

F ür   di e   E x p eri  m e nt e  i  m  Fl o  w -M o d u s    w ur d e  ei n e L e g at o T  M  1 0 0   S prit z e n p u  m p e  ( si n gl e 

s yri n g e i nf u si o n  p u  m p)  v er  w e n d et.   D a  mit   m e hr er e  S prit z e n  z eit gl ei c h i n  d er  S prit z e n p u  m p e 

v er  w e n d et   w er d e n  k o n nt e n,   w ur d e  ei n  e nt s pr e c h e n d er   A uf s at z   mit   Hilf e  ei n e s  3  D -Dr u c k er s 

a n g ef erti gt ( v gl.   A n h a n g).   Z ur   V er  w e n d u n g  k a  m e n  L u er -L o c k  S prit z e n  d er  Fir  m a B.  Br a u n  

I nj e kt ( 5 m L  , 1 0  m L  , 2 0  m L).   

F L L E XF L L E X   M o d ulM o d ul     

Z ur i nli n e E xtr a kti o n  u n d  P h a s e ntr e n n u n g   w ur d e  ei n  F L L E X    M o d ul  d er  Fir  m a S yrri s   A si a  

g e n ut zt.     D a s     M o d ul     w ar   a u s g e st att et     mit   ori gi n al e n   F L L E X   P T F E   o d er   F  H L P 0 2 5 0 0 

M e  m br a n e n  d er  Fir  m a  M er c k . V or  V er  w e n d u n g   w ur d e  b ei  d e n   M e  m br a n e n  d er  Fir  m a M er c k  

z u v or  di e  e nt s pr e c h e n d e n   P ol y et h yl e n -F oli e n  e ntf er nt.   D er    G e s a  mt dr u c k  d er    A p p ar at ur 

w ur d e  k o n st a nt  b ei  3. 0 0   b ar  g e h alt e n.  I n    A b h ä n gi g k eit  d e s  v er  w e n d et e n  L ö s u n g s  mitt el s 

w ur d e  d er   M e  m br a n dr u c k ( cr o s s -m e  m br a n e  pr e s s ur e ,  k ur z:   C R P)  g e  w ä hlt. 
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I n a kti vi er u n g  d er   Gl a s g er ät e ( Sil a ni si er u n g) I n a kti vi er u n g  d er   Gl a s g er ät e ( Sil a ni si er u n g) 

U  m  j e gli c h e   a ci d e    Q u ell e  z u   v er  m ei d e n,    w ur d e n   di e O  m nifit ®   Gl a s s ä ul e n,    w el c h e   al s 

F e st b ettr e a kt or e n i n  d e n  d ur c h g ef ü hrt e n  E x p eri  m e nt e n i  m fl o  w -M o d u s  v er  w e n d et   w or d e n 

si n d,  z u v or i n a kti vi ert.   D af ür   w ur d e n  di e  S ä ul e n i n  ei n er  1 0 -pr o z e nti g e n   M e 3 Si  Cl -L ö s u n g (i n 

Di c hl or  m et h a n)   f ür  3 0 Mi n ut e n   i n k u bi ert.  A n s c hli e ß e n d   w ur d e n  di e   G al s g er ät e s or gf älti g   mit 

Di c hl or  m et h a n  g e s p ült  u n d i n  ei n e  m  z  w eit e n  r ei ni g u n g s s c hritt   mit   A c et o n  g e s p ült.   Bi s  z ur 

V er  w e n d u n g   w ur d e n  di e i n a kti vi ert e n   Gl a s s ä ul e n i  m   H e  iz s c hr a n k  g el a g ert.  

9. 4. 6   R E S P  O  N S E -F A K T  O R A N A L Y S  E  

A uf gr u n d   d er   I n st a bilit ät   d e s     M o n o al d ol pr o d u kt e s   66    w ur d e n   g a s c hr o  m at o gr a p hi s c h e 

M e s s u n g e n  z ur   B e sti  m  m u n g  d er   U  m s ät z e  z u  d e n j e  w eili g e n   R e a kti o n s pr o d u kt e n  g e  w ä hlt. 

U  m  q u a ntit ati v e   A u s s a g e n  tr eff e n  z u  k ö n n e n,   w ur d e n  St a n d ar dr ei h e n  d er  e nt s pr e c h e n d e n 

S u b st a n z e n  v er  m e s s e n,  u  m   R e s p o n s e -F a kt or e n  f ür  d a s    M o d ell s u b str at   H e x a n al (55 ) u n d  di e 

Pr o d u kt e  d er s e q u e n z i ell e n  R e d u kti o n 88 ,  d er  A  mi ni er u n g 1 01 0 ,  d er  All yli er u n g 99  u n d  d e s  Al d ol -

K o n d e n s ati o n s pr o d u kt s  1 11 1  z u  b er e c h n e n.  Di e e nt s pr e c h e n d e n   Gr a p h e n si n d i n   A b bil d u n g  3 0 -

A b bil d u n g  3 4  d ar g e st ellt.  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g    3 03 0 : :    St a n d ar dr ei h e     d e s     S u b str at s      H e x a n alSt a n d ar dr ei h e     d e s     S u b str at s      H e x a n al   ( 5).( 5).  D af ür      w ur d e n      G  C  -M ess u n g e n     b ei 
H e x a n al k o n z e ntr ati o n e n  v o n  0  .0 5  bis  0 .2    m ol/ L   d ur c h g ef ü hrt.  S ä ul e:  F S -H y dr o d e x  -β 3 P;  2 5    m  m * 0, 2 5    m  m, 
M a c h er e y   &   N a g el.  Tr ä g er g as:   H 2  ( 0, 6  b ar).  L ös u n gs  mitt el:    M T B E.    M et h o d e:  6 0 °  C-5   mi n;  5 °  C/  mi n  bis  z u  2 0 0 
°  C-2  mi n.   
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A b bil d u n g A b bil d u n g   3 13 1 : : St a n d ar dr ei h e  d e s St a n d ar dr ei h e  d e s  Pr o d u kt sPr o d u kt s  8 8 .  D af ür   w ur d e n   G  C  -M ess u n g e n  b ei    K o n z e ntr ati o n e n  v o n  0 .5  bis 
2 . 0 m  m ol/ L  d ur c h g ef ü hrt.  S ä ul e:  F S  -H y dr o d e x  -β 3 P;  2 5   m  m * 0, 2 5   m  m,   M a c h er e y   &   N a g el.  Tr ä g er g as:   H 2  ( 0, 6  b ar). 
L ös u n gs  mitt el:   M T B E.   M et h o d e:  6 0 °  C -5   mi n;  5 °  C/  mi n  bis  z u  2 0 0 °  C -2  mi n.   

 

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   3 23 2 : : St a n d ar dr ei h e  d e s St a n d ar dr ei h e  d e s  Pr o d u kt sPr o d u kt s   9.9.   D af ür   w ur d e n   G  C  -M ess u n g e n  b ei    K o n z e ntr ati o n e n  v o n  0 .5  bis 
2 . 0 m ol/ L  d ur c h g ef ü hrt.  S ä ul e:  F S  -H y dr o d e x  -β 3 P;  2 5   m  m * 0, 2 5   m  m,    M a c h er e y   &   N a g el.  Tr ä g er g as:   H 2  ( 0, 6  b ar). 
L ös u n gs  mitt el:   M T B E.   M et h o d e:  6 0 °  C -5   mi n;  5 °  C/  mi n  bis  z u  2 0 0 °  C -2  mi n.   
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A b bil d u n g A b bil d u n g  3 33 3 : : St a n d ar dr ei h e  d e s St a n d ar dr ei h e  d e s  Pr o d u kt sPr o d u kt s   1 1.1 1.   D af ür   w ur d e n   G  C  -M ess u n g e n  b ei   K o n z e ntr ati o n e n  v o n  0 .5  bis 
2 . 0 m ol/ L  d ur c h g ef ü hrt.  S ä ul e:  F S  -H y dr o d e x  -β 3 P;  2 5   m  m * 0, 2 5   m  m,    M a c h er e y   &   N a g el.  Tr ä g er g as:   H 2  ( 0, 6  b ar). 
L ös u n gs  mitt el:   M T B E.   M et h o d e:  6 0 °  C -5   mi n;  5 °  C/  mi n  bis  z u  2 0 0 °  C -2  mi n.   

 

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  3 43 4 : : St a n d ar dr ei h e  d e s St a n d ar dr ei h e  d e s  Pr o d u kt sPr o d u kt s   1 0.1 0.   D af ür   w ur d e n   G  C  -M ess u n g e n  b ei   K o n z e ntr ati o n e n  v o n  0 .5  bis 
2 . 0 m ol/ L  d ur c h g ef ü hrt.  S ä ul e:  F S  -H y dr o d e x  -β 3 P;  2 5   m  m * 0, 2 5   m  m,    M a c h er e y   &   N a g el.  Tr ä g er g as:   H 2  ( 0, 6  b ar). 
L ös u n gs  mitt el:   M T B E.   M et h o d e:  6 0 °  C -5   mi n;  5 °  C/  mi n  bis  z u  2 0 0 °  C -2  mi n.  
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9. 4. 7   B E S TI   M   M  U  N  G   D E R  R E L A TI V E  N U M S Ä T Z E    MI T T E L S G  C   

D a  d a s   M o n o al d ol pr o d u kt   66  ni c ht  st a bil  g e n u g i st,  u  m i n r ei n er  F or  m i s oli ert  u n d  a n al y si ert 

z u   w er d e n,   w ur d e z u n ä c h st  d er r el ati v e  U  m s at z   mitt el s   G  C  b er e c h n et.   D a s  R e a kti o n s g e  mi s c h 

w ur d e  dr ei  m al   mit  Et h yl a c et at  e xtr a hi ert,  d a s  1   m M  2 -P h e n yl et h a n ol  al s i nt er n e n  St a n d ar d 

e nt hi elt.   Di e  P e a kfl ä c h e n  d er  e nt s pr e c h e n d e n  S u b st a n z e n   w ur d e n  d a n n  a uf  di e  P e a kfl ä c h e 

d e s  i nt er n e n   St a n d ar d s   n or  mi ert,   u n d   di e   pr o z e nt u al e n    A nt eil e   d er   Pr o d u kt e    w ur d e n 

b er e c h n et,  u  m  d e n  r el ati v e n   U  m s at z  z u  b e sti  m  m e n.  E nt s pr e c h e n d e   C hr o  m at o gr a  m  m e  si n d 

i  m  A n h a n g  b ei g ef ü gt (v gl.  A b s.  1 0. 4 ) 

9. 5   S Y  N T  H E S E V  O R S  C  H RI F T E  N  

9. 5. 1   S Y  N T  H E S E   V  O  N (R )-3 -H Y  D R  O X Y  O  C T A  N A L  (66 ): IS  O L A TI  O  N &  O P TI   MI E R  U  N  G  

 

All g e  m ei n eAll g e  m ei n e    V or g e h e n s  w ei s eV or g e h e n s  w ei s e    

F ür  di e  er st e n  E x p eri  m e nt e  z ur  S y nt h e s e  d e s    M o n o al d ol pr o d u kt e s    w ur d e    H e x a n al  (55 )  al s 

M o d ell s u b str at    a u s g e  w ä hlt.    Ei n    F e st b ettr e a kt or    (Ø   3  m  m,     L    5 0  m  m),     w el c h er    d e n 

i  m  m o bili si ert e n     Bi o k at al y s at or     H al o-D E R A E  C -C 4 7  M   b z  w.     H al o  -D E R A E  C -C 4 7 V   e nt h ält, 

w ur d e  v er  w e n d et    Di e  b ei d e n  S u b str at e    H e x a n al   (55 )  u n d    A c et al d e h y d (22 )    w ur d e n  i n  d e n 

e nt s pr e c h e n d e n  K o n z e ntr ati o n e n i n  T E A  P uff er ( 0. 1  M ,  p  H  7. 0) i n  ei n e  m  B e c h er gl a s  v or g el e gt, 

mit   ei n er   S prit z e   a uf g e z o g e n   u n d   di e s e   a n s c hli e ß e n d   gr ü n dli c h   g e s c h ütt elt.    D er   er st e 

Millilit er  d er  R e a kti o n sl ö s u n g   w ur d e  v er  w orf e n,  u  m  ei n  Ei n st ell e n  ei n e s   Gl ei c h g e  wi c ht e s i n 

d e  m  R e a kt or  z u  g e  w ä hr lei st e n .   D a s  Pr o d u kt g e  mi s c h   w ur d e  a uf  Ei s  g e s a  m  m elt.   D er   U  m s at z 

w ur d e    g a s c hr o  m at o gr a p hi s c h    b e sti  m  mt.     D a z u     w ur d e  n    5 0 0  µ L    d er    e nt s pr e c h e n d e n 

Pr o d u ktl ö s u n g  dr ei  m al    mit  Et h yl a c et at,    w el c h e s  z u s ät zli c h    mit  1  m M  2 -P h e n yl et h a n ol  al s 

i nt er n er   St a n d ar d   v er s et zt    w ur d e,   e xtr a hi ert.    N a c h   Tr o c k n u n g    mit    M g S  O 4   w ur d e   d er 

Ü b er st a n d i n   G  C  -Pr o b e n vi al s  ü b erf ü hrt  u n d  v er  m e s s e n.  
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O pti  mi er u n g   mitt el s   D e si g n  of  E x p eri  m e nt (  D o E)   O pti  mi er u n g   mitt el s   D e si g n  of  E x p eri  m e nt (  D o E)   

Z ur    O pti  mi er u n g   d er   R e a kti o n s b e di n g u n g e n    w ur d e  ei n  s y st e  m ati s c h er    A n s at z  v erf ol gt, 

n ä  mli c h   di e    V er  w e n d u n g   ei n e s    D e si g n   of   E x p eri  m e nt.    D a z u    w ur d e n   di e   Pr o gr a  m  m e 

D e si g n E x p ert ®  ( V er si o n  7)  u n d   Ori gi n Pr o ®  ( 2 0 2 1)  v er  w e n d et.   Z u n ä c h st   w ur d e  di e   D E R A -

V ari a nt e   H al o -D E R A E  C -C 4 7  M  g e  w ä hlt.  F ür  di e  er st e   O  pti  mi er u n g sr u n d e   w ur d e  ei n f a ct ori al 

D e si g n  v er  w e n d et.   D a b ei   w ur d e n  di e  dr ei  F a kt or e n   D ur c hfl u s s  m e n g e,   A c et al d e h y d   (22 ) u n d 

H e x a n al   (55 ) a uf  z  w ei  E b e n e n  u nt er s u c ht,   w a s  z u  2 3  V er s u c h e n   mit j e  ei n e  m   D u pli k at,  al s o  1 6 

V er s u c h e n, f ü hrt e.  Al s   Ni v e a u   w ur d e j e  w eil s  ei n   mi ni  m al er  u n d  ei n   m a xi  m al er   Gr e n z  w ert  d e s 

j e  w eili g e n  P ar a  m et er s f e st g el e gt,  di e si c h st ar k v o n ei n a n d er  u nt er s c hi e d e n.   Di e  g e s a  m  m elt e n 

D at e n   w ur d e n  d a n n   mit   D e si g n E x p ert ®  u n d   Ori gi n Pr o ®  a u s g e  w ert et.    

A n   di e s e    O pti  mi er u n g sr u n d e   s c hl o s s   si c h   ei n e    w eit er e    F ei n o pti  mi er u n g    mitt el s   ei n e s 

R e s p o n s e -S urf a c e -D e si g n s   a n.     Di e    B e di n g u n g e n     w ur d e n   v o n     D e si g n E x p ert ®   a uf   d er 

Gr u n dl a g e   d er    A nf or d er u n g   b er e c h n et,   d e n    U  m s at z   d e s  ei nf a c h e n    Al d ol pr o d u kt s 77   z u 

m a xi  mi er e n   u n d   d e n    U  m s at z   d e s   d o p p elt e n    Al d ol pr o d u kt s 5 15 1   u n d   d e s    N e b e n pr o d u kt s  

O ct e n al 1 11 1  z u   mi ni  mi er e n. I n s g e s a  mt   w ur d e n  2 5  E x p eri  m e nt e  d ur c h g ef ü hrt.   U  m   D u pli k at e 

z u  er z e u g e n,   w ur d e  ei n e  z  w eit e  S ä ul e  mit  d e n s el b e n  E x p eri  m e nt e n  p ar all el  d ur c h g ef ü hrt, 

j e d o c h i n  ei n er  a n der e n  R ei h e nf ol g e . All e  E x p eri  m e nt e   w ur d e n i n  ei n e  m  kli  m ati si ert e n  L a b or 

d ur c h g ef ü hrt, s o d a s s  di e  R a u  mt e  m p er at ur  k o n st a nt e  2 2  °  C  b etr u g. 

Di e  R o h d at e n   d e s f a ct ori al  D e si g n s  al s  a u c h  d e s  R e s p o n s e  -S urf a c e -D e si g n s  si n d i  m   A n h a n g 

b ei g ef ü gt ( v gl.  A b s.  1 0. 4 ). 

9. 5. 2   S Y  N T  H E S E   V  O  N (R )-H Y  D R  O X Y  O  C T A  N S Ä  U R E  (77 ) 

 

Z  w ei O  m nifit ®   Gl a s s ä ul e n  ( Ø   3  m  m,   L  1 0 0  m  m),   w el c h e  di e  i  m  m o bili si ert e   H al o  -D E R A E  C -

C 4 7 V  e nt hi elt e n,   w ur d e n  p ar all el  v er  w e n d et.   D a b ei   w ur d e n j e  w eil s  1 0   m L   R e a kti o n sl ö s u n g 

pr o  F e st b ettr e a kt or  v er  w e n d et  (i n  S u  m  m e  al s o  2 0  m L).    1 0  m L  S u b str atl ö s u n g    mit  0. 2   M  

H e x a n al   ((55 );  0. 2 m  m ol;  2 0   m g)  u n d  0. 6   M  A c et al d e h y d  ((22 );  0. 6 m  m ol;  2 6. 5   m g)   i n  T E A  P uff er 

( 0. 1 M ,  p  H  7. 0)   w ur d e n i n  ei n e  m  B e c h er gl a s  v or g el e gt  u n d   mit  d er  S prit z e  a uf g e z o g e n,   w o b ei 

a uf  ei n e  gr ü n dli c h e   D ur c h  mi s c h u n g  g e a c ht et   w or d e n i st.   Di e  S u b str atl ö s u n g   w ur d e  b ei  ei n er 
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Fl u s sr at e  v o n  7 0  µ L/ m  i n  d ur c h  di e  F e st b ettr e a kt or e n  g e p u  m pt.   U  m  d e n   U  m g a n g    mit  d e  m 

st ar k   fl ü c hti g e n    A c et al d e h y d  (22 )   z u   v er ei nf a c h e n     w ur d e   ei n e   1 M    St a  m  ml ö s u n g   v o n 

A c et al d e h y d  (22 )   v er  w e n d et.   N a c h d e  m   di e   S u b str atl ö s u n g   di e   b ei d e n   F e st b ettr e a kt or e n 

d ur c hl a uf e n  h at,   w ur d e n  di e  Pr o d u kt g e  mi s c h e   mitt el s  ei n e s  T -St ü c k s   mit ei n a n d er  v er ei ni gt 

u n d  a n s c hli e ß e n d  d ur c h  d a s  F L L E X    M o d ul  z ur i nli n e   E xtr a kti o n   u n d   P h a s e ntr e n n u n g 

g e p u  m pt.   D a b ei   w ur d e   Di et h yl et h er  z ur  E xtr a kti o n  g e n ut zt,   w el c h e s   mit  ei n er  Fl u s sr at e  v o n 

7 0  µ L/ m  i n i n  d a s  F L L E X-M o d ul  g e p u  m pt   w or d e n i st.   Di e  e xtr a hi ert e  or g a ni s c h e  P h a s e   w ur d e 

i n  ei n e n   R u n d k ol b e n g e p u  m pt  u n d  d a s  L ö s u n g s  mitt el   w ur d e  v or si c hti g  e ntf er nt ( ni c ht  bi s 

z ur   Tr o c k n u n g!).    D a s   er h alt e n e  I nt er  m e di at  (66 )    w ur d e  i n  2 0 m L t-B ut a n ol   g el ö st.    N a c h 

Z u g a b e v o n  7  Ä q u. 2 -M et h yl  -2 -B ut e n  (5 35 3 ) ( 2 8 m  m ol, 2. 9   m L)  u n d  1 0   m L ei n er   N a  Cl  O 2 -L ö s u n g 

( 2. 8 Ä q u.,    1 1. 2  m  m ol,    1. 0 0   g)    s o  wi e    n a c h    tr o pf e n  w ei s er      Z u g a b e    ei n er      w ä s sri g e n 

N a  H 2 P  O 4 *  H 2 O  -L ö s u n g ( 2. 8  Ä q u.  1 1. 2  m  m ol,  1. 3 5   g)   w ur d e  di e  R e a kti o n f ür  4  h  b ei rt  g er ü hrt. 

N a c h  v oll st ä n di g er   R e a kti o n   w ur d e  di e   R e a kti o n   mit  3 0   m L    W a s s er  v er d ü n nt  u n d  1   M  H  Cl 

w ur d e  hi n z u g ef ü gt  z ur  p  H  -Ei n st ell u n g  v o n  1 -3.    Di e  R e a kti o n sl ö s u n g    w ur d e  dr ei  m al    mit 

Di et h yl et h er    e xtr a hi ert    u n d    di e    or g a ni s c h e n    P h a s e n     mit     N a  Cl    g e  w a s c h e n.     N a c h 

a n s c hli e ß e n d er  Tr o c k n u n g  ü b er    M g S  O 4 ,   w ur d e  d a s  L ö s u n g s  mitt el  e ntf er nt.   Z ur   R ei ni g u n g 

d e s   Pr o d u kt e s    w ur d e   ei n e   S ä ul e n c h r om at o gr a p hi e   d ur c h g ef ü hrt    (C  H 2 Cl 2 :  M e  O  H: A c  O  H 

9 8: 2: 0. 1).  2 7 0  m g ( 1. 7   m  m ol,   4 3  % ) d e s r ei n e n  Pr o d u kt e s  77  w ur d e n i s oli ert.   

Rf  =  0. 1 6  

1 H   N  M R   ( 6 0 0 M  H z,   C  D  Cl 3 ): 

δ  4. 0 4 ( s,  1  H,  3 -O  H), 2. 5 7 ( d d, 2 J2 b, 2 a =  1 6. 6  H z, 3 J2 b ,3  =  3 .0  H z,  1  H, 2  -H b ), 2, 4 8 ( d d, 2 J2 a, 2 b =  1 6. 5  H z, 
3 J2 a ,3  =  9. 0  H z,  1  H, 2  -H a ),  1. 5 7 –  1. 5 4  (  m,  1  H,  3-H),  1. 4 7   –  1. 3 9  (  m, 2  H,  4-H),  1. 3 6   –  1. 2 4 (  m,  5  H,  5 -

H,  6  -H,  7  -H),   0. 8 9  (t, 3  H,  8 -H).   

1 3 C   ( 1 5 1 M  H z,   C  D  Cl 3 ): 

δ  1 7 6. 5 8  (  C-1),  6 7. 0 1  (  C-3),  4 0. 0 6 (  C -2),  3 5. 4 5 (  C -4),  3 0. 6 3 (  C -5),  2 4. 1 0 (  C -6),  2 1. 5 5 (  C -7),  1 2. 9 8 

(  C-8).  

I R ( A T R):  3 3 8 7,  2 9 3 0,  2 8 6 4,  2 6 5 7,  1 7 1 1,  1 4 0 5,  1 2 6 2,  1 7 3,  1 0 7 9,  9 4 1,  8 8 2,  8 0 5,  6 2 1. 

[α ]2 5
D   =  -1 0 ( c  =  0. 1,   C  H  Cl 3 ). 

H R  M S ( E SI,  p o siti v e  -i o n): m/ z  (  %) b er e c h n et f ür  C 8 H 1 6 N a  O 3  [  M  +   N a]+ :  1 8 3. 0 9 9 2; g ef u n d e n : 

1 8 3. 0 9 9 2.  

Di e  a n al yti s c h e n   D at e n st e h e n i  m  Ei n kl a n g   mit  Lit er at ur  w ert e n. [ 2 2 3] 
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9. 5. 3   S Y  N T  H E S E   V  O  N (R )-O C T A  N -1, 3 -DI  O L  (88 ) 

 

Z  w ei O  m nifit ®   Gl a s s ä ul e n  ( Ø   3  m  m,   L  1 0 0  m  m),   w el c h e  di e  i  m  m o bili si ert e   H al o  -D E R A E  C -

C 4 7 V  e nt hi elt e n,   w ur d e n  p ar all el  v er  w e n d et.   D a b ei   w ur d e n j e  w eil s  1 0   m L   R e a kti o n sl ö s u n g 

pr o  F e st b ettr e a kt or  v er  w e n d et  (i n  S u  m  m e  al s o  2 0  m L).    1 0  m L  S u b str atl ö s u n g    mit  0. 2   M  

H e x a n al   ((55 );  0. 2 m  m ol;  2 0   m g)  u n d  0. 6   M  A c et al d e h y d  ((22 );  0. 6 m  m ol;  2 6. 5   m g)   i n  T E A  P uff er 

( 0. 1 M ,  p  H  7. 0)   w ur d e n i n  ei n e  m  B e c h er gl a s  v or g el e gt  u n d   mit  d er  S prit z e  a uf g e z o g e n,   w o b ei 

a uf  ei n e  gr ü n dli c h e   D ur c h  mi s c h u n g  g e a c ht et   w or d e n i st.   Di e  S u b str atl ö s u n g   w ur d e  b ei  ei n er 

Fl u s sr at e  v o n  7 0  µ L/ m  i n  d ur c h  di e  F e st b ettr e a kt or e n  g e p u  m pt.   U  m  d e n   U  m g a n g    mit  d e  m 

st ar k   fl ü c hti g e n    A c et al d e h y d  (22 )   z u   v er ei nf a c h e n     w ur d e   ei n e   1 M    St a  m  ml ö s u n g   v o n 

A c et al d e h y d  (22 )   v er  w e n d et.    N a c h d e  m   di e   S u b str atl ö s u n g   di e   b ei d e n   F e st b ettr e a kt or e n 

d ur c hl a uf e n  h at,   w ur d e n  di e  Pr o d u kt g e  mi s c h e   mitt el s  ei n e s  T -St ü c k s   mit ei n a n d er  v er ei ni gt 

u n d   a n s c hli e ß e n d   d ur c h   d a s   F L L E X -M o d ul   z ur i nli n e  E xtr a kti o n   u n d   P h a s e ntr e n n u n g 

g e p u  m pt.   D a b ei   w ur d e   Di et h yl et h er  z ur  E xtr a kti o n  g e n ut zt,   w el c h e s   mit  ei n er  Fl u s sr at e  v o n 

7 0  µ L/ m  i n i n  d a s  F L L E X-M o d ul  g e p u  m pt   w or d e n i st.   Di e  e xtr a hi ert e  or g a ni s c h e  P h a s e   w ur d e 

i n  ei n e n   R u n d k ol b e n  g e p u  m pt.    N a c h    Z u g a b e  v o n  1. 7 5  Ä q u.    N a B  H 4   ( 2 6 5 m g,  7. 0 0   m  m ol) 

w ur d e  di e  R e a kti o n f ür  4   h  b ei  0  °  C  g er ü hrt.   N a c h  v oll st ä n di g e  m   U  m s at z   w ur d e  di e  R e a kti o n 

d ur c h  di e  Z u g a b e  v o n  g e s ätti gt er   N  H 4  Cl -L ö s u n g  b e e n d et  u n d  dr ei  m al   mit  C H 2 Cl 2  e xtr a hi ert. 

Di e  v er ei ni gt e n  or g a ni s c h e n  P h a s e n   w ur d e n   mit  d e stilli ert e  m    W a s s er  g e  w a s c h e n  u n d  ü b er 

M g S  O 4  g etr o c k n et.   D a s  L ö s u n g s  mitt el   w ur d e  b ei r e d u zi ert e  m   Dr u c k  e ntf er nt.  Z ur  R ei ni g u n g 

d e s   Pr o d u kt e s   w ur d e   ei n e   S ä ul e n c h  r om at o gr a p hi e   d ur c h g ef ü hrt    ( P E: E E   5 0: 5 0).   3 2 6 m g 

( 2. 2 4 m  m ol,   5 6  % ) d e s r ei n e n  Pr o d u kt e s  88  w ur d e n i s oli ert.   

R f =  0. 2 3  

1 H   N  M R   ( 6 0 0 M  H z,   C  D  Cl 3 ): 

δ  . 4. 1 2 ( q,  1  H,  6-H),  3. 8  8  –  3. 8 6  (  m,  2  H,  9-H),  2. 7 5 ( b s,  1  H,   6 -O  H),  2. 1 7 ( s,  1  H,  9  -O  H),  1. 7  5  –  1. 6 3  

(  m,  2  H,  5-H),  1.  5 8  –  1. 3 7  (  m,  2  H,  7-H  ),  1.3 1  –  1. 2 5  (  m,  6  H,  4-H,  3  -H,  2  -H),  0. 9 0 (t,  3  H,  1  -H).   

1 3 C   ( 1 5 1 M  H z,   C  D  Cl 3 ): 
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δ  7 2. 4 9 (  C -1),  6 2. 0 0  (  C-3),  3 8. 3 1  (  C-2),  3 7. 8 6 (  C -4),  3 1. 8 1 (  C -5),  2 5. 2 0 (  C -7),  2 2. 6 3 (  C -6),  1 4. 0 3 (  C -

8).  

I R ( A T R):  3 3 3 8,  2 9 3 0,  2 8 5 9,  1 7 4 1,  1 4 5 8,  1 3 7 3,  1 2 1 2,  1 1 2 8,  1 0 5 5,  7 1 5,  6 3 7. 

[α ]2 5
D   =  -6 ( c  =  0. 1,   C  H  Cl 3 ).   H R  M S ( E SI,  p o siti v e-i o n): m/ z  (  %) b er e c h n et f ür  C 8 H 1 8 N a  O 2  [  M  + 

N a] + :  1 6 9. 1 1 9 9; g ef u n d e n :  1 6 9. 1 2 0 1 

Di e  a n al yti s c h e n   D at e n st e h e n i  m  Ei n kl a n g   mit  Lit er at ur  w ert e n. [ 2 2 4] 

9. 5. 4   S Y  N T  H E S E   V  O  N ( 6R )-U N  D E  C -1 -E  N -4, 6 -DI  O L  (99 ) 

 

Z  w ei O  m nifit ®   Gl a s s ä ul e n  ( Ø   3  m  m,   L  1 0 0  m  m),   w el c h e  di e  i  m  m o bili si ert e   H al o  -D E R A E  C -

C 4 7 V  e nt hi elt e n,   w ur d e n  p ar all el  v er  w e n d et.   D a b ei   w ur d e n j e  w eil s  1 0   m L   R e a kti o n sl ö s u n g 

pr o  F e st b ettr e a kt or  v er  w e n d et  (i n  S u  m  m e  al s o  2 0  m L).    1 0  m L  S u b str atl ö s u n g    mit  0. 2   M  

H e x a n al   ((55 );  0. 2 m  m ol;  2 0   m g)  u n d  0. 6   M  A c et al d e h y d  ((22 );  0. 6 m  m ol;  2 6. 5   m g)   i n  T E A  P uff er 

( 0. 1 M ,  p  H  7. 0)   w ur d e n i n  ei n e  m  B e c h er gl a s  v or g el e gt  u n d   mit  d er  S prit z e  a uf g e z o g e n,   w o b ei 

a uf  ei n e  gr ü n dli c h e   D ur c h  mi s c h u n g  g e a c ht et   w or d e n i st.   Di e  S u b str atl ö s u n g   w ur d e  b ei  ei n er 

Fl u s sr at e  v o n  7 0  µ L/ m  i n  d ur c h  di e  F e st b ettr e a kt or e n  g e p u  m pt.   U  m  d e n   U  m g a n g    mit  d e  m 

st ar k   fl ü c hti g e n    A c et al d e h y d  (22 )   z u   v er ei nf a c h e n     w ur d e   ei n e   1 M    St a  m  ml ö s u n g   v o n 

A c et al d e h y d  (22 )   v er  w e n d et.    N a c h d e  m   di e   S u b str atl ö s u n g   di e   b ei d e n   F e st b ettr e a kt or e n 

d ur c hl a uf e n  h at,   w ur d e n  di e  Pr o d u kt g e  mi s c h e   mitt el s  ei n e s  T -St ü c k s   mit ei n a n d er  v er ei ni gt 

u n d   a n s c hli e ß e n d   d ur c h   d a s   F L L E X -M o d ul   z ur i nli n e  E xtr a kti o n   u n d   P h a s e ntr e n n u n g 

g e p u  m pt.   D a b ei   w ur d e   Di et h yl et h er  z ur  E xtr a kti o n  g e n ut zt,   w el c h e s   mit  ei n er  Fl u s sr at e  v o n 

7 0  µ L/ m  i n i n  d a s  F L L E X-M o d ul  g e p u  m pt   w or d e n i st.   Di e  e xtr a hi ert e  or g a ni s c h e  P h a s e   w ur d e 

a n s c hli e ß e n d  z ur  Tr o c k n u n g  d ur c h  ei n e n  F e st b ettr e a kt or  g e p a c kt    mi t    M ol e k ul ar si e b  ( 4 Å ) 

g e p u  m pt.   N a c h   Z u g a b e  v o n  0. 7  Ä q u.   All yl b or o n s ä ur e e st er ( 5 2 5   µ L,  2. 8  m  m ol  , 5 45 4 )   w ur d e  di e 

R e a kti o n  ü b er   N a c ht  b ei  R T  g er ü hrt.   N a c h  v oll st ä n di g er  R e a kti o n   w ur d e  di e  R e a kti o n sl ö s u n g 

u nt er  r e d u zi ert e  m    Dr u c k  ei n g e e n gt   u n d  d a s  Pr o d u kt  s ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi s c h  g er ei n gt 

( P E: E E  8 0: 2 0).  3 5 1 m g ( 1. 8 8   m  m ol,  5 8  %)  d e s  Pr o d u kt e s   99  w ur d e n i s oli ert ( s y n: a nti  8 0: 2 0).  

R f =  0. 6 4  



 
 

1 6 3  

1 H   N  M R ( 6 0 0   M  H z,   C  D  Cl 3 ): δ   5.9 4  –  5. 7 2  (  m,  2  H,  2-H s y n,  2-H a nti ),  5. 14  –  5. 0 5  (  m,  2  H,  1-H a/ s y n , 

1 -H b/ s y n ),  4.9 6  –  4. 8 2  (  m,  2  H, 1-H a/ a nti ,  1-H b/ a nti ), 4. 0 9  –  3. 8 5  (  m,  2  H,  4-H,  6  -H),  2.  4 2  –  2. 3 0  (  m, 

1  H,  3 -H a ),  2. 27  –  2. 1 6  (  m,  1  H,  3-H b ),  1. 8 9 ( dt,  1  H, 3 Js y n =  1 3. 8 5  H z,  5  -H a ),  1. 7 5 ( dt,  1  H, 3 Ja nti  = 

4. 4 2  H z,  5  -H b ),  1. 6 4 ( d,  2  H,  4-O  H,  6  -O  H),  1. 4  3  –  1. 4 1  (  m,  2  H,  7-H),  1.  3 4  –  1. 1 9  (  m,  6  H,  8-H,  9  -

H,  1 0  -H),   0. 8 9  (t,  3  H,  1 1-H).   

1 3 C   ( 1 5 1 M  H z,   C  D  Cl 3 ): δ  1 3 4. 9 1 (  C -2 s y n),  1 3 2. 9 1 (  C -2 a nti),  1 1 6. 6 0 (  C -1 s y n),  1 1 2. 4 8 (  C -1 a nti), 

7 0. 3 7 (  C -4),  6 7. 3 0 (  C -6),  4 0. 5 5 (  C -3),  4 0. 0 6 (  C -5),  3 7. 0 0  (  C-7),  3 0. 7 3 (  C -9),  2 3. 6 6 (  C -8),  2 1. 5 7 (  C -

1 0),  1 3. 0 0 (  C -1 1).  

I R ( A T R):  3 0 6 4,  2 9 3 0,  2 8 6 4,  1 7 1 2,  1 4 1 8,  1 2 9 6,  1 1 8 6,  1 1 2 8,  1 0 8 3,  1 0 5 0,  9 3 4,  8 7 6,  6 1 1. 

[α ]2 5
D   =  +  2 ( c  =  0. 1,   C  H  Cl 3 ). 

H R  M S  ( E SI,  p o siti v e  -i o n): m/ z  (  %)  b er e c h n et  f ür  C 1 1 H 2 3 O 2  [  M  +   H+ ].:  1 8 7. 1 6 9 3; g ef u n d e n : 

1 8 7. 1 6 9 4.  

Di e  a n al yti s c h e n   D at e n st e h e n i  m  Ei n kl a n g   mit  Lit er at ur  w ert e n. [ 2 1 2] 

9. 5. 5   S Y  N T  H E S E   V  O  N (R )-1 -(B E  N Z Y L A   MI  N  O )O  C T A  N -3 -O L  (1 01 0 ) 

 

Z  w ei O  m nifit ®   Gl a s s ä ul e n  ( Ø   3  m  m,   L  1 0 0  m  m),   w el c h e  di e  i  m  m o bili si ert e   H al o  -D E R A E  C -

C 4 7 V  e nt hi elt e n,   w ur d e n  p ar all el  v er  w e n d et.   D a b ei   w ur d e n j e  w eil s  1 0   m L   R e a kti o n sl ö s u n g 

pr o  F e st b ettr e a kt or  v er  w e n d et  (i n  S u  m  m e  al s o  2 0  m L).  1 0   m L  S u b str atl ö s u n g    mit  0. 2   M  

H e x a n al   ((55 );  0. 2 m  m ol;  2 0   m g)   u n d  0. 6  M  A c et al d e h y d  ((22 );  0. 6 m  m ol;  2 6. 5   m g)   i n  T E A  P uff er 

( 0. 1 M ,  p  H  7. 0)   w ur d e n i n  ei n e  m  B e c h er gl a s  v or g el e gt  u n d   mit  d er  S prit z e  a uf g e z o g e n,   w o b ei 

a uf  ei n e  gr ü n dli c h e   D ur c h  mi s c h u n g  g e a c ht et   w or d e n i st.   Di e  S u b str atl ö s u n g   w ur d e  b ei  ei n er 

Fl u s sr at e  v o n  7 0  µ L/ m  i n  d ur c h  di e  F e st b ettr e a kt or e n  g e p u  m pt.   U  m  d e n   U  m g a n g    mit  d e  m 

st ar k   fl ü c hti g e n    A c et al d e h y d  (22 )   z u   v er ei nf a c h e n     w ur d e   ei n e   1 M    St a  m  ml ö s u n g   v o n 

A c et al d e h y d  (22 )   v er  w e n d et.    N a c h d e  m   di e   S u b str atl ö s u n g   di e   b ei d e n   F e st b ettr e a kt or e n 

d ur c hl a uf e n  h at,   w ur d e n  di e  Pr o d u kt g e  mi s c h e   mitt el s  ei n e s  T -St ü c k s   mit ei n a n d er  v er ei ni gt 

u n d   a n s c hli e ß e n d   d ur c h   d a s   F L L E X -M o d ul   z ur i nli n e  E xtr a kti o n   u n d   P h a s e ntr e n n u n g 

g e p u  m pt.   D a b ei   w ur d e   Di et h yl et h er  z ur  E xtr a kti o n  g e n ut zt,   w el c h e s   mit  ei n er  Fl u s sr at e  v o n 



 
 

1 6 4  

7 0  µ L/ m  i n i n  d a s  F L L E X-M o d ul  g e p u  m pt   w or d e n i st.   Di e  e xtr a hi ert e  or g a ni s c h e  P h a s e   w ur d e 

i n  ei n e n   R u n d k ol b e n  g e p u  m pt  u n d  d a s  L ö s u n g s  mitt el   w ur d e  v or si c hti g  e ntf er nt ( ni c ht  bi s 

z ur  Tr o c k n u n g!).   D a s  er h alt e n e I nt er  m e di at  (66 )   w ur d e i n 1 5  m L   M e  O  H   g el ö st .   N a c h  Z u g a b e 

v o n  0. 7  Ä q u.   B e n z yl a  mi n  (5 65 6 )  ( 2 0 6 µ L,  2. 8  m  m ol)    w ur d e  di e  R e a kti o n  f ür  1 7   h  b ei   R T   z ur 

Bil d u n g  d e s  I  mi n -I nt er  m e di at e s  g er ü hrt.    A n s c hli e ß e n d    w ur d e n  1. 1 Ä q u.    N a B  H 4   ( 1 7 0 m g, 

4. 4 8  m  m ol)  hi n z u g ef ü gt  u n d  di e   R e a kti o n  f ür  ei n e    w eit er e  St u n d e  b ei  rt    g er ü hrt.    N a c h 

v oll st ä n di g er  R e a kti o n   w ur d e  d a s  R e a kti o n s g e  mi s c h  dr ei  m al   mit   Di et h yl et h er  e xtr a hi ert.   Di e 

v er ei ni gt e n  or g a ni s c h e n  P h a s e n  w ur d e n   mit  g e s ätti gt er   N a  Cl  -L ö s u n g  g e  w a s c h e n  u n d  ü b er 

M g S  O 4  g etr o c k n et.   D a s  L ö s u n g s  mitt el   w ur d e  u nt er r e d u zi ert e  m   Dr u c k  e ntf er nt.  D a s  Pr o d u kt 

w ur d e s ä ul e n c hr o  m at o gr a p hi s c h  g er ei n gt   (C  H 2 Cl 2 :  M e  O  H:  N  H3  9 8: 2: 0. 0 1).  2 7 0  m g ( 1. 1 5   m  m ol, 

5 8  %)  d e s r ei n e n  Pr o d u kt e s  1 01 0  ( B a s e)   w ur d e n i s oli ert. 

R f =  0. 1 5  

1 H   N  M R ( 6 0 0    M  H z,   C  D  Cl 3 ): δ   7. 3 4 –  7. 2 9 (  m,  4  H,   Ar -H ort h o ,   Ar-H p ar a ),  7. 2 5 –  7. 2 1 (  m,  1  H,   Ar -

H m et a ),  3. 7 8 ( d,  2  H,  9-H),  2. 6 5   –  2. 5 7 (  m,  2  H,  1 -H),  2. 1 4   –  1. 9 0  (  m,  2  H,  2-H),  1. 5 5   –  1. 4 8 (  m,  2  H, 

4 -H),  1. 4 0   –  1. 1 7 (  m,  6  H,  5 -H,  6  -H,  7  -H),   0. 8 8 (t,  3  H,  8 -H).   

1 3 C   ( 1 5 1 M  H z,   C  D  Cl 3 ): δ  1 4 0. 2 6 (  C -1 0),  1 2 8. 3 1  (  C-1 1,   C -1 2,   C -1 3,   C -1 4,   C 1 5),  5 4. 0 0 (  C -9),  4 9. 4 5 

(  C-1),  3 1. 6 1 (  C -4),  2 9. 9 5 (  C -2),  2 9. 0 2 (  C -5),  2 7. 0 5 (  C -6),  2 2.  (  C-7),  1 4. 0 7 (  C -8).  

I R ( A T R): 3 0 3 2,  2 9 2 6,  2 8 5 8,  2 8 1 2,  1 7 4 7,  1 4 9 6,  1 4 5 4,  1 3 5 4,  1 2 1 8,  1 2 1,  1 0 3 1,  9 6 6,  7 2 8,  6 9 8.  [α ] 2 5
D   = 

- 6 ( c  =  0. 1,   C  H  Cl 3 ). 

H R  M S  ( E SI,  p o siti v e  -i o n): m/ z   (  %)  b er e c h n et  f ür   C 1 5 H 2 6 N  O  [  M  +    H + ]:  2 3 6. 0 0 9;  g ef u n d e n : 

2 3 6. 2 0 0 8  

9. 5. 6   S Y  N T  H E S E   V  O  N (E )-O C T -3 -E  N A L  (1 11 1 ) 

 

Z  w ei O  m nifit ®   Gl a s s ä ul e n  ( Ø   3  m  m,   L  1 0 0  m  m),   w el c h e  di e  i  m  m o bili si ert e   H al o  -D E R A E  C -

C 4 7  M  e nt hi elt e n,   w ur d e n  p ar all el  v er  w e n d et.   D a b ei   w ur d e n j e  w eil s  1 0   m L  R e a kti o n sl ö s u n g 

pr o  F e st b ettr e a kt or  v er  w e n d et  (i n  S u  m  m e  al s o  2 0  m L).    1 0  m L  S u b str atl ö s u n g    mit  0. 2   M  



 
 

1 6 5  

H e x a n al   ((55 );  0. 2 m  m ol;  2 0   m g)  u n d  0. 6   M  A c et al d e h y d  ((22 );  0. 6 m  m ol;  2 6. 5   m g)   i n  T E A  P uff er 

( 0. 1 M ,  p  H  7. 0)   w ur d e n i n  ei n e  m  B e c h er gl a s  v or g el e gt  u n d   mit  d er  S prit z e  a uf g e z o g e n,   w o b ei 

a uf  ei n e  gr ü n dli c h e   D ur c h  mi s c h u n g  g e a c ht et   w or d e n i st.   Di e  S u b str atl ö s u n g   w ur d e  b ei  ei n er 

Fl u s sr at e  v o n  5 0  µ L/ m  i n  d ur c h  di e  F e st b ettr e a kt or e n  g e p u  m pt.   U  m  d e n   U  m g a n g    mit  d e  m 

st ar k   fl ü c hti g e n    A c et al d e h y d  (22 )   z u   v er ei nf a c h e n     w ur d e   ei n e   1 M    St a  m  ml ö s u n g   v o n 

A c et al d e h y d  (22 )   v er  w e n d et.    N a c h d e  m   di e   S u b str atl ö s u n g   di e   b ei d e n   F e st b ettr e a kt or e n 

d ur c hl a uf e n  h at,   w ur d e n  di e  Pr o d u kt g e  mi s c h e   mitt el s  ei n e s  T -St ü c k s   mit ei n a n d er  v er ei ni gt 

u n d   a n s c hli e ß e n d   d ur c h   d a s   F L L E X -M o d ul   z ur i nli n e  E xtr a kti o n   u n d   P h a s e ntr e n n u n g 

g e p u  m pt.  Al s  L ö s u n g s  mitt el  z ur  E xtr a kti o n   w ur d e  Et h yl a c et at  v er  w e n d et,   w el c h e s   mit  ei n er 

Fl u s sr at e  v o n  5 0  µ L/ m  i n i n  d a s  F L L E X-M o d ul  g e p u  m pt   w or d e n i st.  Z ur  Tr o c k n u n g   w ur d e  di e 

or g a ni s c h e  P h a s e  a n s c hli e ß e n d  d ur c h  ei n e n  F e st b ettr e a kt or  g e p a c kt   m it   M ol e k ul ar si e b ( 4 Å ) 

g e p u  m pt .    F ol g e n d     w ur d e    di e    R e a kti o n sl ö s u n g    d ur c h    z  w ei    i n    R ei h e    g e s c h alt et e 

F e st b ettr e a kt or e n ( Ø   3  m  m,  L  1 5 0   m  m),   w el c h e  d a s  b a si s c h e I o n e n a u st a u s c h h ar z  A  m b erl y st 

A -2 1  e nt hi elt e n,   mit  ei n er  Fl u s sr at e  v o n  1 0  µ L/ m  i n  g e p u  m pt.   D a s  Pr o d u kt g e  mi s c h   w ur d e i n 

ei n e  m  R u n d k ol b e n  g e s a  m  m elt.  3 0 4  m g    ( 2. 4 m  m ol,  6 0   %)   d e s  r ei n e n  Pr o d u kt e s  1 11 1   w ur d e n 

o h n e   w eit er e n  R ei ni g u n g s s c hritt i s oli ert.  

1 H   N  M R ( 6 0 0   M  H z,   C  D  Cl 3):   δ   9. 5 1 ( d,  1  H, 3 J  =  1. 1   H z,  1-H),  6. 8 9   –  6. 8 1 (  m,  1  H,  3 -H),  6. 1 2 ( d dt, 

1  H, 3 J  =  1 5. 6   H z, 3 J  =  7. 9   H z, 4 J  =  1. 5 8   H z),  2. 3 4 (t d,  2  H, 3 J  =  8.3  H z, 3 J  =  7.7  H z, 3 J  =  6.2  H z,  4  -H), 

1. 5 2 ( p,  2  H,  5 -H),  1. 3 8   –  1. 3 4 (  m,  4  H,  7 -H,  8  -H),  0. 9 1 (t,  3  H,  8  -H).   

1 3 C ( 1 5 1   M  H z,  C  D  Cl 3):  δ   1 9 1. 7 4 (  C-1),  1 5 7. 6 2 (  C -3),  1 3 3. 1 4 (  C -2),  3 3. 0 8 (  C -4),  3 1 1. 6 7 (  C -6), 2 9. 1 4 

(  C-5),  2 2. 6 6 (  C -7),  1 4. 0 6 (  C -8).  

I R ( A T R):  2 9 5 5,  2 9 3 0,  2 8 6 0,  1 6 8 8,  1 6 3 5,  1 4 6 7,  1 3 8 1,  1 1 4 6,  1 0 9 5,  9 7 4,  9 0 0,  6 3 2. 

H R  M S  ( E SI,  p o siti v e  -i o n):    m/ z  (  %)  b er e c h n et  f ür  C 8  H 1 4  O  [  M  +    H +].:  1 2 8. 1 1 9 6;   g ef u n d e n : 

1 2 8. 1 1 9 4.  

 



 
 

1 6 6  

1 01 0  AA N  H  A  N  GN  H  A  N  G   

AA MI  N  O S Ä  U R E  NMI  N  O S Ä  U R E  N   

A  mi n o s ä ur eA  mi n o s ä ur e    3 -3 -B u c h st a b e n c o d eB u c h st a b e n c o d e      1 -1 -B u c h st a b e n c o d eB u c h st a b e n c o d e   
Al a ni n  Al a  A  
Ar gi ni n  Ar g  R  
A s p ar a gi n  A s n  N   
A s p ar a gi n s ä ur e  A s p  D   
C y st ei n   C y s   C   
Gl ut a  mi n   Gl n   Q  x  
Gl ut a  mi n s ä ur e   Gl u   E  
Gl y ci n   Gl y   G   
Hi sti di n   Hi s   H   
I s ol e u ci n Il e I 
L e u ci n  L e u  L  
L y si n  L y s  K  
M et hi o ni n   M et   M   
P h e n yl al a ni n  P h e  F  
Pr oli n  Pr o  P  
S eri n  S er  S  
T hr e o ni n  T hr  T  
Tr y pt o p h a n  Tr p  W    
T yr o si n  T yr  Y  
V ali n  V al  V  

 

1 0. 1  G E  N - U  N  D P R  O T EI  N S E  Q  U E  N Z E  N  

1 0. 1. 1  D E R A E  C  (E.  C  O LI ) 

D  N AD  N A  --S e q u e n zS e q u e n z  (e nt s pr e c h e n d e s   C o d o n  d e s   C y s -4 7 i st  d ur c h   U nt er str ei c h u n g   m ar ki ert)   (e nt s pr e c h e n d e s   C o d o n  d e s   C y s -4 7 i st  d ur c h   U nt er str ei c h u n g   m ar ki ert)  

a t g a ct g at ct g a a a g c a a g c a g c ct g c gt g c a ct g a a att g at g g a c ct g a c c a c c ct g a at g a c g a c g a c a c c g a c g a g a a a

gt g at c g c c ct gt gt c at c a g g c c a a a a ct c c g gt c g g c a at a c c g c c g ct at c a t gtat ct at c ct c g cttt at c c c g att g ct c g c

a a a a ct ct g a a a g a g c a g g g c a c c c c g g a a at c c gt at c g ct a c g gt a a c c a a ctt c c c a c a c g gt a a c g a c g a c at c g a c at c

g c g ct g g c a g a a a c c c gt g c g g c a at c g c ct a c g gt g ct g at g a a gtt g a c gtt gt gtt c c c gt a c c g c g c g ct g at g g c g g gt a

a c g a g c a g gtt g gtttt g a c ct g gt g a a a g c ct gt a a a g a g g ctt g c g c g g c a g c g a at gt a ct g ct g a a a gt g at c at c g a a a

c c g g c g a a ct g a a a g a c g a a g c g ct g at c c gt a a a g c gt ct g a a at ct c c at c a a a g c g g gt g c g g a ctt c at c a a a a c ct ct a

c c g g t a a a gt g g ct gt g a a c g c g a c g c c g g a a a g c g c g c g c at c at g at g g a a gt g at c c gt g at at g g g c gt a g a a a a a a c c

gtt g gttt c a a a c c g g c g g g c g g c gt g c gt a ct g c g g a a g at g c g c a g a a at at ct c g c c att g c a g at g a a ct gtt c g gt g ct g

a ct g g g c a g at g c g c gt c a ct a c c g cttt g g c g ctt c c a g c ct g ct g g c a a g c ct g ct g a a a g c g ct g g gt c a c g g c g a c g gt a a

g a g c g c c a g c a g ct a ct a a  

 



 
 

1 6 7  

Pr ot ei n s e q u e n zPr ot ei n s e q u e n z  ( P o siti o n  4 7 i st  d ur c h   U nt er str ei c h u n g   m ar ki ert)  ( P o siti o n  4 7 i st  d ur c h   U nt er str ei c h u n g   m ar ki ert) 

M T  D L K A S S L R A L K L  M  D L T T L  N  D  D  D T  D E K VI A L  C  H  Q A K T P V  G  N T A AI   C  I Y P R FI PI A R K T L K E  Q

G T P EI RI A T V T  N F P  H  G  N  D  DI  DI A L A E T R A AI A Y  G A  D E V  D V V F P Y R A L  M A  G  N E  Q V  G F  D L V K A  C

K E A  C A A A  N V L L K VII E T  G E L K  D E A LI R K A S EI SI K A  G A  D FI K T S T  G K V A V  N A T P E S A RI  M  M E VI R

D  M  G V E K T V  G F K P A  G  G V R T A E  D A  Q K Y L AI A  D E L F  G A  D   W A  D A R  H Y R F  G A S S L L A S L L K A L  G  H  G

D  G K S A S S Y   

1 0. 1. 2  H A L  O T A  G -D E R A E  C  C 4 7   M   

D  N AD  N A  --S e q u e n zS e q u e n z   

Di e   v er s c hi e d e n e n   F ar b e n     m ar ki er e n   di e   e nt s pr e c h e n d e n    D  N A  -Fr a g  m e nt e,    wi e   f ol gt: 

H al o T a g T  M ,  grü n;  S p a c er  2 0 a a  –  4r, r ot ;   D E R AE  C  C 4 7  M,  bl  a u .  

at g a a a c at c a c c at c a c c at c a c g c a g a a att g gt a c g g g attt c c gttt g a c c c g c att at gt g g a g gtt ct g g gt g a a c g c at

g c a ct a c gt g g at gtt g gt c c g c g c g at g g c a c a c c g gt g ct gttt ct g c at g gt a at c c g a c ct c c a g ct at gttt g g c g c a a c at

t att c c g c at gt c g c c c c a a c g c at c g ct gt att g c c c c a g at ct c att g g c at g g g c a a a a g c g a c a a a c c g g attt g g g ct a ct

t ctt c g a c g at c a c gt a c g gttt at g g a c g c cttt at c g a g g ct ct g g g a ct c g a g g a a gt a gt g ct g gtt att c at g a ct g g g g ct

ct g c att a g g cttt c a ct g g g ct a a a c g g a a c c c a g a a c g c gt c a a g g g g att g c ctt c at g g a gtt c at c c gt c c g att c c g a c c

t g g g at g a at g g c c c g a attt g c c c gt g a a a c cttt c a g g c gttt c gt a c c a c g g at gtt g g c c gt a a g ct c at c at c g a c c a a a a

c gt gtt c att g a g g g c a ct ctt c c c at g g g a gt a gt g c gt c cttt a a c c g a a gt c g a g at g g a c c a ct at c g c g a a c c ctt c ct g a

at c c g gtt g at c g c g a a c c g ct gt g g c g ctt c c c g a at g a g ct g c ct att g ct g gt g a a c c g g c g a at at c gt g g c a ctt gt g g a a

g a at a c at g g att g g ct g c at c a g a gt c c a gt c c ct a a g ct gtt gtttt g g g gt a c a c ct g g c gt gtt g att c c g c ct g c a g a a g ct

g ct c g ctt a g c g a a a a g ctt g c c c a a ct g c a a a g c g gt c g at att g g g c c a g gt ct g a a c ct gtt a c a g g a g g at a a c c c g g at c

t g at c g g g a gt g a a at c g c g c gtt g g ct gt c a a ct ct g g a a at ct c g g gt ctt g c a g a a g c a g c g g c c a a a g a a g ct g c g g c c a

a a g a g g c a g c c g c g a a a g a a g c a g c g g c g a a a g c g g c c g c g at g a ct g at ct g a a a g c a a g c a g c ct g c gt g c a ct g a a att

g at g g a c ct g a c c a c c ct g a at g a c g a c g a c a c c g a c g a g a a a gt g at c g c c ct gt gt c at c a g g c c a a a a ct c c g gt c g g c a a

t a c c g c c g ct at c at g at ct at c ct c g cttt at c c c g att g ct c g c a a a a ct ct g a a a g a g c a g g g c a c c c c g g a a at c c gt at c g

ct a c g gt a a c c a a ctt c c c a c a c g gt a a c g a c g a c at c g a c at c g c g ct g g c a g a a a c c c gt g c g g c a at c g c ct a c g gt g c t g

at g a a gtt g a c gtt gt gtt c c c gt a c c g c g c g ct g at g g c g g gt a a c g a g c a g gtt g gtttt g a c ct g gt g a a a g c ct gt a a a g a

g g ctt g c g c g g c a g c g a at gt a ct g ct g a a a gt g at c at c g a a a c c g g c g a a ct g a a a g a c g a a g c g ct g at c c gt a a a g c gt

ct g a a at ct c c at c a a a g c g g gt g c g g a ctt c at c a a a a c ct ct a c c g gt a a a gt g g ct gt g a a c g c g a c g c c g g a a a g c g c g c

g c at c at g at g g a a gt g at c c gt g at at g g g c gt a g a a a a a a c c gtt g gttt c a a a c c g g c g g g c g g c gt g c gt a ct g c g g a a g

at g c g c a g a a at at ct c g c c att g c a g at g a a ct gtt c g gt g ct g a ct g g g c a g at g c g c gt c a ct a c c g cttt g g c g ctt c c a g c

ct g ct g g c a a g c ct g ct g a a a g c g ct g g gt c a c g g c g a c g gt a a g a g c g c c a g c a g ct a ct a a   
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Pr ot ei n s e q u e n zPr ot ei n s e q u e n z   

Di e  v er s c hi e d e n e n   F ar b e n    m ar ki er e n   di e  e nt s pr e c h e n d e n   Pr ot ei n  -Fr a g  m e nt e,    wi e  f ol gt: 

H al o T a g T  M ,  gr ü n;  S p a c er  2 0 a a –  4r, r ot;   D E R A E  C  C 4 7  M,  bl a u.    

M K  H  H  H  H  H  H A EI  G T  G F P F  D P  H Y V E V L  G E R  M  H Y V  D V  G P R  D  G T P V L F L  H  G  N P T S S Y V   W R  NII P

H V A P T  H R  CI A P  D LI  G  M  G K S  D K P  D L  G Y F F  D  D  H V R F  M  D A FI E A L  G L E E V V L VI  H  D   W  G S A L  G F  H

W A K R  N P E R V K  GI A F  M E FI R PI P T   W  D E   W P E F A R E T F  Q A F R T T  D V  G R K LII  D  Q  N V FI E  G T L P  M  G V

V R P L T E V E  M  D  H Y R E P F L  N P V  D R E P L   W R F P  N E L PI A  G E P A  NI V A L V E E Y  M  D   W L  H  Q S P V P K L L F

W  G T P  G V LI P P   A E A A R L A K S L P  N  C K A V  DI  G P  G L  N L L  Q E  D  N P  D LI  G S EI A R   W L S T L EI S  G L  A E A A A

K E A A A K E A A A K E A A A K A A A M T  D L K A S S L R A L K L  M  D L T T L  N  D  D  D T  D E K VI A L  C  H  Q A K T P V  G  N

T A AI  MI Y P R FI PI A R K T L K E  Q  G T P EI RI A T V T  N F P  H  G  N  D  DI  DI A L A E T R A AI A Y  G A  D E V  D V V F P Y R

A L  M A  G  N E  Q V  G F  D L V K A  C K E A  C A A A  N V L L K VII E T  G E L K  D E A LI R K A S EI SI K A  G A  D FI K T S T  G K

V A V  N A T P E S A R I  M  M E VI R  D  M  G V E K T V  G F K P A  G  G V R T A E  D A  Q K Y L AI A  D E L F  G A  D   W A  D A R  H

Y R F  G A S S L L A S L L K A L  G  H  G  D  G K S A S S Y  

1 0. 1. 3  D E R A E S  (E.  SI BI RI  C  U   M ) MI T H I ST A  G (  N-T E R   MI  N A L ) 

D  N AD  N A  --S e q u e n zS e q u e n z   

at g c at c at c at c at c at c at at g a attt g g c c at att a a a ct g at g a a c c c g c a g c g c a g c a c c gt gt g gt att a a at g c at c at c

at c at c at c at at g a a c ct g g c g g g c at g att g at c at a c c g c g ct g a a a g c g g a a a c c a g c c g c g c g c a g att g a a a c c ct gt

g c a a a g a a g c g ct g g a at at a a attt g c g a g c gt gt g c gt g a a c c c g a c c a a c gt g g c g ct g g c g g c g g a a ct g ct g a a a a g c

g at g at g c g gt g a a a gt gt g c a c c gt g att g g cttt c c g ct g g g c g c g a a c a c c c c g g a a gt g a a a g c gttt g a a a c c c a g g at

g c g att a a a a a c g g c g c g a c c g a a att g at at g gt g ct g a a c att g g c g c g ct g a a a g at g g c g at ct g a g c ct g gt g g a a c g c

g at att c g c g c g gt g gt g g a a g c g g c g a a c g g c a c c ct g gt g a a a gt g attttt g a a a a ct g c ct g ct g a c c a a a g a a g a a att

a a a a c c g c g g c g g a a ct g a g c gt g a a a g c g g g c g c g g atttt gt g a a a a c c a g c a c c g g cttt a g c a c c g g c g g c g c g a c c gt

g g a a g at att c g c ct g at g c g c g a a a c c gt g g g c c c g g at att g g c gt g a a a g c g a g c g g c g g c gt g c g c g atttt g a a g g c g

c g a a a g c g at g att g at g c g g g c g c g a c c c g c att g g c g c g a g c g c g g g c att g c g att gt g a c c g g c g g c a c c a g c g at a g c

g att a tt a a 

Pr ot ei n s e q u e n zPr ot ei n s e q u e n z   

M  H  H  H  H  H  H  M  N L A  G  MI  D  H T A L K A E T S R A  QI E T L  C K E A L E Y K F A S V  C V  N P T  N V A L A A E L L K S  D  D

A V K V  C T VI  G F P L  G A  N T P E V K A F E T  Q  D AI K  N  G A T EI  D  M V L  NI  G A L K  D  G  D L S L V E R  DI R A V V E A A

N  G T L V K VI F E  N  C L L T K E EI K T A A E L S V K A  G A  D F V K T S T  G F S T  G  G A T V E  DI R L  M R E T V  G P  DI  G V K

A S  G  G V R  D F E  G A K A  MI  D A  G A T RI  G A S A  GI AI V T  G  G T S  D S  D Y   
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1 0. 1. 4  D E R A P  H  (P.  H A L  O P L A  N K TI S ) MI T H I ST A  G (  N-T E R   MI  N A L ) 

D  N AD  N A  --S e q u e n zS e q u e n z   

a t g c at c at c at c at c at c at at g att a a a c a g c a g a a a g a a g c g g c g ct g g c g gt g g c g ct g at g g at ct g a c c a g c ct g a a c

a g c a a c g at g at a g c g c g g c g att a a c a c c ct g gt g a a c a g c att a a c c c g a a a ct g g g c a c c c c g g c g g c g gt gt g c gt gt at

a g c g atttt gt g g c g g a a g c g a a a att g c g ct g g c g a c c c g c g a a ct g a g c c at att a a a gt g g c g a c c gt g a c c a a cttt c c g

a c c g g c g at g c g c c g ct g a a c a c c gt g att a a c g a a a c c ct g att g c g att g a a c g c g g c g c g g at g a a att g at ct g gt g att c

c gt at a a a g c g ct g att g c g g g c g at a a a a g c c g c gt g ct g g a at at gt g a c c g a a a g c a a a a a a gt gt g c g g c a g c c g c g c g

ct g ct g a a a gt g att att g a a a g c g g c g a a ct g c a g a c c c c g g at ct g att g c g a g c g c g a c c ct g ct g g c g att a a a g g c g g c

g c g g attt t gt g a a a a c c a g c a c c g g c a a a gt g g c g gt g a a c g c g a c c ct g g at g c g a c c a a a a c c att ct g a a c a c c att a a a

g a a a g c g g c a a a ct g gt g g g cttt a a a g c g g c g g g c g g c gt g a a a a c c gt g g c g g at g c g a g c g att at ct g a c c ct g g c g a g

c a c c att at g g g c a a c g att at ct g c a g g c g a a c a c cttt c g cttt g g c g c g a g c a g c ct g ct g a c c a a c gt gt at g c g gt g ct g a

a c g a a g c g t a a 

Pr ot ei n s e q u e n zPr ot ei n s e q u e n z   

M  H  H  H  H  H  H  MI K  Q  Q K E A A L A V A L  M  D L T S L  N S  N  D  D S A AI  N T L V  N SI  N P K L  G T P A A V  C V Y S  D F V

A E A KI A L A T R E L S  HI K V A T V T  N F P T  G  D A P L  N T VI  N E T LI AI E R  G A  D EI  D L VI P Y K A LI A  G  D K S R V L

E Y V T E S K K V  C  G S R A L L K VII E S  G E L  Q T P  D LI A S A T L L AI K  G  G A  D F V K T S T  G K V A V  N A T L  D A T K TI

L  N TI K E S  G K L V  G F K A A  G  G V K T V A  D A S  D Y L T L A S TI  M  G  N  D Y L  Q A  N T F R F  G A S S L L T  N V Y A V L  N E

A  

1 0. 1. 5  D E R A PI  (P.  I  N  G R A  H A   MII) MI T H I ST A  G (  N-T E R   MI  N A L ) 

D  N AD  N A  --S e q u e n zS e q u e n z   

a t g c at c at c at c at c at c at at g c g c g at ct g c a g c a g g c g a g c c g c ct g g c g att c a g ct g at g g at ct g a c c a c c ct g a a c g

at g at g at a a c g at c a g a a a gt g att c a g ct gt g c a a a g c g g c g c at a c c att g c g g g c g at a c c g c g g c g gt gt g c attt at c c

g c g cttt att c c g att g c g c g c a a a a c c ct g a c c ct g c a g a a c a c c c c g c a g att a a a att g c g a c c gt g a c c a a cttt c c g c at g

g c a a c g at g at ct g a a c att g c g ct g g c g g a a a c c c g c g c g g c g gt g g c gt at g g c g c g g at g a a gt g g at ct g gt gttt c c gt

at c g c g c g ct g att g a a g g c a a c g c g g a a att g g c a c c a c c at g gt g a a a g c gt g c a a a g at attt g c g g c g at a a c gt g a c c c

t g a a a gt g att att g a a a g c g g c g a a ct g a a a a c c c c g g a a ct g att a a a g c g g c g a g c g a a attt g c att a a c g c g g g c g c g

g atttt att a a a a c c a g c a c c g g c a a a gt g c c g gt g a a c g c g a c c ct g g a a g c g a c c a a a att at g ct g g a a g c g att a a a g a a

a g c g g c ct g a a c gt g g g cttt a a a g c g g c g g g c g g c gt g a a a g at g c g c a g a c c g c g g at g att at at g c a g ct g g c g a g c a g

c att at g g g c g at a a ct g g gt g g at c g c a c c c atttt c g cttt g g c g c g a g c a g c ct g ct g g g c g c g ct g ct g a g c g c g ct g a a c

ct g g c g g at a a a g c g a c c g a a a c c g g c g g ct at  

 



 
 

1 7 0  

Pr ot ei n s e q u e n zPr ot ei n s e q u e n z   

M  H  H  H  H  H  H  M R  D L  Q  Q A S R L AI  Q L  M  D L T T L  N  D  D  D  N  D  Q K VI  Q L  C K A A  H TI A  G  D T A A V  CI Y P R FI

PI A R K T L T L  Q  N T P  QI KI A T V T  N F P  H  G  N  D  D L  NI A L A E T R A A V A Y  G A  D E V  D L V F P Y R A LI E  G  N A EI

G T T  M V K A  C K  DI  C  G  D  N V T L K VII E S  G E L K T P E LI K A A S EI  CI  N A  G A  D FI K T S T  G K V P V  N A T L E A T K

I  M L E AI K E S  G L  N V  G F K A A  G  G V K  D A  Q T A  D  D Y  M  Q L A S SI  M  G  D  N   W V  D R T  H F R F  G A S S L L  G A L L S

A L  N L A  D K A T E T  G  G Y  
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1 0. 2  O P TI   MI E R  U  N  G   D E S K O  N S T R  U K T E S   D E S F U SI  O  N S E  N Z Y   M S H A L  O T A  G -

D E R A E  C -C 4 7  M   

1 0. 2. 1  G E T E S T E T E S P A  C E R -S E  Q  U E  N Z E  N  

T a b ell e T a b ell e  2 92 9 : : VV o n o n J o h a n n e s   D ö b b erJ o h a n n e s   D ö b b er  (I B  G(I B  G--1:  Bi ot e c h n ol o gi e,  F Z J üli c h)1:  Bi ot e c h n ol o gi e,  F Z J üli c h)   u nt er s u c ht e  S p a c eru nt er s u c ht e  S p a c er --S e q u e n z e n,  di e  d e n S e q u e n z e n,  di e  d e n 
H al o T a g   mit  d er   D E R AH al o T a g   mit  d er   D E R A E  CE  C   mit ei n a n d er  v er bi n d et.mit ei n a n d er  v er bi n d et. [ 1 8 1][ 1 8 1]  

S p a c er S p a c er    Pr ot ei n s e q u e n zPr ot ei n s e q u e n z   

2 5  a a  –  5f  A(  G  G  G  G) 5 A  
2 5  a a  –  4f 1r  A( E A A A K)(  G  G  G  G S) 4 A  
2 5  a a  –  3f 2r  A( E A A A K)(  G  G  G  G S) 2 ( E A A A K)(  G  G  G  G S) A 
2 5  a a  –  2f 3r  A( E A A A K)(  G  G  G  G S) 2 ( E A A A K)2 A  
2 5  a a  –  1f 4r  A( E A A A K)(  G  G  G  G S)( E A A A K) 3 A  
2 5  a a  –  7r  A( E A A A K) 7 A  
2 5  a a  –  6r  A( E A A A K) 6 A  
2 5  a a  –  5r  A( E A A A K) 5 A  
2 5  a a  –  4r  A( E A A A K) 4 A  
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1 0. 2. 2  E F F E K T   DI  V E R S E R S P A  C E R -S E  Q  U E  N Z E  N  A  U F   DI E E N Z Y   M A K TI  VI T Ä T  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  3 53 5 :  A u s  wir k u n g:  A u s  wir k u n g  d er  Ri gi dit ät  b z  w.  d er  Fl e xi bilit ätd er  Ri gi dit ät  b z  w.  d er  Fl e xi bilit ät   d erd er   S p a c erS p a c er --S e q u e n z  a uf  di e  E n z y  m a kti vit ät S e q u e n z  a uf  di e  E n z y  m a kti vit ät 
d er i  m  m o bili si ert e n   H al od er i  m  m o bili si ert e n   H al o TT a ga g --D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7  M. C 4 7  M. Di e  S p a c er  -M oti v e  E A A A K (st arr es   M oti v, r)  u n d   G  G  G  G S 
(fl e xi bl es   M oti v, f)   w ur d e n   mit ei n a n d er  k o  m bi ni ert  u n d i n   H al o T a g-E c  D E R A -F usi o ns e n z y  m e i nt e gri ert. J e d er 
S p a c er  h att e  ei n e   G es a  mtl ä n g e  v o n  2 5  A  mi n os ä ur e n ( a a).   N a c h  d er I  m  m o bilisi er u n g   w ur d e  di e  A kti vit ä t j e d es 
K o nstr u kts  d ur c h  V erf ol g u n g  d er   U  m  w a n dl u n g  v o n  2  -D es o x yri b os e  -5 -p h os p at i n   Gl y c er al d e h y d  u n d 
A c et al d e h y d  a n al ysi ert  u n d   mit  d er  A kti vit ät  v o n  fr ei er D E R A E  C  o h n e   H al o T a g T  M  v er gli c h e n ( A kti vit ät  v o n  
fr ei er D E R A E  C  =  1 0 0   %).   Di e  St a n d ar d a b  w ei c h u n g e n  b asi er e n  a uf  ei n er   Dr eif a c h b esti  m  m u n g . E x p eri  m e nt e 
w ur d e n   d ur c h g ef ü hrt  v o n J o h a n n es   D ö b b er, I B  G-1:  Bi ot e c h n ol o gi e,  F Z J üli c h. [ 1 8 1]  
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A b bil d u n g A b bil d u n g  3 63 6 :  A u s  wir k u n g  d er :  A u s  wir k u n g  d er L ä n g eL ä n g e   d er  S p a c erd er  S p a c er --S e q u e n z  a uf  di e  E n z y  m a kti vit ät  d er i  m  m o bili si ert e n S e q u e n z  a uf  di e  E n z y  m a kti vit ät  d er i  m  m o bili si ert e n 
H al oH al o  TT a ga g --D E R AD E R A E  CE  C --C 4 7  M.C 4 7  M.    I n  di e   H al o T a g-D E R A E  C -C 4 7  M  -F usi o ns e n z y  m e   w ur d e  ei n e  u nt ers c hi e dli c h e  A n z a hl 
v o n st arr e n   M oti v e n (r)  ei n g ef ü gt,  di e  ei n e  u nt ers c hi e dli c h e  L ä n g e  z  wis c h e n  2 0  u n d  3 5  A  mi n os ä ur e n ( a a) 
u  mf asst e n .   N a c h  d er I  m  m o bilisi er u n g   w ur d e  di e  A kti vit ät j e d es  K o nstr u kts  d ur c h  V erf ol g u n g  d er 
U  m  w a n dl u n g  v o n  2  -D es o x yri b os e  -5 -p h os p at i n   Gl y c er al d e h y d  u n d  A c et al d e h y d  a n al ysi ert  u n d   mit  d er 
A kti vit ät  v o n  fr ei er D E R A E  C  o h n e   H al o T a g T  M  v er gli c h e n ( A kti vit ät  v o n  fr ei er D E R A E  C  =  1 0 0   %).  %).   Di e 
St a n d ar d a b  w ei c h u n g e n  b asi er e n  a uf  ei n er   Dr eif a c h b esti  m  m u n g . E x p eri  m e nt e   w ur d e n  d ur c h g ef ü hrt  v o n 
J o h a n n es   D ö b b er, I B  G-1:  Bi ot e c h n ol o gi e,  F Z J üli c h. [ 1 8 1] 
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1 0. 3  E X P E RI   M E  N T E L L E R  A U F B A  U   D E R F L  O   W -A P P A R A T  U R  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   3 73 7 : : E x p eri  m e nt ell er   A uf b a u  d er  k o nti n ui erli c h e n   D ur c hfl u s sE x p eri  m e nt ell er   A uf b a u  d er  k o nti n ui erli c h e n   D ur c hfl u s s --S y nt h e s e  u nt er   V er  w e n d u n g  d er S y nt h e s e  u nt er   V er  w e n d u n g  d er 
i  m  m o bili si ert e n    D E R A  i n  z  w ei i  m  m o bili si ert e n    D E R A  i n  z  w ei O  m nifitO  m nifit ®  F e st b ettr e a kt or e n. ®  F e st b ettr e a kt or e n. Als  P u  m ps yst e  m    w ur d e  ei n e  S prit z e n p u  m p e 
v er  w e n d et  u n d  ei n  F L L E X   M o d ul  v o n S yrris  Asi a  z ur I nli n e -E xtr a kti o n.   

 



 
 

1 7 5  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  3 83 8 :  V orri c ht u n g z ur  gl ei c h z eiti g e n  V er  w e n d u n g  v o n  bi s z u  dr ei  S prit z e n (  M ulti:  V orri c ht u n g z ur  gl ei c h z eiti g e n  V er  w e n d u n g  v o n  bi s z u  dr ei  S prit z e n (  M ulti--C h a n n el  S y st e  m) C h a n n el  S y st e  m) 
al s   A uf s at z  a uf  ei n er  S prit z e n p u  m p e. al s   A uf s at z  a uf  ei n er  S prit z e n p u  m p e. D er   A ufs at z,   w el c h e  a uf  di e  S prit z e n p u  m p e   m o nti ert   wir d,   w ur d e   mit 
ei n e  m  3  D -Dr u c k er fr e u n dli c h er  w eis e  v o n Eri k  Kr a n z  (I B  O  C,   H  H  U   D üss el d orf)  a n g ef erti gt. 

1 0. 4  O P TI   MI E R  U  N  G   D E R R E A K TI  O  N S B E  DI  N  G  U  N  G E  N  

1 0. 4. 1  F A  C T  O RI A L D E SI  G  N   O F E X P E RI   M E  N T S  

Dr ei   F a kt or e n   D ur c hfl u s s  m e n g e,   A c et al d e h y d  (22 ) u n d   H e x a n al  (55 ) w ur d e n   a uf  z  w ei  E b e n e n 

u nt er s u c ht.    Al s   L e v el   w ur d e  j e  w eil s   ei n    mi ni  m al er   u n d   ei n    m a xi  m al er    Gr e n z  w ert   d e s 

j e  w eili g e n  P ar a  m et er s f e st g el e gt,  di e si c h st ar k v o n ei n a n d er  u nt er s c hi e d e n.   Di e  g e s a  m  m elt e n 

D at e n   w ur d e n  d a n n   mit   D e si g n E x p ert ®  u n d   Ori gi n Pr o ®  a u s g e  w ert et.   Di e   V or g e h e n s  w ei s e 

b ei    d e n    E x p eri  m e nt e n    e nt s pri c ht    d er   i  m     A b s c h nitt    9. 5    b e s c hri e b e n e n   all g e  m ei n e n 

V or g e h e n s  w ei s e.  All e  er h alt e n e n   D at e n si n d i n   T a b ell e  3 1  a uf g ef ü hrt.  

T a b ell e T a b ell e  3 03 0 :  P ar a  m et er  d e s f a ct ori al   D e si g n s.:  P ar a  m et er  d e s f a ct ori al   D e si g n s.  

P ar a  m et erP ar a  m et er   L e v el  1  L e v el  1  L e v el  2  L e v el  2  
A:  Fl u s sr at e  [µ L/  mi n ]    5 0  5 0 0  
B:  c(  H e x a n al  (55 )) [m ol/ L  ]    0. 0 5  0. 2  
C:  A c et al d e h y d   (22 ) [Ä q u. ]    0. 8  3  



 
 

1 7 6  

 

T a b ell e T a b ell e  3 13 1 :  R o h d at e n z ur  B er e c h n u n g  d er r el ati v e n  U  m s ät z e i n  %:  R o h d at e n z ur  B er e c h n u n g  d er r el ati v e n  U  m s ät z e i n  %  ( b e z o g e n  a uf i nt er n e n  St a n d ar d,  a b g e k ür zt ( b e z o g e n  a uf i nt er n e n  St a n d ar d,  a b g e k ür zt 
„I S “)„I S “)   b a si er e n d  a uf  d e n  er h alt e n e n   G  Cb a si er e n d  a uf  d e n  er h alt e n e n   G  C --C hr o  m at o gr a  m  m e n.C hr o  m at o gr a  m  m e n.    D as  b est e  R es ult at ist  gr ü n  h er v or g e h o b e n.   

E x p eri  m e nt -
Nr.   

Fl u s sr at e 
[µ L/  mi n ]  
 

c  (55 ) 
[m ol/ L  ] 

 2 2 
[Ä q ] 

A ( 5 )    A ( 1 1 ) A ( 6) )    A ( 5 1 )    A (I S)     A ( 5 )/ 
A (I S)  

A ( 1 1 )/ 
A (I S)  

A ( 6 )/ 
A (I S)  

A ( 5 1 )/ 
A (I S)  

# 1  5 0 0     0, 0 5     0, 8     1 2 9 7 2 3 3     1 3 0 1 3     4 2 2 6 7 0     0     2 1 6 9 1 9 1     0, 5 9 8 0     0, 0 0 6 0 0     0, 1 9 4 9     0, 0 0 0 0 0  
# 2  5 0     0, 2     3     6 9 8 4 7 2     5 0 0 4 7     1 8 4 0 5 9 6     3 7 7 3 0 7     1 4 1 7 9 7 1 0     0, 0 4 9 3     0, 0 0 3 5 3     0, 1 2 9 8     0, 0 2 6 6 1  
# 3  5 0 0     0, 2     0, 8     2 7 0 7 1 6 3     1 6 5 9 0     7 0 3 6 0 6     0     2 1 1 3 1 2 5     1, 2 8 1 1     0, 0 0 7 8 5     0, 3 3 3 0     0, 0 0 0 0 0  
# 4  5 0     0, 0 5     0, 8     2 3 6 7 0 4 5     3 9 0 4 4     9 8 3 1 3 9   1 4 4 8 7 0 5 0     0, 1 6 3 4     0, 0 0 2 7 0     0, 0 6 7 9     0, 0 0 0 0 0  

# 5  5 0 0     0, 0 5     0, 8     1 1 3 1 4 2 5     8 5 6 4     3 1 8 7 7 7     0     2 1 3 1 2 5 1     0, 5 3 0 9     0, 0 0 4 0 2     0, 1 4 9 6     0, 0 0 0 0 0  
# 6  5 0     0, 0 5     3     4 6 0 5 8 4     2 5 3 7 1     6 6 1 9 2 8     0     2 1 8 7 6 0 0     0, 2 1 0 5     0, 0 1 1 6 0     0, 3 0 2 6     0, 0 0 0 0 0  
# 7  5 0 0     0, 2     3     1 7 4 4 6 9 7     1 1 1 8 3     5 3 6 8 6 8     0     2 2 7 1 7 0 0     0, 7 6 8 0     0, 0 0 4 9 2     0, 2 3 6 3     0, 0 0 0 0 0  
# 8  5 0     0, 2     3     5 9 1 7 3 1     4 4 4 1 1     1 8 3 8 2 8 4     3 4 8 2 9 1     2 2 7 4 2 4 7     0, 2 6 0 2     0, 0 1 9 5 3     0, 8 0 8 3     0, 1 5 3 1 5  
# 9  5 0 0     0, 0 5     3     1 0 9 0 6 6 4     8 4 4 5     3 8 7 3 6 8     0     2 2 8 6 1 7 1     0, 4 7 7 1     0, 0 0 3 6 9     0, 1 6 9 4     0, 0 0 0 0 0  
# 1 0  5 0     0, 0 5     0, 8     6 5 7 7 9 1     1 5 8 3 8     3 8 1 4 0 3     2 2 7 3 1     2 1 9 4 3 9 8     0, 2 9 9 8     0, 0 0 7 2 2     0, 1 7 3 8     0, 0 1 0 3 6  
# 1 1  5 0 0     0, 2     3     1 7 4 4 1 9 3     9 8 3 3     5 0 4 2 7 5     0     2 2 1 1 4 4 9     0, 7 8 8 7     0, 0 0 4 4 5     0, 2 2 8 0     0, 0 0 0 0 0  
# 1 2  5 0     0, 2     0, 8     1 7 4 9 0 6 5     5 5 3 5 8     2 2 6 4 8 8 1     3 2 1 6 0 2     2 1 7 3 1 2 0     0, 8 0 4 9     0, 0 2 5 4 7     1, 0 4 2 2     0, 1 4 7 9 9  
# 1 3  5 0 0     0, 0 5     3     1 2 9 3 5 9 2     9 0 3 6     2 8 3 7 9 2     0     4 3 7 1 4 1 2     0, 2 9 5 9     0, 0 0 2 0 7     0, 0 6 4 9     0, 0 0 0 0 0  
# 1 4  5 0     0, 0 5     3     3 8 8 0 4 3     1 8 0 1 2     4 7 4 7 5 7     5 2 0 7 5     4 5 0 7 0 8 3     0, 0 8 6 1     0, 0 0 4 0 0     0, 1 0 5 3     0, 0 1 1 5 5  
# 1 5  5 0 0     0, 2     0, 8     2 0 4 0 9 2 0     1 2 5 0 8     4 7 8 0 6 4     0     9 9 5 0 2 6 0     0, 2 0 5 1     0, 0 0 1 2 6     0, 0 4 8 0     0, 0 0 0 0 0  
# 1 6  5 0     0, 2     0, 8     1 5 4 6 0 3 7     3 4 7 2 6     1 2 9 3 5 9 6     5 0 8 9 8     1 0 2 4 7 3 3 0     0, 1 5 0 9     0, 0 0 3 3 9     0, 1 2 6 2     0, 0 0 4 9 7  

 

 5  
[  %] 

1 1  
[  %] 

6  
[  %] 

5 1  
[  %] 

 

# 1  7 5  %     1  %     2 4  %     0  %  
# 2  2 4  %     2  %     6 2  %     1 3  %  
# 3  7 9  %     0  %     2 1  %     0  %  
# 4  7 0  %     1  %     2 9  %     0  %  
# 5  7 8  %     1  %     2 2  %     0  %  
# 6  4 0  %     2  %     5 8  %     0  %  
# 7  7 6  %     0  %     2 3  %     0  %  
# 8  2 1  %     2  %     6 5  %     1 2  %  

# 9  7 3  %     1  %     2 6  %     0  %  
# 1 0  6 1  %     1  %     3 5  %     2  %  
# 1 1  7 7  %     0  %     2 2  %     0  %  
# 1 2  4 0  %     1  %     5 2  %     7  %  
# 1 3  8 2  %     1  %     1 8  %     0  %  
# 1 4  4 2  %     2  %     5 1  %     6  %  
# 1 5  8 1  %     0  %     1 9  %     0  %  
# 1 6  5 3  %     1  %     4 4  %     2  %  

 

1 0. 4. 2  R E S P  O  N S E -S U R F A  C E -D E SI  G  N  

Di e   B e di n g u n g e n    f ür  di e  z  w eit e    O pti  mi er u n g sr u n d e  w ur d e n  v o n    D e si g n E x p ert  ®  a uf  d er 

Gr u n dl a g e   d er    A nf or d er u n g   b er e c h n et,   d e n    U  m s at z   d e s  ei nf a c h e n    Al d ol pr o d u kt s 66   z u 

m a xi  mi er e n  u n d  d e n   U  m s at z  d e s  d o p p elt e n  Al d ol pr o d u kt s 5 15 1  u n d  d e s   N e b e n pr o d u kt s 1 11 1  z u 

mi ni  mi er e n  . E s   w ur d e n  z  w ei  S ä ul e n  p ar all el  v er  w e n d et, j e  w eil s i n  a n d er er   R ei h e nf ol g e  d er 

E x p eri  m e nt e.  Di e   D at e n s ät z e  d er  b ei d e n  S ä ul e n si n d  n a c h st e h e n d s e p ar at  a uf g ef ü hrt.   

 

 

 



 
 

1 7 7  

T a b ell e T a b ell e  3 23 2 :  R o h d at e n z ur  B er e c h n u n g  d er r el ati v e n  U  m s ät z e i n  % ( b e z o g e n  a uf i nt er n e n  St a n d ar d,  a b g e k ür zt :  R o h d at e n z ur  B er e c h n u n g  d er r el ati v e n  U  m s ät z e i n  % ( b e z o g e n  a uf i nt er n e n  St a n d ar d,  a b g e k ür zt 
„I S “)  b a si er e n d  a uf  d e n  er h alt e n e n   G  C„I S “)  b a si er e n d  a uf  d e n  er h alt e n e n   G  C --C hr o  m at o gr a  m  m e nC hr o  m at o gr a  m  m e n    d er  er st e n  S ä ul ed er  er st e n  S ä ul e . . D as  b est e  R es ult at  ist  gr ü n 
h er v or g e h o b e n.   Di e   Pr o b e n    Nr.   1 7   u n d   1 9   k o n nt e n   ni c ht   b esti  m  mt    w er d e n   a uf gr u n d   ei n er   z u   h o h e n 
A c et al d e h y d k o n z e ntr ati o n,  di e  z ur I n a kti vi er u n g  d er  E n z y  ms ä ul e f ü hrt e.   

E x p eri  m e nt -
Nr.   

F l u s sr at e 
[µ L/  mi n ]  
 

c( 5 ) 
[m ol/ L  ] 

2  
[e q ] 

A ( 5 )    A ( 1 1 ) A ( 6 )    A ( 5 1 )    A (I S)     A ( 5 )/ 
A (I S)  

A 
(1 1 )/ 
A 
(I S) 

A 
(6 )/ 
A 
(I S) 

A 
(1 1 )/ 
A 
(I S) 

# 1  2 3, 2     0, 2     2, 1     4 2 8 0 2 8 9     8 0 5 1 6 2     1 1 2 7 5 8 3     0     1 3 7 0 3 7 7     3, 1 2     0, 5 9     0, 8 2     0, 0 0  
# 2  1 0 6, 8     0, 1     2, 1     2 7 1 4 3 2 0     2 5 5 0 4 0     8 8 5 3 7 0     0     1 4 1 9 5 2 1     1, 9 1     0, 1 8     0, 6 2     0, 0 0  
# 3  6 5     0, 2 5     5, 5     6 3 5 4 4 4 1     5 0 8 3 9 4     3 2 6 9 8 6 3     1 1 1 3 4 7     1 4 4 0 0 2 8     4, 4 1     0, 3 5     2, 2 7     0, 0 8  
# 4  6 5     0, 0 5     5, 5     3 8 5 9 1 4 5     4 5 4 6 0 4     1 6 2 0 4 0 0     0     1 4 2 2 8 5 4     2, 7 1     0, 3 2     1, 1 4     0, 0 0  
# 5  2 3, 2     0, 2     8, 9     1 1 0 7 7 7 3 0     0     9 2 7 4 8     0     1 3 4 1 0 2 9     8, 2 6     0, 0 0     0, 0 7     0, 0 0  
# 6  6 5     0, 1 5     5, 5     4 5 0 8 7 6 2     5 7 9 1 5 4     6 0 4 6 3 2     0     1 4 0 7 3 2 6     3, 2 0     0, 4 1     0, 4 3     0, 0 0  
# 7  6 5     0, 1 5     5, 5     3 4 8 4 5 0 4     4 4 1 8 8 1     1 8 5 8 1 8 4     0     1 4 3 0 7 8 6     2, 4 4     0, 3 1     1, 3 0     0, 0 0  
# 8  6 5     0, 1 5     5, 5     3 4 2 7 4 5 5     3 9 6 8 8 3     1 7 7 9 3 7 0     0     1 4 3 5 7 2 1     2, 3 9     0, 2 8     1, 2 4     0, 0 0  
# 9  1 2 0     0, 1 5     5, 5     5 5 2 2 2 5 6     3 3 9 5 0 1     1 4 0 7 7 8 9     0     8 6 9 4 0 5     6, 3 5     0, 3 9     1, 6 2     0, 0 0  
# 1 0  6 5     0, 1 5     1 0     8 0 9 9 9 5 9     1 8 8 9 2     1 5 6 1 6 8     0     1 0 3 7 2 2 2     7, 8 1     0, 0 2     0, 1 5     0, 0 0  
# 1 1  6 5     0, 1 5     5, 5     2 6 1 2 8 4 2     3 2 4 3 5 0     1 7 8 6 7 8 2     1 7 2 1 0     1 0 6 3 1 5 7     2, 4 6     0, 3 1     1, 6 8     0, 0 2  
# 1 2  6 5     0, 1 5     5, 5     3 0 9 1 5 9 0     2 7 4 2 5 4     1 1 3 0 4 2 0     0     8 7 2 6 4 3     3, 5 4     0, 3 1     1, 3 0     0, 0 0  
# 1 3  1 0     0, 1 5     5, 5     3 4 7 1 2 0 2     4 6 4 0 9 7     2 1 3 7 7 6 8     1 4 8 2 2     8 8 7 8 3 7     3, 9 1     0, 5 2     2, 4 1     0, 0 2  
# 1 4  6 5     0, 1 5     5, 5     3 3 8 1 0 9 8     4 0 2 4 6 8     1 6 5 2 6 9 7     0     1 0 0 8 9 6 9     3, 3 5     0, 4 0     1, 6 4     0, 0 0  
# 1 5  6 5     0, 1 5     5, 5     3 4 2 4 5 5 3     3 5 8 0 3 5     2 1 1 4 8 0 5     2 2 4 7 6     1 0 2 3 6 8 1     3, 3 5     0, 3 5     2, 0 7     0, 0 2  
# 1 6  6 5     0, 1 5     1     5 2 1 2 7 5 5     4 2 3 1 1 7     2 0 3 9 1 6 1     1 5 8 4 5     1 0 4 4 7 2 2     4, 9 9     0, 4 1     1, 9 5     0, 0 2  
# 1 7  1 0 6, 8     0, 2     8, 9     Ni c ht  b e sti  m  mt   
# 1 8  6 5     0, 1 5     1 0     5 6 6 5 6 6 0     1 8 7 2 2     1 4 4 1 1 8     0     2 5 2 2 8 6 9     2, 2 5     0, 0 1     0, 0 6     0, 0 0  
# 1 9  2 3, 2     0, 1     8, 9     Ni c ht  b e sti  m  mt   
# 2 0  1 0 6, 8     0, 2     2, 1     4 3 4 0 6 4 5     4 0 5 4 9 7     8 2 2 9 0 6     0     2 2 1 1 3 1     1 9, 6 3     1, 8 3     3, 7 2     0, 0 0  

# 2 1  6 5     0, 1 5     5, 5     3 4 3 6 1 0 3     1 3 4 3 6 9     8 5 8 8 1 9     0     2 2 3 7 7 4 9     1, 5 4     0, 0 6     0, 3 8     0, 0 0  
# 2 2  6 5     0, 1 5     1     3 7 1 4 1 0 6     3 1 4 1 7 5     1 2 4 5 7 7 1     2 1 4 6 3     2 2 0 8 1 9 8     1, 6 8     0, 1 4     0, 5 6     0, 0 1  
# 2 3  6 5     0, 1 5     5, 5     2 7 8 7 7 3 4     3 2 5 5 9 9     4 0 7 2 4 4     0     2 5 4 5 2 9 9     1, 1 0     0, 1 3     0, 1 6     0, 0 0  
# 2 4  1 0 6, 8     0, 1     8, 9     3 3 6 5 8 1 4     2 3 1 2 5 3     1 1 1 7 5 6 4     0     2 5 5 1 9 0 0     1, 3 2     0, 0 9     0, 4 4     0, 0 0  
# 2 5  2 3, 2     0, 1     2, 1     1 6 7 3 3 3 4     2 6 0 6 8 4     8 6 9 0 1 7     0     3 5 1 7 1 9 8     0, 4 8     0, 0 7     0, 2 5     0, 0 0  

 
 5  

[  %] 
1 1  
[  %] 

6  
[  %] 

5 1  
[  %] 

 

# 1  6 9  %     1 3  %     1 6  %     0  %  
# 2  7 0  %     7  %     1 8  %     0  %  

# 3  6 2  %     5  %     2 9  %     1  %  
# 4  6 5  %     8  %     2 4  %     0  %  
# 5  9 9  %     0  %     1  %     0  %  
# 6  7 9  %     1 0  %     9  %     0  %  
# 7  6 0  %     8  %     2 8  %     0  %  
# 8  6 1  %     7  %     2 7  %     0  %  
# 9  7 6  %     5  %     1 8  %     0  %  
# 1 0  9 8  %     0  %     2  %     0  %  
# 1 1  5 5  %     7  %     3 4  %     0  %  
# 1 2  6 9  %     6  %     2 2  %     0  %  
# 1 3  5 7  %     8  %     3 2  %     0  %  
# 1 4  6 2  %     7  %     2 7  %     0  %  
# 1 5  5 8  %     6  %     3 2  %     0  %  

# 1 6  6 8  %     6  %     2 4  %     0  %  
# 1 7  Ni c ht  b e sti  m  mt   
# 1 8  9 7  %     0  %     2  %     0  %  
# 1 9  Ni c ht  b e sti  m  mt   
# 2 0  7 8  %     7  %     1 4  %     0  %  
# 2 1  7 8  %     3  %     1 4  %     0  %  
# 2 2  7 0  %     6  %     1 8  %     0  %  
# 2 3  7 9  %     9  %     7  %     0  %  
# 2 4  7 1  %     5  %     1 7  %     0  %  

 

 

 



 
 

1 7 8  

E x p eri  m e nt -
Nr.   

Fl u s sr at e  
[µ L/  mi n ]  
 

c( 5 ) 
[m ol/ L  ] 

2  
[e q ] 

A ( 5 )    A ( 1 1 ) A ( 6)     A ( 5 1 )    A (I S)     A 
( 5)/ 
A 
(I S) 

A 
(1 1 )/ 
A 
(I S) 

A 
(6 )/ 
A 
(I S) 

A 
(5 1 )/ 
A 
(I S) 

# 1  2 3, 2     0, 1     8, 9     1 5 5 4 9 9 5     2 7 2 8 1 9     7 8 1 0 6 0     0     1 4 0 0 1 9 8     1, 1 1     0, 1 9     0, 5 6     0, 0 0  
# 2  6 5     0, 1 5     5, 5     3 9 8 0 4 2 0     4 8 2 1 9 3     2 2 5 8 6 4 9     2 4 5 4 6     1 4 1 3 7 5 7     2, 8 2     0, 3 4     1, 6 0     0, 0 2  
# 3  6 5     0, 1 5     1     2 0 2 6 5 2 0     2 1 9 6 3 5     7 6 9 7 9 5     0     1 4 1 8 9 4 9     1, 4 3     0, 1 5     0, 5 4     0, 0 0  
# 4  6 5     0, 1 5     1     3 9 5 1 8 2 6     1 9 0 0 9 6     7 9 8 0 3 3     0     1 4 2 6 9 9 1     2, 7 7     0, 1 3     0, 5 6     0, 0 0  
# 5  6 5     0, 1 5     5, 5     3 3 7 4 2 2 9     4 1 2 6 4 3     1 9 4 6 0 2 0     0     1 3 2 6 1 0 1     2, 5 4     0, 3 1     1, 4 7     0, 0 0  
# 6  1 0 6, 8     0, 1     2, 1     2 5 2 9 1 3 4     2 2 2 9 7 4     9 7 3 6 7 1     0     1 3 9 0 7 3 8     1, 8 2     0, 1 6     0, 7 0     0, 0 0  
# 7  1 0 6, 8     0, 2     8, 9     7 8 9 1 3 6 8     0     2 4 4 8 5     0     1 3 9 4 6 8 1     5, 6 6     0, 0 0     0, 0 2     0, 0 0  
# 8  2 3, 2     0, 2     2, 1     3 4 7 8 0 3 1     7 5 7 0 2 8     1 3 2 9 8 7 4     0     1 4 2 4 4 8 2     2, 4 4     0, 5 3     0, 9 3     0, 0 0  

# 9  6 5     0, 2 5     5, 5     6 5 8 7 7 4 5     4 4 8 8 2 3     3 1 9 3 2 2 5     1 0 3 1 5 3     8 8 3 6 2 6     7, 4 6     0, 5 1     3, 6 1     0, 1 2  
# 1 0  6 5     0, 1 5     5, 5     3 0 1 7 8 3 5     3 4 3 6 8 3     8 0 5 1 9 5     0     8 8 2 4 9 1     3, 4 2     0, 3 9     0, 9 1     0, 0 0  
# 1 1  1 0 6, 8     0, 2     2, 1     4 4 6 1 2 6 5     3 2 5 0 0 4     1 9 6 0 6 6 3     2 6 7 2 1     8 8 5 9 6 9     5, 0 4     0, 3 7     2, 2 1     0, 0 3  
# 1 2  6 5     0, 1 5     5, 5     2 1 5 6 1 6 7     2 7 7 6 0 6     1 0 9 2 2 5 6     0     1 0 5 3 1 3 6     2, 0 5     0, 2 6     1, 0 4     0, 0 0  
# 1 3  6 5     0, 1 5     1 0     6 4 8 1 1 4 5     2 7 8 2 3 6     6 2 2 9 4 7     0     1 0 3 5 3 2 6     6, 2 6     0, 2 7     0, 6 0     0, 0 0  
# 1 4  6 5     0, 1 5     5, 5     2 8 9 0 2 4 0     3 2 4 6 5 0     1 7 1 3 2 1 9     1 7 5 0 7     1 0 3 4 5 1 2     2, 7 9     0, 3 1     1, 6 6     0, 0 2  
# 1 5  2 3, 2     0, 2     8, 9     5 1 4 9 7 8 1     4 5 7 7 8     1 5 2 1 7 5   1 0 4 1 7 0 4     4, 9 4     0, 0 4     0, 1 5     0, 0 0  
# 1 6  1 2 0     0, 1 5     5, 5     3 6 3 7 2 5 1     2 6 2 7 9 8     1 4 1 2 8 2 0     0     1 0 4 3 6 0 4     3, 4 9     0, 2 5     1, 3 5     0, 0 0  
# 1 7  6 5     0, 1 5     5, 5                         5, 4 9     0, 3 6     1, 7 3     0, 0 1  

# 1 8  1 0 6, 8     0, 1     8, 9     2 7 0 0 7 9 6     2 1 7 3 7 5     1 1 7 0 0 6 0     7 5 6 0     2 5 4 1 4 2 6     1, 0 6     0, 0 9     0, 4 6     0, 0 0  
# 1 9  6 5     0, 1 5     5, 5                         1, 3 5     0, 1 6     0, 6 0     0, 0 0  
# 2 0  6 5     0, 1 5     5, 5     2 6 1 0 4 4 5     2 7 5 0 9 4     1 7 0 5 7 0 9     2 9 0 3 2     2 4 3 2 2 2 5     1, 0 7     0, 1 1     0, 7 0     0, 0 1  
# 2 1  2 3, 2     0, 1     2, 1     3 1 7 9 7 3 6     4 5 9 4 0 5     5 0 0 4 4 8     0     1 5 5 8 3 4 6     2, 0 4     0, 2 9     0, 3 2     0, 0 0  
# 2 2  1 0     0, 1 5     5, 5     N ot  d et er  mi n e d   
# 2 3  6 5     0, 1 5     1 0     N ot  d et er  mi n e d   
# 2 4  6 5     0, 0 5     5, 5     1 4 0 6 2 3 7     1 5 6 3 4 7     6 6 7 0 3 6     0     2 6 0 0 9 2 9     0, 5 4     0, 0 6     0, 2 6     0, 0 0  
# 2 5  6 5     0, 1     5, 5     3 8 8 9 8 8 4     4 8 9 6 6 8     1 5 4 5 1 7 1     0     1 7 3 7 1 9 5     2, 2 4     0, 2 8     0, 8 9     0, 0 0  

 

 5  
[  %] 

1 1  
[  %] 

6  
[  %] 

5 1  
[  %] 

 

# 1  6 0  %     1 0  %     2 3  %     0  %  
# 2  5 9  %     7  %     3 0  %     0  %  
# 3  6 7  %     7  %     1 9  %     0  %  
# 4  8 0  %     4  %     1 3  %     0  %  
# 5  5 9  %     7  %     3 0  %     0  %  
# 6  6 8  %     6  %     2 1  %     0  %  
# 7  1 0 0  %     0  %     0  %     0  %  
# 8  6 2  %     1 4  %     2 1  %     0  %  
# 9  6 4  %     4  %     2 9  %     1  %  
# 1 0  7 2  %     8  %     1 7  %     0  %  
# 1 1  6 6  %     5  %     2 7  %     0  %  
# 1 2  6 1  %     8  %     2 6  %     0  %  

# 1 3  8 8  %     4  %     8  %     0  %  
# 1 4  5 8  %     7  %     3 1  %     0  %  
# 1 5  9 6  %     1  %     2  %     0  %  
# 1 6  6 8  %     5  %     2 3  %     0  %  
# 1 7  7 2  %     5  %     2 1  %     0  %  
# 1 8  6 6  %     5  %     2 0  %     0  %  
# 1 9  6 4  %     8  %     2 2  %     0  %  
# 2 0  5 6  %     6  %     2 8  %     1  %  
# 2 1  7 7  %     1 1  %     9  %     0  %  

# 2 2  N ot  d et er  mi n e d   
# 2 3  N ot  d et er  mi n e d   
# 2 4  6 3  %     7  %     1 7  %     0  %  
# 2 5  6 6  %     8  %     2 2     0  %  

 

  



 
 

1 7 9  

1 0. 4. 3  S C R E E  NI  N  G   D E R F L  U S S R A T E  F  Ü R D E R A E  C -C 4 7 V   

Di e  g et e st et e n   F l u s sr at e n si n d u nt e n t a b ell ari s c h  a uf g ef ü hrt.   Di e   H e x a n al k o n z e ntr ati o n  u n d 

di e    M e n g e  d e s   A c et al d e h y d s   w ur d e n  k o n st a nt  g e h alt e n,  n ur  di e   D ur c hfl u s sr at e n   w ur d e n 

g e ä n d ert.   Al s  Bi o k at al y s at or   w ur d e   D E R A E  C -C 4 7 V i n  ei n e  m   O  m nifit ®  -R e a kt or (  Ø  3   m  m,  5 0 

m  m)  v er  w e n d et. J e d er  V er s u c h   w ur d e i n  z  w eif a c h er  A u sf ü hr u n g  d ur c h g ef ü hrt.   

 

E x p eri  m e nt -
Nr.   

Fl u s sr at e  
[µ L/  mi n ]  
 

c( 5 ) 
[m ol/ L  ] 

2  
[e q ] 

A ( 5 )    A ( 1 1 ) A ( 6 )    A ( 5 1 )    A (I S)     A 
(5 )/ 
A 
(I S) 

A 
(1 1 )/ 
A 
(I S) 

A 
(6) / 
A 
(I S) 

A 
(5 1 )/ 
A 
(I S) 

# 1  4 0  0, 2     3, 0     2 7 8 9 4 8 5     1 4 1 6 8 0     4 1 6 3 0 9 7     3 7 4 4 1 4     2 7 6 4 0 9 3     1, 0 1     0, 0 5     1, 5 1     0, 1 4  
# 2  4 0     0, 2     3, 0     3 8 8 7 8 6 5     1 1 9 5 4 8     3 8 4 5 8 8 6     1 2 8 3 7 5     2 6 9 8 1 5 6     1, 4 4     0, 0 4     1, 4 3     0, 0 5  
# 3  5 0  0, 2     3, 0     1 9 2 3 3 5 8     1 3 3 7 9 8     2 7 6 6 8 1 0     1 4 7 6 9 1     1 8 4 9 1 4 1     1, 0 4     0, 0 7     1, 5 0     0, 0 8  
# 4  5 0     0, 2     3, 0     3 2 0 5 6 7 5     2 0 9 4 5 2     5 8 7 7 0 4 7     6 7 0 9 6 9     1 8 1 8 6 3 3     1, 7 6     0, 1 2     3, 2 3     0, 3 7  
# 5  6 0  0, 2     3, 0     4 1 8 9 5 9 4     8 1 7 8 8     2 6 7 6 1 8 1     8 7 4 9 7     2 8 5 0 7 5 5     1, 4 7     0, 0 3     0, 9 4     0, 0 3  
# 6  6 0  0, 2     3, 0     6 4 4 0 5 4 3     7 8 2 4 8     2 7 2 4 4 2 6     3 9 2 4 6     2 8 9 2 2 2 0     2, 2 3     0, 0 3     0, 9 4     0, 0 1  
# 7  8 0  0, 2     3, 0     3 4 9 1 3 5 0     1 0 1 5 8 4     3 1 1 5 0 8 0     9 6 5 4 9     1 9 7 8 5 2 9     1, 7 6     0, 0 5     1, 5 7     0, 0 5  
# 8  8 0  0, 2     3, 0     5 6 8 4 5 7 3     1 4 4 9 4 5     5 0 7 4 4 3 8     2 5 5 2 7 9     1 8 0 7 1 1 8     3, 1 5     0, 0 8     2, 8 1     0, 1 4  
# 9  1 0 0 0     0, 2     3, 0     2 6 0 2 3 4 2     5 7 2 0 3     1 6 8 2 3 3 5     3 1 3 2 4     1 7 8 7 9 1 0     1, 4 6     0, 0 3     0, 9 4     0, 0 2  
# 1 0  1 0 0  0, 2     3, 0     4 2 1 3 0 1 7     7 7 0 1 4     2 8 1 0 9 2 8     6 4 2 4 3     2 4 2 3 6 2 6     1, 7 4     0, 0 3     1, 1 6     0, 0 3  
# 1 1  1 2 0  0, 2     3, 0     2 7 0 1 1 7 5     3 7 6 7 2     1 2 8 1 0 1 7     1 3 0 1 9     2 3 8 5 0 0 7     1, 1 3     0, 0 2     0, 5 4     0, 0 1  

# 1 2  1 2 0  0, 2     3, 0     6 1 7 2 0 5 9     6 0 7 9 2     2 7 4 0 8 2 0     4 7 7 8 7     3 1 7 5 3 7 8     1, 9 4     0, 0 2     0, 8 6     0, 0 2  

 
 5  

[  %] 
1 1  
[  %] 

6  
[  %] 

5 1  
[  %] 

 

# 1  3 7  %     2  %     5 6  %     5  %  
# 2  4 9  %     1  %     4 8  %     2  %  
# 3  3 9  %     3  %     5 6  %     3  %  
# 4  3 2  %     2  %     5 9  %     7  %  
# 5  6 0  %     1  %     3 8  %     1  %  
# 6  6 9  %     1  %     2 9  %     0  %  

# 7  5 1  %     1  %     4 6  %     1  %  
# 8  5 1  %     1  %     4 5  %     2  %  
# 9  6 0  %     1  %     3 8  %     1  %  
# 1 0  5 9  %     1  %     3 9  %     1  %  
# 1 1  6 7  %     1  %     3 2  %     0  %  
# 1 2  6 8  %     1  %     3 0  %     1  %  

 

  



 
 

1 8 0  

1 0. 5  G  C  C H R  O   M A T  O  G R A   M   M E  

 

1 0. 6  N  M R  -S P E K T R E  N  

 

 

 

 

 

 

A b bil d u n g A b bil d u n g    3 93 9 :    G  C:    G  C--C hr o  m at o gr a  m  m   d e s  i nt er n e n   St a n d ar d s   2C hr o  m at o gr a  m  m   d e s  i nt er n e n   St a n d ar d s   2  --P h e y nl et h a n ol. P h e y nl et h a n ol. S ä ul e:   2 5  m  m * 0. 2 5   m  m, 
M a c h er e y   &   N a g el.   Tr ä g er g as :   H2  ( 0. 6 b ar).  L ös u n gs  mitt el :   M T B E. M et h o d:  6 0   °  C-5  mi n;  5   °  C/  mi n  u p t o  2 0 0 °  C-
2  mi n. t R  [2 -p h e n yl et h a n ol ] =  2 1. 3  mi n   



 
 

1 8 1  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   4 04 0 :   G  C:   G  C--C hr o  m at o gr a  m  m  d e s  S u b str at s   H e x a n al  ( 5). C hr o  m at o gr a  m  m  d e s  S u b str at s   H e x a n al  ( 5). S ä ul e:  F S -H y dr o d e x  -β 3 P;  2 5  m  m * 0. 2 5   m  m, 
M a c h er e y   &   N a g el.  Tr ä g er g as:   H 2  ( 0. 6 b ar).  L ös u n gs  mitt el:   M T B E.  M et h o d:  6 0   °  C-5  mi n;  5   °  C/  mi n  u p t o  2 0 0 °  C-
2  mi n. t R  [2 -p h e n yl et h a n ol ] =  6. 6  mi n.   

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   4 14 1 :   G  C:   G  C--C hr o  m at o gr a  m  m  ei n er  Pr o b e  d e s   R e a kti o n s g e  mi s c h e s  n a c h   D ur c hl a uf e n  d e s   D E R AC hr o  m at o gr a  m  m  ei n er  Pr o b e  d e s   R e a kti o n s g e  mi s c h e s  n a c h   D ur c hl a uf e n  d e s   D E R A  --
R e a kt or s R e a kt or s   Ø  3 0Ø  3 0    m  m,  Lm  m,  L    1 0 01 0 0   m  m)m  m)  . . S ä ul e:  F S -H y dr o d e x  -β 3 P;  2 5  m  m * 0. 2 5   m  m,    M a c h er e y   &   N a g el.  Tr ä g er g as:   H 2  
( 0. 6 b ar).  L ös u n gs  mitt el :   M T B E. M et h o d  e :  6 0 °  C-5  mi n;  5   °  C/  mi n  u p t o  2 0 0 °  C-2  mi n. t R  [H  e x a n al  5 ] =  6. 6  mi n; t R  
[( E)-o ct e n al  1 1 ] =  1 6. 6  mi n; t R  [2 -P h e n yl et h a n ol ] =  2 1. 2  mi n; t R  [( R)-H  y dr o x y o ct a n al  7]  =  2 2. 5  mi n; t R  [( 3 R, 5 R)-
3, 5 -D  i h y dr o x y d e c a n al 1 3]  =  3 3. 5  mi n.   

 



 
 

1 8 2  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g   4 24 2 :   G  C:   G  C--C hr o  m at o gr a  m  m  d e s C hr o  m at o gr a  m  m  d e s   DD  i oli ols s  88 . .   S ä ul e: S ä ul e: F S -H y dr o d e x  -β 3 P;  2 5  m  m * 0. 2 5   m  m,    M a c h er e y    & 
N a g el.   Tr ä g er g as :   H2  ( 0. 6 b ar).  L ös u n gs  mitt el :   M T B E. M et h o d  e :  6 0 °  C-5  mi n;  5   °  C/  mi n  u p t o  2 0 0 °  C-2  mi n. t R  [( R)-
O  ct a n -1, 3 -di ol  8 ] =  2 6. 4  mi n  . 

   



 
 

1 8 3  

1 0. 7  N  M R  S P E K T R E  N   D E R Z I E L V E R BI  N  D  U  N  G E  N 

1 0. 7. 1  (R )-O C T A  N -1, 3 -DI  O L (88 ) 
 

 

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  4 34 3 : : 11 H  -H  -N  M R ( 6 0 0N  M R ( 6 0 0    M  H zM  H z   ,   C  D  Cl,   C  D  Cl33 ) ) d e s   Dd e s   D i oli ol  8.8.   

  



 
 

1 8 4  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  4 44 4 : : 1 31 3 C  -C  -N  M R ( 1 5 1N  M R ( 1 5 1    M  H z,   C  D  ClM  H z,   C  D  Cl 33 ) ) d e sd e s  D D  i oli ol  8.8.   

   



 
 

1 8 5  

1 0. 7. 2  (R )-H Y  D R  O X Y  O  C T A  N S Ä  U R E (77 ) 

 

 
A b bil d u n g A b bil d u n g  4 54 5 : : 11 H  -H  -N  M R ( 6 0 0N  M R ( 6 0 0    M  H z,   C  D  ClM  H z,   C  D  Cl 33 )  v o n   H y dr o x y o ct a n s ä ur e)  v o n   H y dr o x y o ct a n s ä ur e  ( 7).( 7). 

  

 

  



 
 

1 8 6  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  4 64 6 : : 1 31 3 C  -C  -N  M R ( 1 5 1N  M R ( 1 5 1    M  H z,   C  D  ClM  H z,   C  D  Cl 33 )  v o n )  v o n 3 -3 -H y dr o x y o ct a n s ä ur eH y dr o x y o ct a n s ä ur e    ( 7).( 7).  

  



 
 

1 8 7  

1 0. 7. 3  ( 6R )-U N  D E  C -1 -E  N -4, 6 -D   I  O L (99 ) 

 
A b bil d u n g A b bil d u n g  4 74 7 : : 11 H  -H  -N  M R ( 6 0 0N  M R ( 6 0 0    M  H z,   C  D  ClM  H z,   C  D  Cl 33 )  d er  Zi el v er bi n d u n g  9.)  d er  Zi el v er bi n d u n g  9.  

   



 
 

1 8 8  

  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  4 84 8 : : 1 31 3 C  -C  -N  M R ( 1 5 1N  M R ( 1 5 1    M  H z,   C  D  ClM  H z,   C  D  Cl 33 )  d e s )  d e s All yli er u n g s pr o d u kt  9.All yli er u n g s pr o d u kt  9.   

  

 

  



 
 

1 8 9  

1 0. 7. 4  (R )-1 -( BE  N Z Y L A   MI  N  O )O  C T A  N -3 -O L 1 0  

 

 

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  4 94 9 :: 1 1 H  -H  -N  M R ( 6 0 0N  M R ( 6 0 0    M  H z,   C  D  ClM  H z,   C  D  Cl 33 )  d e s  A  mi ni er u n g s pr o d u kt e s  1 0.)  d e s  A  mi ni er u n g s pr o d u kt e s  1 0.  

 



 
 

1 9 0  

:  

A b bil d u n g A b bil d u n g  5 05 0 : : 1 31 3 C  -C  -N  M R ( 1 5 1N  M R ( 1 5 1    M  H z,   C  D  ClM  H z,   C  D  Cl 33 ) ) d er  V er bi n d u n g  1 0.d er  V er bi n d u n g  1 0.   

  



 
 

1 9 1  

1 0. 7. 5  (E )-O C T -3 -E  N A L 1 1  

 

 
A b bil d u n g A b bil d u n g  5 15 1 : : 11 H  -H  -N  M R ( 6 0 0N  M R ( 6 0 0    M  H z,   C  D  ClM  H z,   C  D  Cl 33 ) ) d e s  Al d e h y d s  1 1.d e s  Al d e h y d s  1 1.   

 



 
 

1 9 2  

 

A b bil d u n g A b bil d u n g  5 25 2 : : 1 31 3 C  -C  -N  M R ( 1 5 1N  M R ( 1 5 1    M  H z,   C  D  ClM  H z,   C  D  Cl 33 ) ) d e s  Al d e h y d s  1 1.d e s  Al d e h y d s  1 1.   

 



 
 

1 9 3  

1 11 1  LL I T E R  A T  U R  V E R  Z EI  C  H  NI SI T E R  A T  U R  V E R  Z EI  C  H  NI S  

[1]     M.   Br o v ett o,   D.   G a  m e n ar a,  P.  S a e n z    M e n d e z,   G.   A.  S e o a n e, C h e  m.   R e v. 2 0 1 12 0 1 1 , 1 1 1 , 
4 3 4 6 -4 4 0 3;     '  C −       C      B o n d-F or  mi n g     L y a s e s     i n      Or g a ni c     S y nt h e si s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ cr 1 0 0 2 9 9 p . 

[ 2]    B.    Al c ai d e,   P.    Al  m e n dr o s, A n g e  w.    C h e  m.  I nt.   E d. 2 0 0 32 0 0 3 , 4 2 ,  8 5 8-8 6 0;  ' T h e    Dir e ct 
C at al yti c   A s y  m  m etri c   Cr o s s  ‐Al d ol  R e a cti o n  of   Al d e h y d e s'; A n g e  w.   C h e  m . 2 0 0 32 0 0 3 ,  1 1 5, 
8,  8 8 4 -8 8 6 , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a ni e. 2 0 0 3 9 0 2 3 2 . 

[ 3]    W.   A.   Gr e e n b er g,   A.   V ar v a k,  S.  R.   H a n s o n,   K.    W o n g,   H.   H u a n g,  P.   C h e n,    M. J.   B ur k, 
P  N A S 2 0 0 42 0 0 4 , 1 0 1 ,   5 7 8 8-5 7 9 3;  '  D e v el o p  m e nt   of   a n   Effi ci e nt,   S c al a bl e,    Al d ol a s e -
C at al y z e d    Pr o c e s s    f or    E n a nti o s el e cti v e    S y nt h e si s    of    St ati n    I nt er  m e di at e s'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 7 3/ p n a s. 0 3 0 7 5 6 3 1 0 1.  

[ 4]    S. J e n n e  w ei n,   M.  S c h ür  m a n n,   M.    W ol b er g, I.   Hil k er,  R.  L uit e n,   M.    W u b b olt s,   D.   Mi n k, 
Bi ot e c h n ol.   J. 2 0 0 62 0 0 6 , 1 ,  5 3 7-5 4 8;  '  Dir e ct e d  E v ol uti o n  of  a n  I n d u stri al   Bi o c at al y st:  2 -
D e o x y  -D  -Ri b o s e  5 -P h o s p h at e  Al d ol a s e' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 0 2/ bi ot. 2 0 0 6 0 0 0 2 0.  

[ 5]    A.    M.   A b d el -M a  w g o u d,  F.  L é pi n e,  E.   D é zi el, A p pl.   M  i cr o bi ol.  B i ot e c h n ol. 2 0 1 02 0 1 0 , 8 6 , 
1 3 2 3 -1 3 3 6;  ' R h a  m n oli pi d s:    Di v er sit y   of   Str u ct ur e s,    Mi cr o bi al    Ori gi n s   a n d   R ol e s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 5 3 -0 1 0 -2 4 9 8 -2 . 

[ 6]    T.   A d a  m s,   C.  L.   G a vi n,  S.  T a yl or,    W.    W a d d ell,  S.    M.   C o h e n,   V.  F er o n, J.   G o o d  m a n, I. 
Ri etj e n s,  L.    M ar n ett,  P.  P ort o g h e s e, F o o d  C  h e  m.   T o xi c ol. 2 0 0 82 0 0 8 , 4 6 ,  2 9 3 5-2 9 6 7;  ' T h e 
F e  m a   Gr a s   A s s e s s  m e nt  of  a ,b -U n s at ur at e d   Al d e h y d e s  a n d  R el at e d  S u b st a n c e s   U s e d 
a s  Fl a v or I n gr e di e nt s' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 1 6/j.f ct. 2 0 0 8. 0 6. 0 8 2 . 

[ 7]    K.   C h e n, J.    M.  Ri c ht er,  P.  S.  B ar a n, J.   A  m. C h e  m.  S o c. 2 0 0 82 0 0 8 , 1 3 0 ,  7 2 4 7-7 2 4 9; ' 1,  3 -Di ol 
S y nt h e si s      Vi a      C o ntr oll e d,     R a di c al -M e di at e d      C  −       H     F u n cti o n ali z ati o n', 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ B 9 7 8 -0 -3 2 3 -9 6 0 2 5 -0. 0 0 0 6 7 -3 . 

[ 8]    M.   Fr e si a,    M.    K o c k,   T.   Li n d el, C h e  m.   E ur.  J. 2 0 2 02 0 2 0 , 2 6 ,  1 2 7 3 3;  ' S y nt h e si s   of  (− )‐
Di h y dr or a p uti n d ol e   D  b y  E n a nti o s el e cti v e   B e n z o yl ati o n  of  a  1,  3  ‐Di ol I nt er  m e di at e'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ c h e  m. 2 0 2 0 0 2 5 7 9 . 

[ 9]    C.   H ert  w e c k, A n g e  w.   C h e  m. I nt  E d. 2 0 0 92 0 0 9 , 4 8 ,  4 6 8 8-4 7 1 6; ' T h e   Bi o s y nt h eti c  L o gi c  of 
P ol y k eti d e      Di v er sit y'; A n g e  w.      C h e  m.      2 0 0 92 0 0 9 ,     1 2 1,     2 6,     4 7 8 2-4 8 1 1 , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a ni e. 2 0 0 8 0 6 1 2 1 . 

[ 1 0]    M.   Di c k,  R.   H art  m a n n,   O.   H.    W ei er gr a b er,   C.  Bi st erf el d,  T.   Cl a s s e n,   M.  S c h  w art e n,  P. 
N e u d e c k er,   D.    Will b ol d,  J.  Pi etr u s z k a, C h e  m.  S ci. 2 0 1 62 0 1 6 , 7 ,  4 4 9 2-4 5 0 2;  '  M e c h a ni s  m -
B a s e d  I n hi biti o n  of  a n    Al d ol a s e  at    Hi g h    C o n c e ntr ati o n s  of  It s    N at ur al  S u b str at e 
A c et al d e h y d e:     Str u ct ur al     I n si g ht s     a n d     Pr ot e cti v e     Str at e gi e s'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 5 S  C 0 4 5 7 4 F . 

[ 1 1]    J.    Br a  m s ki,    M.    Di c k,  J.   Pi etr u s z k a,   T.    Cl a s s e n, J.    Bi ot e c h n ol. 2 0 1 72 0 1 7 ;  ' Pr o bi n g  t h e 
A c et al d e h y d e -S e n siti vit y  of  2 -D e o x y  -Ri b o s e -5 -P h o s p h at e   Al d ol a s e ( D  E R A ) L e a d s  t o 
R e si st a nt  V ari a nt s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.j bi ot e c. 2 0 1 7. 0 3. 0 2 4 . 

[ 1 2]    T.   L o n hi e n n e,    C.    G er d a y,    G.   F ell er, Bi o c hi  m.    Bi o p h y s.    A ct a  2 0 0 02 0 0 0 , 1 5 4 3 ,   1-1 0; 
' P s y c hr o p hili c  E n z y  m e s:   R e vi siti n g  t h e  T h er  m o d y n a  mi c  P ar a  m et er s  of    A cti v ati o n 
M a y  E x pl ai n  L o c al  Fl e xi bilit y'   , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 0 1 6 7 -4 8 3 8( 0 0) 0 0 2 1 0 -7 . 

[ 1 3]    G.  F ell er,  F.  P a y a n,  F.  T h e y s,   M.   Qi a n,  R.   H a s er,   C.   G er d a y, E ur. J.  Bi o c h e  m. 1 9 9 41 9 9 4 , 2 2 2 , 
4 4 1 -4 4 7;   ' St a bilit y   a n d   Str u ct ur al     A n al y si s   of    a ‐A  m yl a s e   fr o  m   t h e     A nt ar cti c 
P s y c hr o p hil e    a lt er o  m o n a s    h al o pl a n cti s     A 2 3' ,    d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/j. 1 4 3 2 -
1 0 3 3. 1 9 9 4.t b 1 8 8 8 3. x . 

[ 1 4]    L.  Z e c c hi n o n,  P.   Cl a v eri e,  T.   C olli n s,  S.   D' A  mi c o,   D.   D elill e,   G.  F ell er,   D.   G e orl ett e,  E. 
Gr ati a,  A.   H o y o u x,   M.  -A.   M e u  wi s, E xtr e  m o p hil e s 2 0 0 12 0 0 1 , 5 ,  3 1 3-3 2 1; '  Di d  P s y c hr o p hili c 
E n z y  m e s  R e all y    Wi n t h e   C h all e n g e ?' ,  doi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 7 9 2 0 1 0 0 2 0 7 . 

[ 1 5]    G.   C.  Li c ht e n b er g, 1 9 6 71 9 6 7 , ' A u s   D e n  S u d el b ü c h er n';  A u s  S u d el b u c h J  8 6 0. 
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[ 1 6]    R.  A.  S h el d o n, J.  R.  S o c. I nt erf a c e 2 0 1 62 0 1 6 , 1 3 ,  2 0 1 6 0 0 8 7; ' E n gi n e eri n g  a   M or e  S u st ai n a bl e 
W orl d t hr o u g h   C at al y si s  a n d   Gr e e n   C h e  mi str y'   , d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 8/r sif. 2 0 1 6. 0 0 8 7 . 

[ 1 7]    A.   K at e,  L.   K.  S a h u,  J.   P a n d e y,    M.    Mi s hr a,   P.   K.  S h ar  m a, C urr.   R e s.   Gr e e n  S u st ai n. 
C h e  m. 2 0 2 22 0 2 2 , 5 ,  1 0 0 2 4 8; '  Gr e e n   C at al y si s f or   C h e  mi c al  Tr a n sf or  m ati o n:  T h e   N e e d f or 
t h e  S u st ai n a bl e   D e v el o p  m e nt', d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. cr g s c. 2 0 2 1. 1 0 0 2 4 8 . 

[ 1 8]    B.   D.   Ri b eir o,    M.   A.   Z.   C o el h o,   A.    M a c h a d o  d e   C a str o, R S  C , 2 0 1 5, 2 0 1 5, 1 -8 ; ' Pri n ci pl e s  of 
Gr e e n   C h e  mi str y  a n d    W hit e  Bi ot e c h n ol o g y'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ 9 7 8 1 7 8 2 6 2 4 0 8 0 -0 0 0 0 1 . 

[ 1 9]    S.  P a n k e,    M.   H el d,    M.    W u b b olt s, C urr.   O pi n.   Bi ot e c h n ol. 2 0 0 42 0 0 4 , 1 5 ,  2 7 2-2 7 9; ' Tr e n d s 
a n d  I n n o v ati o n s  i n  I n d u stri al   Bi o c at al y si s  f or  t h e  Pr o d u cti o n  of  Fi n e    C h e  mi c al s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. c o p bi o. 2 0 0 4. 0 6. 0 1 1 . 

[ 2 0]    F.  T h eil, E n z y  m e i n   D er   Or g a ni s c h e n   C h e  mi e, S p e ktr u  m  A k a d e  mi s c h er  V erl a g, 1 9 9 81 9 9 8 . 
[ 2 1]    K.  F a b er, Bi otr a n sf or  m ati o n s  i n    Or g a ni c    C h e  mi str y:   A  T e xt b o o k ,  S pri n g er   V erl a g, 

2 0 1 82 0 1 8 . 
[ 2 2]    B.   M.   N e stl,  S.  C.   H a  m  m er,  B.  A.   N e b el,  B.   H a u er, A n g e  w . C h e  m  . 2 0 1 42 0 1 4 , 1 2 6 ,  3 1 3 2-3 1 5 8; 

' Bi o k at al y s at or e n   F ür    Di e    Or g a ni s c h e   S y nt h e s e– Di e    N e u e    G e n er ati o n'; A n g e  w. 
C h e  m. I nt.  E d.  2 0 1 42 0 1 4 ,  5 3,  3 0 7 0-3 0 9 5 , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a n g e. 2 0 1 3 0 2 1 9 5 . 

[ 2 3]    J.     M.     W o o dl e y, Tr e n d s   bi ot e c h n ol. 2 0 0 82 0 0 8 , 2 6 ,   3 2 1-3 2 7;  '  N e  w    O p p ort u niti e s   f or 
Bi o c at al y si s:      M a ki n g     P h ar  m a c e uti c al     Pr o c e s s e s      Gr e e n er'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.ti bt e c h. 2 0 0 8. 0 3. 0 0 4.  

[ 2 4]    P.    Dí a z ‐Kr ui k,    D.   Li  m,   F.   P ar a di si, E n a bli n g   T o ol s   a n d   T e c h ni q u e s  f or    Or g a ni c 
S y nt h e si s:    A  Pr a cti c al    G ui d e  t o  E x p eri  m e nt ati o n,    A ut o  m ati o n,  a n d    C o  m p ut ati o n , 
Wil e y  V  C  H  2 0 2 32 0 2 3 ,  1-3 5.  

[ 2 5]    H.  E.  S c h o e  m a k er,   D.   Mi n k,   M.   G.    W u b b olt s, S ci e n c e 2 0 0 32 0 0 3 , 2 9 9 ,  1 6 9 4-1 6 9 7; '  Di s p elli n g 
t h e   M yt h s--Bi o c at al y si s i n I n d u stri al  S y nt h e si s' ,  d oi. or g/1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 0 7 9 2 3 7 . 

[ 2 6]    T.    D.    M a c h aj e  w s ki,   C.    H.    W o n g, A n g e  w.   C h e  m.  I nt.  E d. 2 0 0 02 0 0 0 , 3 9 ,  1 3 5 2-1 3 7 5;  ' T h e 
C at al yti c    A s y  m  m etri c    Al d ol   R e a cti o n'; A n g e  w.    C h e  m.  2 0 0 02 0 0 0 , 1 1 2 ,   8,   1 4 0 6-1 4 3 0 , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/( SI  CI) 1 5 2 1 -3 7 7 3( 2 0 0 0 0 4 1 7) 3 9: 8 < 1 3 5 2:: AI  D -A  NI E 1 3 5 2 > 3. 0.  C  O; 2 -J. 

[ 2 7]    H.   E.    Zi  m  m er  m a n,    M.    D.   Tr a xl er, J.    A  m.  C h e  m.   S o c. 1 9 5 71 9 5 7 , 7 9 ,   1 9 2 0-1 9 2 3;  ' T h e 
St er e o c h e  mi str y     of     t h e     I v a n o v     a n d     R ef or  m at s k y     R e a cti o n s.     I' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/j a 0 1 5 6 5 a 0 4 1 . 

[ 2 8]    C.   H.   H e at h c o c k,   C.  T.   B u s e,    W.   A.   Kl e s c hi c k,    M.   C.  Pirr u n g, J.  E.  S o h n, J.  L a  m p e,  J. 
O  r g. C  h e  m. 1 9 8 01 9 8 0 , 4 5 ,  1 0 6 6-1 0 8 1; ' A c y cli c  St er e o s el e cti o n.  7.  St er e o s el e cti v e  S y nt h e si s 
of     2 -Al k yl -3 -H y dr o x y      C ar b o n yl      C o  m p o u n d s     b y      Al d ol      C o n d e n s ati o n'  , 
d oi. or g / 1 0. 1 0 2 1/j o 0 1 2 9 4 a 0 3 0. 

[ 2 9]    J.   M at s u o,   M.   M ur a k a  mi, A n g e  w . C h e  m  . I nt. E d . 2 0 1 32 0 1 3 , 5 2 ,  9 1 0 9-9 1 1 8; ' T h e   M u k ai y a  m a 
Al d ol   R e a cti o n:  4 0  Y e ar s  of   C o nti n u o u s   D e v el o p  m e nt'; A n g e  w.   C h e  m.  2 0 1 32 0 1 3 , 1 2 5 ,  3 5, 
9 2 8 0 -9 2 8 9 , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a ni e. 2 0 1 3 0 3 1 9 2 . 

[ 3 0]    C.   H.   H e at h c o c k, A s y  m  m. s y nt h. 2 0 1 22 0 1 2 , 3 ,  1 1 1-2 1 2; ' T h e  Al d ol  A d diti o n  R e a cti o n'.  
[ 3 1]    D.  E v a n s,  J.    N el s o n,  T.  T a b er, T o p.   S t er e o c h e  m. 1 9 8 21 9 8 2 ,  1-1 1 5;  ' St er e o s el e cti v e   Al d ol 

C o n d e n s ati o n s'  ,  d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ 9 7 8 0 4 7 0 1 4 7 2 2 1 . 
[ 3 2]    R.   M a hr  w al d,   D.  E v a n s, M o d er n  Al d ol  R e a cti o n s,  V ol.  1 ,    Wil e y-V  C  H    W ei n h ei  m, 2 0 0 42 0 0 4 . 
[ 3 3]    D.  E v a n s,  J.    N el s o n,  E.    V o g el,  T.  T a b er, J.    A  m.  C h e  m.  S o c. 1 9 8 11 9 8 1 , 1 0 3 ,  3 0 9 9-3 1 1 1; 

' St er e o s el e cti v e  Al d ol   C o n d e n s ati o n s  Vi a  B or o n  E n ol at e s', d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ B 9 7 8 -0 -3 2 -
3 9 0 6 4 4 -9. 0 0 0 6 8 -8.  

[ 3 4]    H. J.   M.   Gij s e n,   C.  -H.    W o n g, J.  A  m. C h e  m.  S o c. 1 9 9 41 9 9 4 , 1 1 6 ,  8 4 2 2-8 4 2 3; '  U n pr e c e d e nt e d 
A s y  m  m etri c    Al d ol   R e a cti o n s    wit h   T hr e e    Al d e h y d e   S u b str at e s    C at al y z e d   b y   2  -
D e o x yri b o s e  -5 -P h o s p h at e  Al d ol a s e' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 2 1/j a 0 0 0 9 7 a 0 8 2.  

[ 3 5]    M.    M üll er, A n g e  w.   C h e  m. I nt.  E d. 2 0 0 52 0 0 5 , 4 4 ,  3 6 2-3 6 5; '  C h e  m o e n z y  m ati c  S y nt h e si s  of 
B uil di n g     Bl o c k s   f or   St ati n   Si d e     C h ai n s'; A n g e  w.    C h e  m.  2 0 0 52 0 0 5 ,   1 1 7 ,   3 6 6-3 6 9 , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a ni e. 2 0 0 4 6 0 8 5 2 . 



 
 

1 9 5  

[ 3 6]    M.    W ol b er g,   B.   H.   N.   D a s s e n,    M.  S c h ür  m a n n,  S.  J e n n e  w ei n,    M.   G.    W u b b olt s,   H.  E. 
S c h o e  m a k er,   D.   Mi n k, A d v.  S y nt h.   C at al. 2 0 0 82 0 0 8 , 3 5 0 ,  1 7 5 1-1 7 5 9; ' L ar g e -S c al e  S y nt h e si s 
of   N e  w  P yr a n oi d  B uil di n g  Bl o c k s  B a s e d  o n  Al d ol a s e -C at al y s e d   C ar b o n  -C ar b o n  B o n d 
F or  m ati o n' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 0 2/ a d s c. 2 0 0 8 0 0 2 2 4.  

[ 3 7]    J.    M.  P at el, J.    M ol.   C at al.   B:  E n z y  m ati c 2 0 0 92 0 0 9 , 6 1 ,  1 2 3-1 2 8; ' Bi o c at al yti c  S y nt h e si s  of 
At or v a st ati n I nt er  m e di at e s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.  m ol c at b. 2 0 0 9. 0 7. 0 0 4 . 

[ 3 8]    M.   O  š l aj, J.  Cl u z e a u,  D.   Or kić ,   G.  K o pit ar,  P.   Mr a k,  Z. Č  a s ar, P L o S   O  N E 2 0 1 32 0 1 3 , 8 , e 6 2 2 5 0; 
' A   Hi g hl y  Pr o d u cti v e,    W h ol e-C ell   D er a   C h e  m o e n z y  m ati c  Pr o c e s s  f or  Pr o d u cti o n  of 
K e y     L a ct o ni z e d     Si d e -C h ai n     I nt er  m e di at e s     i n     St ati n     S y nt h e si s'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 0 6 2 2 5 0 . 

[ 3 9]    B.   Gr a b n er,  Y.  P o k hil c h u k,   H. J.   C.   Gr u b er -W o elfl er, C at al y st s , 2 0 2 02 0 2 0 , 1 0 ,  1 3 7; '  D er a i n 
Fl o  w:  S y nt h e si s  of  a  St ati n  Si d e    C h ai n  Pr e c ur s or  i n    C o nti n u o u s  Fl o  w  E  m pl o yi n g 
D e o x yri b o s e  -5 -P h o s p h at e      Al d ol a s e     I  m  m o bili z e d     i n      Al gi n at e -L uff a      M atri x' , 
d oi. or g/ 1 0. 3 3 9 0/ c at al 1 0 0 1 0 1 3 7 . 

[ 4 0]    D.   H olt,    M.  J.   G a u nt, A n g e  w.   C h e  m. 2 0 1 52 0 1 5 , 1 2 7 ,  7 9 6 8-7 9 7 2;  '  C o p p er ‐C at al y z e d   O x y  ‐
Al k e n yl ati o n    of     H o  m o all yli c     Al c o h ol s   t o     G e n er at e    F u n cti o n al    S y n  ‐1,    3 ‐Di ol 
D eri v ati v e s'; A n g e  w.    C h e  m.     I nt.     E d. , 2 0 1 52 0 1 5 , 5 4 ,     2 7,     7 8 5 7-7 8 6 1 , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a n g e. 2 0 1 5 0 1 9 9 5 . 

[ 4 1]    T.    K o c hi,   T.   P.   T a n g,  J.    A.   Ell  m a n, J.    A  m.  C h e  m.   S o c. 2 0 0 32 0 0 3 , 1 2 5 ,   1 1 2 7 6-1 1 2 8 2; 
'  D e v el o p  m e nt   a n d    A p pli c ati o n   of   a    N e  w    G e n er al     M et h o d  f or  t h e    A s y  m  m etri c 
S y nt h e si s  of  S  Y n -a n d  a   Nti -1,  3 -A  mi n o  Al c o h ol s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/j a 0 3 6 3 4 6 2 . 

[ 4 2]    S.  S hi b a h ar a,  S.  K o n d o,  K.   M a e d a,   H.   U  m e z a  w a,   M.   O h n o, J.  A  m.   C h e  m.  S o c. 1 9 7 21 9 7 2 , 9 4 , 
4 3 5 3 -4 3 5 4;     ' T ot al     S y nt h e s e s     of      N e g a  m y ci n     a n d     t h e      A nti p o d e' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/j a 0 0 7 6 7 a 0 5 9 . 

[ 4 3]    S.    K n a p p, C h e  m.    R e v. 1 9 9 51 9 9 5 , 9 5 ,   1 8 5 9-1 8 7 6;  ' S y nt h e si s   of    C o  m pl e x    N u cl e o si d e 
A nti bi oti c s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ B 9 7 8 -0 -4 4 3 -1 6 1 6 6 -7. 0 0 0 1 1 -6.  

[ 4 4]    R.     A.   S h el d o n,   S.   v a n   P elt, C h e  m.   S o c.    R e v. 2 0 1 32 0 1 3 , 4 2 ,   6 2 2 3-6 2 3 5;   ' E n z y  m e 
I  m  m o bili s ati o n i n  Bi o c at al y si s:    W h y,    W h at  a n d   H o  w',  d oi. or g/1 0. 1 0 3 9/  C 3  C S 6 0 0 7 5 K . 

[ 4 5]    W.    H art  m ei er, I  m  m o bili si ert e   Bi o k at al y s at or e n:  Ei n e  Ei nf ü hr u n g,  S pri n g er-V erl a g, 
2 0 1 32 0 1 3 . 

[ 4 6]    U.  T.   B or n s c h e u er, A n g e  w.   C h e  m. 2 0 0 32 0 0 3 , 1 1 5 ,  3 4 5 8-3 4 5 9; ' E n z y  mi  m  m o bili si er u n g:  Ei n 
W e g   Z u   V er b e s s ert e n   Bi o k at al y s at or e n'; A n g e  w.   C h e  m.I nt.  E d. , 2 0 0 32 0 0 3 ,  4 2,  2 9,  3 3 3 6-
3 3 3 7.  

[ 4 7]    R.  P ort a,   M.  B e n a gli a,  A.  P u gli si, Or g.  Pr o c  . R e s.   D e v. 2 0 1 62 0 1 6 , 2 0 ,  2-2 5; ' Fl o  w   C h e  mi str y: 
R e c e nt      D e v el o p  m e nt s     i n     t h e     S y nt h e si s     of     P h ar  m a c e uti c al     Pr o d u ct s'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s. o pr d. 5 b 0 0 3 2 5 . 

[ 4 8]    M.  P.  T h o  m p s o n, I.  P e  ñ afi el,  S.   C.   C o s gr o v e,   N. J.  T ur n er, Or g.  Pr o c e s s  R e s.   D e v  . 2 0 1 82 0 1 8 , 
2 3 ,   9-1 8;  ' Bi o c at al y si s    U si n g  I  m  m o bili z e d   E n z y  m e s  i n    C o nti n u o u s   Fl o  w  f or  t h e 
S y nt h e si s  of  Fi n e   C h e  mi c al s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s. o pr d. 8 b 0 0 3 0 5 . 

[ 4 9]    B.   G ut  m a n n,   D.   C a ntill o,   C.   O.   K a p p e, A n g e  w.   C h e  m.   I nt.  E d. 2 0 1 52 0 1 5 , 5 4 ,  6 6 8 8-6 7 2 8; 
'  C o nti n u o u s‐Fl o  w    T e c h n ol o g y —  a    T o ol   f or   t h e   S af e     M a n uf a ct uri n g   of     A cti v e 
P h ar  m a c e uti c al     I n gr e di e nt s'; A n g e  w.      C h e  m. , 2 0 1 52 0 1 5 ,     1 2 7,     2 3,     6 7 8 8-6 8 3 2 , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a ni e. 2 0 1 4 0 9 3 1 8 . 

[ 5 0]    M.   B a u  m a n n,  I.  R.   B a x e n d al e,  S.   V.  L e y, M ol.  di v er s. 2 0 1 12 0 1 1 , 1 5 ,  6 1 3-6 3 0;  ' T h e  Fl o  w 
S y nt h e si s    of      H et er o c y cl e s    f or      N at ur al    Pr o d u ct    a n d      M e di ci n al     C h e  mi str y 
A p pli c ati o n s'.  

[ 5 1]    M.  B a u  m a n n,  T.  S.   M o o d y,   M.  S  m yt h,  S.    W h arr y, Or g.  Pr o c  . R e s.   D e v. 2 0 2 02 0 2 0 , 2 4 ,  1 8 0 2-
1 8 1 3; ' A  P er s p e cti v e  o n   C o nti n u o u s  Fl o  w   C h e  mi str y i n t h e  P h ar  m a c e uti c al I n d u str y' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s. o pr d. 9 b 0 0 5 2 4 . 

[ 5 2]    J.    Britt o n,   S.    M aj u  m d ar,    G.    A.    W ei s s, C h e  m.   S o c.   R e v. 2 0 1 82 0 1 8 ;  '  C o nti n u o u s   Fl o  w 
Bi o c at al y si s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 7  C S 0 0 9 0 6 B . 
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[ 5 3]    D.  S.   K h af a g a,    M.   G.   R a d  w a n,   G.    M ut e e b,    M.   A atif,    M.  F ar h a n, C at al y st s 2 0 2 32 0 2 3 , 1 3 , 
1 4 4 8; '  Gr e e n  S y nt h e si s  of   Bi o c at al y st s   B a s e d  o n   N a n o c arri er s  Pr o  mi s e s  a n  Eff e cti v e 
R ol e i n  P h ar  m a c e uti c al  a n d  Bi o  m e di c al  Fi el d s' , d oi. or g/ 1 0. 3 3 9 0/ c at al 1 3 1 1 1 4 4 8 . 

[ 5 4]    A.  S z e kr e n yi,  X.   G arr a b o u,  T.  P ar ell a, J. J o gl ar, J.  B uj o n s,  P.   Cl a p é s, N at.   C h e  m. 2 0 1 52 0 1 5 , 
7 ,  7 2 4-7 2 9; ' A s y  m  m etri c   A s s e  m bl y  of   Al d o s e   C ar b o h y dr at e s fr o  m  F or  m al d e h y d e  a n d 
Gl y c ol al d e h y d e  b y  T a n d e  m  Bi o c at al yti c  Al d ol  R e a cti o n s'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ n c h e  m. 2 3 2 1  

[ 5 5]    A.   H ei n e,   G.   D e S a nti s, J.   G.  L u z,   M.   Mit c h ell,   C.  -H.    W o n g, I.  A.    Wil s o n, S ci e n c e 2 0 0 12 0 0 1 , 
2 9 4 ,  3 6 9-3 7 4;  '  O b s er v ati o n  of   C o v al e nt  I nt er  m e di at e s  i n  a n  E n z y  m e    M e c h a ni s  m  at 
At o  mi c  R e s ol uti o n' ,  d oi.or g/ 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. 1 0 6 3 6 0 . 

[ 5 6]    T.   G effl a ut,   C.   Bl o n s ki, J.  P eri e,    M.    Will s o n, Pr o g.  B i o p h y s. M  ol.  B i ol. 1 9 9 51 9 9 5 , 6 3 ,  3 0 1-
3 4 0;  '  Cl a s s  I   Al d ol a s e s:  S u b str at e  S p e cifi cit y,    M e c h a ni s  m,  I n hi bit or s  a n d  Str u ct ur al 
A s p e ct s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 7 9 -6 1 0 7( 9 5) 0 0 0 0 8 -9 . 

[ 5 7]    A.    K.   S a  ml a n d,    G.    A.   S pr e n g er, A p pl.    M  i cr o bi ol.  B i ot e c h n ol. 2 0 0 62 0 0 6 , 7 1 ,   2 5 3-2 6 4; 
'  Mi cr o bi al    Al d ol a s e s   a s    C– C    B o n di n g   E n z y  m e s  —  U n k n o  w n   Tr e a s ur e s   a n d    N e  w 
D e v el o p  m e nt s'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 5 3 -0 0 6 -0 4 2 2 -6 . 

[ 5 8]    J.   A.  Littl e c hil d,   H.   C.    W at s o n, Tr e n d s  B i o c h e  m. S ci. 1 9 9 31 9 9 3 , 1 8 ,  3 6-3 9; ' A   D at a -B a s e d 
R e a cti o n      M e c h a ni s  m     f or     T y p e     I     Fr u ct o s e      Bi s p h o s p h at e      Al d ol a s e'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ 0 9 6 8 -0 0 0 4( 9 3) 9 0 0 4 8 -R . 

[ 5 9]    W.   D.  F e s s n er,   A.  S c h n ei d er,   H.   H el d,   G.  Si n eri u s,   C.    W alt er,    M.   Hi x o n, J.   V.  S c hl o s s, 
A n g e  w.   C h e  m.  I nt.   E d. 1 9 9 61 9 9 6 , 3 5 ,  2 2 1 9-2 2 2 1;  ' T h e    M e c h a ni s  m  of    Cl a s s  II,    M et al ‐
D e p e n d e nt      Al d ol a s e s';     A n g e  w.      C h e  m. , 1 9 9 61 9 9 6 ,    1 0 8 ,     1 9,     2 3 6 6-2 3 6 9 , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a ni e. 1 9 9 6 2 2 1 9 1 . 

[ 6 0]    B.  S.  S z  w er g ol d,  K.   U g ur bil,  T.  R.  Br o  w n, Ar c h.  B i o c h e  m. B i o p h y s. 1 9 9 51 9 9 5 , 3 1 7 ,  2 4 4-2 5 2; 
' Pr o p erti e s  of  Fr u ct o s e-1,  6 -Bi s p h o s p h at e   Al d ol a s e  fr o  m  E s c h eri c hi a   C oli:   A n    N  mr 
A n al y si s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 6/ a b bi. 1 9 9 5. 1 1 5 9 . 

[ 6 1]    M.   G.  T o z zi,    M.   C a  mi ci,  L.    M a s ci a,  F.  S g arr ell a,  P.  L. I p at a, F E B S J. 2 0 0 62 0 0 6 , 2 7 3 ,  1 0 8 9-
1 1 0 1;   ' P e nt o s e    P h o s p h at e s    i n     N u cl e o si d e    I nt er c o n v er si o n    a n d     C at a b oli s  m' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/j. 1 7 4 2 -4 6 5 8. 2 0 0 6. 0 5 1 5 5. x . 

[ 6 2]    E.  R a c k er, J.  Bi ol.   C h e  m. 1 9 5 21 9 5 2 , 1 9 6 ,  3 4 7-3 6 5; ' E n z y  m ati c  S y nt h e si s  a n d  Br e a k d o  w n  of 
D e s o x yri b o s e  P h o s p h at e'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 0 0 2 1 -9 2 5 8( 1 8) 5 5 7 3 9 -2 . 

[ 6 3]    W.  E.  Pri c er,  B.  L.   H or e c k er, J.  Bi ol.  C h e  m. 1 9 6 01 9 6 0 , 2 3 5 ,  1 2 9 2-1 2 9 8; '  D e o x yri b o s e  Al d ol a s e 
fr o  m  L a ct o b a cill u s  Pl a nt ar u  m', d oi . or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 0 0 2 1-9 2 5 8( 1 8) 6 9 4 0 1 -3 . 

[ 6 4]    E.    Gr a zi,    Gr a zi,    H.    M el o c h e,    G.    M arti n e z,    W.   A.    W o o d,   B.  L.    H or e c k er, Bi o c h e  m. 
B i o p h y s. R e s.  C  o  m  m. 1 9 6 31 9 6 3 , 1 0 ,  4-1 0; ' E vi d e n c e f or  S c hiff  B a s e  F or  m ati o n i n  E n z y  m ati c 
Al d ol   C o n d e n s ati o n s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 0 6 -2 9 1 X( 6 3) 9 0 2 5 7 -2 . 

[ 6 5]    O.    M.  R o s e n,  P.   H off e e,  B.  L.   H or e c k er, J.   C.  S p e c k, J.  A  m.   C h e  m.  S o c. 1 9 6 41 9 6 4 , 8 6 ,  2 0 9 2-
2 0 9 3;    ' T h e      A c et al d e h y d e -2 -D e o x y  -D  -Ri b o s e    5 -P h o s p h at e      Al d ol a s e      C o  m pl e x: 
C o  m p ari s o n  of t h e  Pr o d u ct   O bt ai n e d  o n  B or o h y dri d e  R e d u cti o n  a n d   H y dr ol y si s   wit h 
S y nt h eti c   N 6 -Et h yll y si n e' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/j a 0 1 0 6 4 a 0 5 4 . 

[ 6 6]    P.   V al e nti n   H a n s e n,  F.   B o eti u s,   K.   H a  m  m er  J e s p er s e n, I.  S v e n d s e n, E ur.  J B i o c h e  m. 
1 9 8 21 9 8 2 , 1 2 5 ,  5 6 1-5 6 6; ' T h e  Pri  m ar y  Str u ct ur e  of  E s c h eri c hi a   C oli   K 1 2  2 -D e o x yri b o s e  5  -
P h o s p h at e   Al d ol a s e.    N u cl e oti d e  S e q u e n c e  of  t h e    D e o c    G e n e  a n d  t h e   A  mi n o   A ci d 
S e q u e n c e  of t h e  E n z y  m e' , d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/j. 1 4 3 2 -1 0 3 3. 1 9 8 2.t b 0 6 7 1 9. x . 

[ 6 7]    A.    H ei n e,  J.    G.  L u z,    C. -H.    W o n g,  I.   A.    Wil s o n, J.  M ol.   Bi ol. 2 0 0 42 0 0 4 , 3 4 3 ,  1 0 1 9-1 0 3 4; 
' A n al y si s  of  t h e    Cl a s s  I   Al d ol a s e   Bi n di n g  Sit e   Ar c hit e ct ur e   B a s e d  o n  t h e    Cr y st al 
Str u ct ur e     of     2 -D e o x yri b o s e  -5 -P h o s p h at e      Al d ol a s e     at     0. 9 9      Å     R e s ol uti o n' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.j  m b. 2 0 0 4. 0 8. 0 6 6.  

[ 6 8]    G.   D e S a nti s, J.  Li u,   D.  P.  Cl ar k,  A.   H ei n e, I.  A.    Wil s o n,  C.  -H.    W o n g, Bi o or g.  M e d.  C h e  m. 
2 0 0 32 0 0 3 , 1 1 ,  4 3-5 2;  ' Str u ct ur e -B a s e d    M ut a g e n e si s    A p pr o a c h e s  t o  w ar d  E x p a n di n g  t h e 
S u b str at e     S p e cifi cit y     of      D -2 -D e o x yri b o s e  -5 -P h o s p h at e      Al d ol a s e' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ s 0 9 6 8 -0 8 9 6( 0 2) 0 0 4 2 9 -7.  
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[ 6 9]    F.    H.   Ar n ol d, C h e  m.   E n gi n.   S ci. 1 9 9 61 9 9 6 , 5 1 ,  5 0 9 1-5 1 0 2;  '  Dir e ct e d  E v ol uti o n:   Cr e ati n g 
Bi o c at al y st s f or t h e  F ut ur e' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 0 0 0 9 -2 5 0 9( 9 6) 0 0 2 8 8 -6 . 

[ 7 0]    H.  S a k ur a b a,   K.   Y o n e d a,   K.   Y o s hi h ar a,   K.  S at o h,   R.   K a  w a k a  mi,   Y.   Ut o,   H.  T s u g e,   K. 
T a k a h a s hi,    H.    H ori,   T.    O h s hi  m a, A p pl .  E n vir o n.   Mi cr o bi ol  . 2 0 0 72 0 0 7 , 7 3 ,   7 4 2 7-7 4 3 4; 
' S e q u e nti al  Al d ol   C o n d e n s ati o n   C at al y z e d  b y   H y p ert h er  m o p hili c  2-D e o x y  -D  -Ri b o s e -
5 -P h o s p h at e  Al d ol a s e' ,  d oi. or g/1 0. 1 1 2 8/ A E  M. 0 1 1 0 1 -0 7 . 

[ 7 1]    Y. -M.   Ki  m,   N.  -S.   C h oi,  Y.    O.   Ki  m,   D.    H.  S o n,  Y. -H.   C h a n g,  J.  J.  S o n g,  J.  S.   Ki  m, J. 
M  i cr o bi ol. B i ot e c h n ol. 2 0 1 02 0 1 0 , 2 0 ,  9 9 5-1 0 0 0; ' E x pr e s si o n  a n d  C h ar a ct eri z ati o n  of  a   N o v el 
D e o x yri b o s e     5  -P h o s p h at e      Al d ol a s e     fr o  m     P a e ni b a cill u s     S p.     E a 0 0 1' , 
d oi. or g/ 1 0. 4 0 1 4/j  m b. 0 9 1 2. 1 2 0 0 3 . 

[ 7 2]    X. -C.  Ji a o,  J.  P a n,   G.  -C.  X u,  X.  -D.   K o n g,   Q.   C h e n,   Z.  -J.   Z h a n g,  J.-H.  X u, C at al.  S ci. 
T e c h n ol. 2 0 1 52 0 1 5 , 5 ,  4 0 4 8-4 0 5 4; ' Effi ci e nt  S y nt h e si s  of  a  St ati n  Pr e c ur s or i n   Hi g h  S p a c e -
Ti  m e   Yi el d   b y   a    N e  w    Al d e h y d e -T ol er a nt    Al d ol a s e  I d e ntifi e d  fr o  m   L a ct o b a cill u s 
Br e vi s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 5  C Y 0 0 5 3 7J . 

[ 7 3]    I.     K ull art z,    J.    Pi etr u s z k a, J.     Bi ot e c h n ol. 2 0 1 22 0 1 2 , 1 6 1 ,    1 7 4-1 8 0;   '  Cl o ni n g    a n d 
C h ar a ct eri s ati o n     of     a      N e  w     2  -D e o x y  -D  -Ri b o s e -5 -P h o s p h at e      Al d ol a s e    fr o  m 
R h o d o c o c c u s  Er yt hr o p oli s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.j bi ot e c. 2 0 1 1. 1 2. 0 1 8 . 

[ 7 4]    F.  S g arr ell a,   A.   D el   C or s o,    M.   G.  T o z zi,    M.   C a  mi ci, Bi o c hi  m.   Bi o p h y s.   A ct a   - Pr ot ei n 
Str u ct.    M ol.  E n z y  m ol. 1 9 9 21 9 9 2 , 1 1 1 8 ,  1 3 0-1 3 3;  '  D e o x yri b o s e  5 -P h o s p h at e    Al d ol a s e  of 
B a cill u s   C er e u s:  P urifi c ati o n  a n d  Pr o p erti e s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ 0 1 6 7 -4 8 3 8( 9 2) 9 0 1 3 9 -5 . 

[ 7 5]    Y. -M.   Ki  m,   Y.  -H.   C h a n g,   N.  -S.   C h oi,   Y.   Ki  m, J. J.  S o n g, J.  S.   Ki  m, Pr ot.  E x pr e s s.  P ur. 
2 0 0 92 0 0 9 , 6 8 ,  1 9 6-2 0 0; '  Cl o ni n g,  E x pr e s si o n,  a n d   C h ar a ct eri z ati o n  of  a   N e  w   D e o x yri b o s e 
5 -P h o s p h at e  Al d ol a s e fr o  m  Y er si ni a  S p.  E a 0 1 5' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. p e p. 2 0 0 9. 0 6. 0 0 2 . 

[ 7 6]    Q.    W a n g, Afr.  J.   Bi ot e c h n ol. 2 0 1 02 0 1 0 , 9 ,  2 8 9 8-2 9 0 5;  '  Cl o ni n g  a n d    C h ar a ct eri z ati o n  of 
T h er  m o st a bl e -D e o x y  -D  -Ri b o s e -5 -P h o s p h at e  Al d ol a s e fr o  m   H y p ert h er  m u s  B ut yli c u s' , 
d oi. or g/ 1 0. 5 8 9 7/ AJ B 2 0 1 0 -3 1 1 9.  

[ 7 7]    M.  -H.    W o o,   M.  Ki  m,   N.   C h u n g, J.  -S.  Ki  m, J.  K or.  S o c. A p pl.  Bi ol.   C h e  m. 2 0 1 42 0 1 4 , 5 7 ,  6 5 5-
6 6 0; ' E x pr e s si o n  a n d  C h ar a ct eri z ati o n  of  a   N o v el 2 -D e o x yri b o s e  -5 -P h o s p h at e  Al d ol a s e 
fr o  m   H a e  m o p hil u s I nfl u e n z a e  R d  K  w 2 0', d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 1 3 7 6 5 -0 1 4 -4 2 3 1 -9.  

[ 7 8]    T. -P.   C a o, J. -S.   Ki  m,    M. -H.    W o o, J.   C h oi,  Y. J u n,   K.  L e e,  S.  L e e, J.    Mi cr o bi ol. 2 0 1 62 0 1 6 , 5 4 , 
3 1 1 -3 2 1;  ' Str u ct ur al  I n si g ht  f or  S u b str at e  T ol er a n c e  t o  2 -D e o x yri b o s e  -5 -P h o s p h at e 
Al d ol a s e fr o  m t h e  P at h o g e n  Str e pt o c o c c u s  S ui s'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 1 2 2 7 5 -0 1 6 -6 0 2 9 -4.  

[ 7 9]    C.  F.    B ar b a s,  Y.  F.    W a n g,    C.    H.    W o n g, J.  A  m.    C h e  m.  S o c. 1 9 9 01 9 9 0 , 1 1 2 ,  2 0 1 3-2 0 1 4; 
'  D e o x yri b o s e-5 -P h o s p h at e   Al d ol a s e  a s  a  S y nt h eti c   C at al y st' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ B 9 7 8 -0 -
1 2 -4 1 1 5 1 8 -7. 0 0 0 1 0 -X.  

[ 8 0]    L.  C h e n,   D.  P.   D u  m a s,  C.   H.    W o n g, J.  A  m. C h e  m.  S o c. 1 9 9 21 9 9 2 , 1 1 4 ,  7 4 1-7 4 8; '  D e o x yri b o s e 
5 -P h o s p h at e     Al d ol a s e    a s    a     C at al y st    i n     A s y  m  m etri c     Al d ol     C o n d e n s ati o n' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s.j o c. 4 c 0 2 8 1 9.   

[ 8 1]    H. J.   M.   Gij s e n,   C.  -H.    W o n g, J.  A  m. C h e  m.  S o c. 1 9 9 51 9 9 5 , 1 1 7 ,  2 9 4 7-2 9 4 8; ' S e q u e nti al   O n e -
P ot  Al d ol  R e a cti o n s   C at al y z e d  b y  2 -D e o x yri b o s e  -5 -P h o s p h at e  Al d ol a s e  a n d  Fr u ct o s e -
1, 6 -Di p h o s p h at e  Al d ol a s e'  ,  d oi. or g/0. 1 0 2 1/j a 0 0 1 1 5 a 0 3 8.  

[ 8 2]    H. J.   M.   Gij s e n,  C.  -H.   W o n g, J.  A  m. C h e  m.  S o c. 1 9 9 51 9 9 5 , 1 1 7 ,  7 5 8 5-7 5 9 1; ' S e q u e nti al  T hr e e - 
a n d     F o ur -S u b str at e      Al d ol     R e a cti o n s      C at al y z e d     b y      Al d ol a s e s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/j a 0 0 1 3 4 a 0 0 1 . 

[ 8 3]    C.  -H.    W o n g,  E.   G ar ci a  -J u n c e d a,  L.   C h e n,   O.  Bl a n c o,   H. J.    M.   Gij s e n,   D.   H.  St e e n s  m a, 
J.   A  m.   C h e  m.  S o c. 1 9 9 51 9 9 5 , 1 1 7 ,  3 3 3 3-3 3 3 9;  ' R e c o  m bi n a nt  2 -D e o x yri b o s e  -5 -P h o s p h at e 
Al d ol a s e i n   Or g a ni c  S y nt h e si s:   U s e  of  S e q u e nti al  T  w o  -S u b str at e  a n d  T hr e e -S u b str at e 
Al d ol  R e a cti o n s' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 2 1/j a 0 0 1 1 7 a 0 0 3.  

[ 8 4]    W.   -C.  C h o u,  L.  C h e n, J.  -M.  F a n g,  C.  -H.    W o n g, J.  A  m.  C h e  m.  S o c. 1 9 9 41 9 9 4 , 1 1 6 ,  6 1 9 1-6 1 9 4; 
' A   N e  w  R o ut e t o   D e o x yt hi o  S u g ar s  B a s e d  o n  Al d ol a s e s', d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/j a 0 0 0 9 3 a 0 1 8 . 
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[ 8 5]    T.   D.    M a c h aj e  w s ki,   C. -H.    W o n g, S y nt h e si s 1 9 9 91 9 9 9 , 1 9 9 9 ,  1 4 6 9-1 4 7 2; '  C h e  m o e n z y  m ati c 
S y nt h e si s  of  K e y  E p ot hil o n e  Fr a g  m e nt s' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 5 5/ s -1 9 9 9 -3 6 5 0 . 

[ 8 6]    J.   Li u,    C.-H.     W o n g, A n g e  w .   C h e  m  . 2 0 0 22 0 0 2 , 1 1 4 ,   1 4 6 2-1 4 6 5;   ' Al d ol a s e -C at al y z e d 
A s y  m  m etri c  S y nt h e si s  of   N o v el  P yr a n o s e  S y nt h o n s  a s  a   N e  w  E ntr y t o   H et er o c y cl e s 
a n d  E p ot hil o n e s'; A n g e  w.   C h e  m. I nt.  E d. , 2 0 0 22 0 0 2 , 4 1 ,  8,  1 4 0 4-1 4 0 7 ,  d oi. or g/1 0. 1 0 0 2/ 1 5 2 1 -
3 7 7 3( 2 0 0 2 0 4 1 5) 4 1: 8 < 1 4 0 4:: ai d -a ni e 1 4 0 4 > 3. 0. c o; 2 -g.  

[ 8 7]    J.   G.  T.  Ki er k el s,   D.    Mi n k,  S.  P a n k e,  F.  A.    M.  L o  m  m e n,   D.   H e e  m s k er k,   D S  M I P  A s s et s 
B v. 2 0 0 32 0 0 3 ,    Pr o c e s s    f or    t h e    Pr e p ar ati o n    of    2, 4-Di d e o x y h e x o s e s    a n d    2, 4, 6  -
Tri d e o x y h e x o s e s,    W  O 2 0 0 3 0 0 6 6 5 6  A 3.  

[ 8 8]    J.  Li u,  C.-C.   H s u,  C.  -H.    W o n g, T etr a h e dr o n  L ett. 2 0 0 42 0 0 4 , 4 5 ,  2 4 3 9-2 4 4 1; ' S e q u e nti al  Al d ol 
C o n d e n s ati o n   C at al y z e d  b y   D er a   M ut a nt  S er 2 3 8 a s p  a n d  a  F or  m al  T ot al  S y nt h e si s  of 
At or v a st ati n' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.t etl et. 2 0 0 4. 0 1. 1 1 0 . 

[ 8 9]    M.   H ari d a s,  E.   M.  A b d elr a h e e  m,   U.   H a n ef el d, A p pl.  Mi cr o bi ol.  Bi ot e c h n ol. 2 0 1 82 0 1 8 ,  1-1 3; 
' 2-D e o x y  -D  -Ri b o s e -5 -P h o s p h at e   Al d ol a s e  (  D E R A ):   A p pli c ati o n s  a n d    M o difi c ati o n s', 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 5 3 -0 1 8 -9 3 9 2 -8.  

[ 9 0]    Z. -Y.  Y o u,   Z. -Q.  Li u,  Y.  -G.   Z h e n g,  Y.  -C.  S h e n, J. I n d u st.    Mi cr o bi ol.   Bi ot e c h n ol. 2 0 1 32 0 1 3 , 
4 0 ,  2 9-3 9; '  C h ar a ct eri z ati o n  a n d  A p pli c ati o n  of  a   N e  wl y  S y nt h e si z e d  2 -D e o x yri b o s e  -5 -
P h o s p h at e  Al d ol a s e' ,  d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 1 0 2 9 5-0 1 2 -1 2 1 3 -y.  

[ 9 1]    T.  V aj di č ,   M.   Oš l aj,   G.  K o pit ar,  P.   Mr a k, M et a b ol.   E n g. 2 0 1 42 0 1 4 , 2 4 ,  1 6 0-1 7 2; ' E n gi n e er e d, 
Hi g hl y   Pr o d u cti v e   Bi o s y nt h e si s  of   Artifi ci al,  L a ct o ni z e d  St ati n  Si d e  -C h ai n   B uil di n g 
Bl o c k s:     T h e      Hi d d e n     P ot e nti al     of     E s c h eri c hi a      C oli      U nl e a s h e d'  , 
htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. y  m b e n. 2 0 1 4. 0 5. 0 1 2 . 

[ 9 2]    M.   A.   H uff  m a n,   A.  Fr y s z k o  w s k a,    O.   Al vi z o,    M.   B orr a   -G ar s k e,   K.  R.   C a  m p o s,  P.   N. 
D e vi n e,   D.   D u a n, J.   H.  F or st at er,  S.  T.   Gr o s s er,   H.    M. J.  S.   H al s e y, S ci e n c e , 2 0 1 92 0 1 9 , 3 6 6 , 
1 2 5 5 -1 2 5 9;  '  D e si g n   of   a n  i n    Vitr o    Bi o c at al yti c    C a s c a d e  f or  t h e    M a n uf a ct ur e   of 
I sl atr a vir',  d oi. or g/1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. a a y 8 4 8 . 

[ 9 3]    M.    Di c k,    O.    H.    W ei er gr ä b er,  T.    Cl a s s e n,    C.    Bi st erf el d,  J.    Br a  m s ki,    H.    G o hl k e,  J. 
Pi etr u s z k a, S ci.   R e p. 2 0 1 62 0 1 6 , 6 ,   1 7 9 0 8;  ' Tr a di n g    Off   St a bilit y   a g ai n st    A cti vit y  i n 
E xtr e  m o p hili c  Al d ol a s e s' , d oid oi . or g/ 1 0. 1 0 3 8/ sr e p 1 7 9 0 8. 

[ 9 4]    K.   N e  mr, J.  E.   M üll er, J.   C. J o o,  P.   G a  w a n d,  R.   C h o u d h ar y,  B.   M e n d o n c a,  S.  L u,  X.  Y u, 
A.  F.  Y a k u ni n,  R.    M a h a d e v a n, M et a b.  E n g. 2 0 1 82 0 1 8 , 4 8 ,  1 3-2 4 ;  ' E n gi n e eri n g  a  S h ort, 
Al d ol a s e -B a s e d   P at h  w a y  f or  ( R) -1,  3 -B ut a n e di ol   Pr o d u cti o n  i n   E s c h eri c hi a    C oli' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. y  m b e n. 2 0 1 8. 0 4. 0 1 3 . 

[ 9 5]    E.   V.    M a k s hi n a,    M.   D u s s eli er,    W. J a n s s e n s, J.   D e gr e v e,  P.   A. J a c o b s,  B.  F.  S el s, C h e  m. 
S o c.  R e v. 2 0 1 42 0 1 4 , 4 3 ,  7 9 1 7-7 9 5 3; ' R e vi e  w  of   Ol d   C h e  mi str y  a n d   N e  w   C at al yti c  A d v a n c e s 
i n t h e  o n-P ur p o s e  S y nt h e si s  of  B ut a di e n e' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 4  C S 0 0 1 0 5 B . 

[ 9 6]    W.  S a br a,   C.   Gr o e g er,   A.   -P.   Z e n g, Bi or e a c.  E n g.  R e s.  I n d u st.   A p p.  I 2 0 1 52 0 1 5 ,  1 6 5-1 9 7; 
'  Mi cr o bi al   C ell  F a ct ori e s f or   Di ol  Pr o d u cti o n',  d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ 1 0 _ 2 0 1 5 _ 3 3 0. 

[ 9 7]    T.   Ki  m,  P. J.  St o gi o s,   A.   N.   K h u s n ut di n o v a,   K.   N e  mr,  T.  S k ari n a,  R.  Fli c k, J.   C. J o o,  R. 
M a h a d e v a n,  A.  S a v c h e n k o,  A.  F.  Y a k u ni n, J.  Bi ol.  C h e  m.  2 0 1 92 0 1 9 , 2 9 5, 2 , 5 9 7 -6 0 9; ' R ati o n al 
E n gi n e eri n g  of  2 -D e o x yri b o s e  -5 -P h o s p h at e  Al d ol a s e s f or t h e  Bi o s y nt h e si s  of ( R) -1,  3 -
B ut a n e di ol' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 7 4/j b c. R A 1 1 9. 0 1 1 3 4 6 .  

[ 9 8]    A.  R.  B o g d a n,  A.   W.  D o  m br o  w s ki, J. M  e d. C  h e  m. 2 0 1 92 0 1 9 , 6 2 ,  6 4 2 2-6 4 6 8; ' E  m er gi n g  Tr e n d s 
i n     Fl o  w      C h e  mi str y     a n d      A p pli c ati o n s    t o    t h e     P h ar  m a c e uti c al    I n d u str y', 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/  ml 4 0 0 3 1 6 p.  

[ 9 9]    K.  F. J e n s e n, A l  C h E J. 2 0 1 72 0 1 7 , 6 3 ,  8 5 8-8 6 9; ' Fl o  w   C h e  mi str y —  Mi cr or e a cti o n  T e c h n ol o g y 
C o  m e s  of  A g e'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ ai c. 1 5 6 4 2 . 

[ 1 0 0]   R.   G ér ar d y,  R.   M or o d o, J.  E st a g er,  P.  L ui s,   D.  P.   D e b e c k er, J. -C.   M.   M o n b ali u, A c c.  S u st. 
Fl o  w  C h e  m. 2 0 2 02 0 2 0 ,  1 1 1-1 4 5; ' S u st ai ni n g t h e  Tr a n siti o n fr o  m  a  P etr o b a s e d t o  a  Bi o b a s e d 
C h e  mi c al I n d u str y   wit h  Fl o  w   C h e  mi str y'  ,  d oi. or g/1 0. 1 0 0 7/ s 4 1 0 6 1 -0 1 8 -0 2 2 2 -3.  



 
 

1 9 9  

[ 1 0 1]   M.   B.  Pl ut s c h a c k,   B.  u.  Pi e b er,   K.   Gil  m or e,  P.   H.  S e e b er g er, C h e  m.   R e v. 2 0 1 72 0 1 7 ;  ' T h e 
Hit c h hi k er’ s   G ui d e t o  Fl o  w   C h e  mi str y  ,  d oi. or g/1 0. 1 0 2 1/ a c s. c h e  mr e v. 7 b 0 0 1 8 3.  

[ 1 0 2]    D.  T.    M c  Q u a d e,  P.   H.  S e e b er g er, J.   Or g.   C h e  m. 2 0 1 32 0 1 3 , 7 8 ,  6 3 8 4-6 3 8 9; ' A p pl yi n g  Fl o  w 
C h e  mi str y:   M et h o d s,   M at eri al s,  a n d   M ulti st e p  S y nt h e si s'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/j o 4 0 0 5 8 3  m . 

[ 1 0 3]   J.    W e g n er,   S.    C e yl a n,    A.    Kir s c h ni n g, A d v.   S y nt h.    C at al. 2 0 1 22 0 1 2 , 3 5 4 ,  1 7-5 7;  ' Fl o  w 
C h e  mi str y  – a     K e y    E n a bli n g    T e c h n ol o g y    f or    (  M ulti st e p)     Or g a ni c    S y nt h e si s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a d s c. 2 0 1 1 0 0 5 8 4 . 

[ 1 0 4]   R.  Ri c ci ar di, J.   H u s k e n s,    W.  V er b o o  m, J.  Fl o  w   C h e  m. 2 0 1 32 0 1 3 , 3 ,  1 2 7-1 3 1; '  H et er o g e n e o u s 
A ci d      C at al y si s      U si n g     a     P erfl u or o s ulf o ni c      A ci d      M o n ol a y er  -F u n cti o n ali z e d 
Mi cr or e a ct or'  , d oi. or g/ 1 0. 1 5 5 6/jf c -d -1 3 -0 0 0 2 4 . 

[ 1 0 5]   A.  R.   B o g d a n,   K.  J a  m e s, Or g.   L ett . 2 0 1 12 0 1 1 , 1 3 ,  4 0 6 0-4 0 6 3;  ' S y nt h e si s  of  5 -I o d o-1,  2,  3 -
Tri a z ol e -C o nt ai ni n g      M a cr o c y cl e s      U si n g      C o p p er    Fl o  w     R e a ct or    T e c h n ol o g y'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ ol 2 0 1 5 6 7 s . 

[ 1 0 6]   J.  B a o,   G.   K.  Tr a n  m er, C h e  m.   C o  m  m. 2 0 1 52 0 1 5 , 5 1 ,  3 0 3 7-3 0 4 4; ' T h e   Utili z ati o n  of   C o p p er 
Fl o  w  R e a ct or s i n   Or g a ni c  S y nt h e si s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 4  C  C 0 9 2 2 1J . 

[ 1 0 7]   A.    Kir s c h ni n g,     W.   S ol o d e n k o,    K.    M e n n e c k e, C h e  m.   E ur.  J. 2 0 0 62 0 0 6 , 1 2 ,   5 9 7 2-5 9 9 0; 
'  C o  m bi ni n g  E n a bli n g  T e c h ni q u e s i n   Or g a ni c  S y nt h e si s:   C o nti n u o u s  Fl o  w   Pr o c e s s e s 
wit h   H et er o g e ni z e d   C at al y st s'  , htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ c h e  m. 2 0 0 6 0 0 2 3 6 . 

[ 1 0 8]   R.   Ni c k el,   N.  S p o n g e; '  H -C u b e ®  A p pli c ati o n   N ot e'.   
[ 1 0 9]   S.  S a a b y,   K.   R.   K n u d s e n,    M.  L a dl o  w,  S.   V.  L e y, C h e  m.   C o  m  m. 2 0 0 52 0 0 5 ,  2 9 0 9-2 9 1 1; ' T h e 

U s e  of  a  C o nti n u o u s  Fl o  w  -R e a ct or  E  m pl o yi n g  a   Mi x e d   H y dr o g e n – Li q ui d  Fl o  w  Str e a  m 
f or t h e  Effi ci e nt  R e d u cti o n  of I  mi n e s t o  A  mi n e s', d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ B 5 0 4 8 5 4 K . 

[ 1 1 0]   C.  K.  L e e,  A.  B.   H ol  m e s,  S.  V.  L e y, I.  F.   M c  C o n v e y,  B.  Al  -D uri,   G.  A.  L e e k e,  R.  C.  S a nt o s, 
J.  P.  S e vill e, C h e  m.   C o  m  m. 2 0 0 52 0 0 5 ,  2 1 7 5-2 1 7 7;  ' Effi ci e nt   B at c h  a n d   C o nti n u o u s  Fl o  w 
S u z u ki    Cr o s s -C o u pli n g  R e a cti o n s  u n d er    Mil d    C o n diti o n s,    C at al y s e d  b y  P ol y ur e a  -
E n c a p s ul at e d     P all a di u  m    (Ii)      A c et at e     a n d     T etr a -N  -B ut yl a  m  m o ni u  m     S alt s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ B 4 1 8 6 6 9 A . 

[ 1 1 1]   N.   T.   P h a n,  J.    K h a n,   P.   St yri n g, T etr a h e dr o n 2 0 0 52 0 0 5 , 6 1 ,   1 2 0 6 5-1 2 0 7 3;  ' P ol y  m er -
S u p p ort e d  P all a di u  m    C at al y s e d  S u z u ki – Mi y a ur a  R e a cti o n s  i n   B at c h  a n d  a    Mi ni   -
C o nti n u o u s  Fl o  w  R e a ct or  S y st e  m'  , htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.t et. 2 0 0 5. 0 7. 1 0 9 . 

[ 1 1 2]    S. J.   H a s  w ell,  B.   O’ S ulli v a n,  P.  St yri n g, L a b  o n  a  C hi p 2 0 0 12 0 0 1 , 1 ,  1 6 4-1 6 6; ' K u  m a d a – C orri u 
R e a cti o n s i n  a  Pr e s s ur e -Dri v e n   Mi cr ofl o  w  R e a ct or'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ B 1 0 4 0 3 5 A . 

[ 1 1 3]   N.  T.  P h a n,   D.   H.  Br o  w n,  P.  St yri n g, Gr e e n   C  h e  m. 2 0 0 42 0 0 4 , 6 ,  5 2 6-5 3 2; ' A  F a cil e    M et h o d 
f or   C at al y st I  m  m o bili s ati o n  o n  Sili c a:   Ni c k el-C at al y s e d   K u  m a d a   R e a cti o n s i n    Mi ni  -
C o nti n u o u s  Fl o  w  a n d  B at c h  R e a ct or s'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ B 4 0 5 2 0 3J . 

[ 1 1 4]   D.  P er er a, J.   W.  T u c k er,  S.  Br a h  m b h att,  C. J.   H el al,  A.  C h o n g,   W.  F arr ell,  P.  Ri c h ar d s o n, 
N.    W.  S a c h, S ci e n c e 2 0 1 82 0 1 8 , 3 5 9 ,  4 2 9-4 3 4; ' A  Pl atf or  m f or   A ut o  m at e d   N a n o  m ol e -S c al e 
R e a cti o n     S cr e e ni n g     a n d      Mi cr o  m ol e -S c al e     S y nt h e si s     i n     Fl o  w' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 6/ s ci e n c e. a a p 9 1 1 2 . 

[ 1 1 5]   N.   K o c k  m a n n,    M.   G ott s p o n er,   B.   Zi  m  m er  m a n n,   D.    M.   R o b er g e, C h e  m.  E ur. J. 2 0 0 82 0 0 8 , 
1 4 ,  7 4 7 0-7 4 7 7; ' E n a bli n g   C o nti n u o u s ‐Fl o  w   C h e  mi str y i n    Mi cr o str u ct ur e d   D e vi c e s f or 
P h ar  m a c e uti c al  a n d  Fi n e ‐C h e  mi c al  Pr o d u cti o n'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ c h e  m. 2 0 0 8 0 0 7 0 7 . 

[ 1 1 6]   D.     M.   R o b er g e,    B.    Zi  m  m er  m a n n,   F.   R ai n o n e,     M.    G ott s p o n er,     M.   E y h ol z er,    N. 
K o c k  m a n n, Or g.    Pr o c .  R e s.    D e v. 2 0 0 82 0 0 8 , 1 2 ,  9 0 5-9 1 0;  '  Mi cr or e a ct or  T e c h n ol o g y  a n d 
C o nti n u o u s  Pr o c e s s e s  i n  t h e  Fi n e    C h e  mi c al  a n d  P h ar  m a c e uti c al  I n d u str y:  I s  t h e 
R e v ol uti o n   U n d er  w a y ?' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ o p 8 0 0 1 2 7 3 . 

[ 1 1 7]   N.   G.  A n d er s o n, Or g.  Pr o c e s s  R e s.   D e v. 2 0 1 22 0 1 2 , 1 6 ,  8 5 2-8 6 9; '  U si n g  C o nti n u o u s  Pr o c e s s e s 
t o I n cr e a s e  Pr o d u cti o n', d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ o p 2 0 0 3 4 7 k . 

 



 
 

2 0 0  

[ 1 1 8]   I.   R.   B a x e n d al e, J.   C h e  m.  T e c h n ol.   Bi ot e c h n ol. 2 0 1 32 0 1 3 , 8 8 ,  5 1 9-5 5 2; ' T h e I nt e gr ati o n  of 
Fl o  w  R e a ct or s i nt o  S y nt h eti c   Or g a ni c   C h e  mi str y' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/j ct b. 4 0 1 2 . 

[ 1 1 9]   S.  V.  L e y, C h e  m.  R e c. 2 0 1 22 0 1 2 , 1 2 ,  3 7 8-3 9 0; '  O n  B ei n g   Gr e e n:   C a n  Fl o  w   C h e  mi str y   H el p ?' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/t cr. 2 0 1 1 0 0 0 4 1 . 

[ 1 2 0]    S.   V.  L e y, I.  R.  B a x e n d al e,  R.   N.  Br e a  m,  P.  S. J a c k s o n,   A.   G.  L e a c h,   D.   A.  L o n g b ott o  m, 
M.   N e si, J.  S.  S c ott,  R. I.  St or er,  S. J.  T a yl or, J.   C h e  m.  S o c. 2 0 0 02 0 0 0 , 2 3 ,  3 8 1 5-4 1 9 5; '  M ulti -
St e p    Or g a ni c  S y nt h e si s    U si n g  S oli d -S u p p ort e d   R e a g e nt s  a n d  S c a v e n g er s:    A    N e  w 
P ar a di g  m i n   C h e  mi c al  Li br ar y   G e n er ati o n' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ B 0 0 6 5 8 8I . 

[ 1 2 1]    T.   T s u b o g o,    H.    O y a  m a d a,   S.    K o b a y a s hi, N at ur e 2 0 1 52 0 1 5 , 5 2 0 ,   3 2 9-3 3 2;  '  M ulti st e p 
C o nti n u o u s  -Fl o  w  S y nt h e si s  of ( R) -a n d ( S) -R oli pr a  m   U si n g   H et er o g e n e o u s   C at al y st s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ n at ur e 1 4 3 4 3.  

[ 1 2 2]    T.  T s u b o g o,  Y.  Y a  m a s hit a,  S.  K o b a y a s hi, C h e  m  .  E ur. J. 2 0 1 22 0 1 2 , 1 8 ,  1 3 6 2 4-1 3 6 2 8; ' T o  w ar d 
Effi ci e nt  A s y  m  m etri c   C ar b o n – C ar b o n  B o n d  F or  m ati o n:   C o nti n u o u s  Fl o  w   wit h   C hir al 
H et er o g e n e o u s   C at al y st s'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ c h e  m. 2 0 1 2 0 2 8 9 6 . 

[ 1 2 3]    J.    C.  P a str e,    D.  L.   Br o  w n e,  S.   V.  L e y, C h e  m.  S o c.  R e v. 2 0 1 32 0 1 3 , 4 2 ,  8 8 4 9-8 8 6 9;  ' Fl o  w 
C h e  mi str y  S y nt h e s e s  of   N at ur al  Pr o d u ct s'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 3  C S 6 0 2 4 6J . 

[ 1 2 4]    I.   R.   B a x e n d al e,   C.    M.   Griffit h s-J o n e s,  S.   V.  L e y,   G.   K.  Tr a n  m er, S y nl ett 2 0 0 62 0 0 6 , 2 0 0 6 , 
0 4 2 7 -0 4 3 0;   ' Pr e p ar ati o n   of   t h e     N e oli g n a n     N at ur al   Pr o d u ct     Gr o s s a  mi d e   b y   a 
C o nti n u o u s  -Fl o  w  Pr o c e s s' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 5 5/ s -2 0 0 6 -9 2 6 2 4 4.  

[ 1 2 5]    J.-M.    C h oi,  S.  -S.    H a n,    H. -S.   Ki  m, Bi ot e c h n ol.   A d v. 2 0 1 52 0 1 5 , 3 3 ,  1 4 4 3-1 4 5 4;  'I n d u stri al 
A p pli c ati o n s    of    E n z y  m e     Bi o c at al y si s:     C urr e nt    St at u s    a n d    F ut ur e     A s p e ct s'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. bi ot e c h a d v. 2 0 1 5. 0 2. 0 1 4 . 

[ 1 2 6]    E.   G ar cí a -J u n c e d a, I.  L a v a n d er a,   D.  R ot h er, J.   H.  S c hritt  wi e s er, J.   M ol.  C at al.  B:  E n z y  m. 
2 0 1 52 0 1 5 , 1 1 4 ,    1-6;    '(  C h e  m o) E n z y  m ati c      C a s c a d e s —  N at ur e' s     S y nt h eti c     Str at e g y 
Tr a n sf err e d t o t h e  L a b or at or y' , htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.  m ol c at b. 2 0 1 4. 1 2. 0 0 7 . 

[ 1 2 7]    G.    H u g h e s,  J.    C.  L e  wi s, C h e  m.   R e v. 2 0 1 82 0 1 8 , 1 1 8 ,  1-3;  'I ntr o d u cti o n:    Bi o c at al y si s  i n 
I n d u str y';  doi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s. c h e  mr e v. 7 b 0 0 7 4 1 . 

[ 1 2 8]    A.  S c h  mi d, J.   D or di c k,  B.   H a u er,  A.  Ki e n er,   M.    W u b b olt s,  B.    Wit h olt, N at ur e 2 0 0 12 0 0 1 , 4 0 9 , 
2 5 8 -2 6 8; 'I n d u stri al  Bi o c at al y si s  T o d a y  a n d  T o  m orr o  w' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ 3 5 0 5 1 7 3 6.  

[ 1 2 9]    R.  A.  S h el d o n,   D.  Br a d y, C h e  m.   C o  m  m. 2 0 1 82 0 1 8 ; ' T h e  Li  mit s t o  Bi o c at al y si s:  P u s hi n g t h e 
E n v el o p e' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 8  C  C 0 2 4 6 3  D . 

[ 1 3 0]   F.   H.  Ar n ol d,  A.  A.  V ol k o v, C urr.   O  pi n.  C  h e  m.  B i ol. 1 9 9 91 9 9 9 , 3 ,  5 4-5 9; '  Dir e ct e d  E v ol uti o n 
of  Bi o c at al y st s' , htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 1 3 6 7 -5 9 3 1( 9 9) 8 0 0 1 0 -6 . 

[ 1 3 1]   M.  S.  P a c k er,   D.  R.  Li u, N at ur e  R e v.   G e n. 2 0 1 52 0 1 5 , 1 6 ,  3 7 9-3 9 4; '  M et h o d s f or t h e   Dir e ct e d 
E v ol uti o n  of  Pr ot ei n s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ nr g 3 9 2 7.  

[ 1 3 2]    P.   D e  S a nti s,  L. -E.   M e y er,  S.  K ar a, R e a ct . C h e  m.  E n gi n. 2 0 2 02 0 2 0 , 5 ,  2 1 5 5-2 1 8 4; ' T h e  Ri s e  of 
C o nti n u o u s  Fl o  w  Bi o c at al y si s  – F u n d a  m e nt al s,  V er y  R e c e nt   D e v el o p  m e nt s  a n d  F ut ur e 
P er s p e cti v e s' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 3 9/  D 0 R E 0 0 3 3 5 B . 

[ 1 3 3]   P.   V. I y er,  L.   A n a nt h a n ar a y a n, Pr o c . bi o c h e  m. 2 0 0 82 0 0 8 , 4 3 ,  1 0 1 9-1 0 3 2; ' E n z y  m e  St a bilit y 
a n d     St a bili z ati o n —  A q u e o u s     a n d      N o n -A q u e o u s     E n vir o n  m e nt' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. pr o c bi o. 2 0 0 8. 0 6. 0 0 4 . 

[ 1 3 4]   A.   A.    H o  m a ei,  R.  S ariri,  F.   Vi a n ell o,  R.  St e v a n at o, J.   C h e  m.   Bi ol. 2 0 1 32 0 1 3 , 6 ,  1 8 5-2 0 5; 
' E n z y  m e I  m  m o bili z ati o n:  A n   U p d at e', d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 1 2 1 5 4 -0 1 3 -0 1 0 2 -9.  

[ 1 3 5]   R.   C.  R o dri g u e s,   C.    Orti z,   Á.   B er e n g u er -M ur ci a,  R.  T orr e s,  R.  F er n á n d e z   -L af u e nt e, 
C h e  m.  S o c.   R e v. 2 0 1 32 0 1 3 , 4 2 ,  6 2 9 0-6 3 0 7; '  M o dif yi n g  E n z y  m e   A cti vit y  a n d  S el e cti vit y  b y 
I  m  m o bili z ati o n', d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 2  C S 3 5 2 3 1 A . 

[ 1 3 6]   L.  T a  m b ori ni,   P.  F er n a n d e s,  F.   P ar a di si,  F.    M oli n ari, Tr e n d s   Bi ot e c h n ol. 2 0 1 72 0 1 7 ; ' Fl o  w 
Bi or e a ct or s   a s     C o  m pl e  m e nt ar y   T o ol s   f or     Bi o c at al yti c   Pr o c e s s   I nt e n sifi c ati o n'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.ti bt e c h. 2 0 1 7. 0 9. 0 0 5.  

[ 1 3 7]   I.   R.   B a x e n d al e, J.   D e el e y,   C.    M.   Griffit h s-J o n e s,  S.   V.  L e y,  S.  S a a b y,   G.   K.  Tr a n  m er, 
C h e  m.  c o  m  m. 2 0 0 62 0 0 6 ,  2 5 6 6-2 5 6 8; ' A  Fl o  w  Pr o c e s s  f or  t h e    M ulti -St e p  S y nt h e si s  of  t h e 
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Al k al oi d   N at ur al  Pr o d u ct   O x o  m ariti di n e:   A   N e  w  P ar a di g  m f or    M ol e c ul ar   A s s e  m bl y'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ B 6 0 0 3 8 2 F . 

[ 1 3 8]   G.   Öl c ü c ü,   U.  Kr a u s s,  K.  -E. J ä g er, J.  Pi etr u s z k a, C h e  m. I n g.   T e c h.  2 0 2 32 0 2 3 , 9 5 ,  4,  5 3 1-5 4 2 , 
‘  C arri er-Fr e e     E n z y  m e     I  m  m o bili z at e s     f or     Fl o  w      C h e  mi str y’, 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ cit e. 2 0 2 2 0 0 1 6 7 . 

[ 1 39 ]   A.  B ut h e,  N a n o s c al e  Bi o c at al.  2 0 1 12 0 1 1 ,  2 2 3-2 3 7 , 'E ntr a p  m e nt  of  E n z y  m e s i n  n a n o p or o u s 
S ol -G el s  ', d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ 9 7 8 -1 -6 1 7 7 9 -1 3 2 -1 _ 1 8.  

[ 14 0 ]   A.  Pi err e, Bi o c at al.   Bi otr a n sf or  m. 2 0 0 42 0 0 4 , 2 2 ,  1 4 5-1 7 0;  ' T h e  S ol -G el  E n c a p s ul ati o n  of 
E n z y  m e s' ,  d oi. or g/ 1 0. 1 0 8 0/ 1 0 2 4 2 4 2 0 4 1 2 3 3 1 2 8 3 3 1 4. 

[ 1 41 ]   M.  Bil al,    M.  A s g h er,   H.    M  N I q b al, Pr ot.  P e pt.  L ett . 2 0 1 62 0 1 6 , 2 3 ,  8 1 2-8 1 8; ' P ol y a cr yl a  mi d e 
G el  -E ntr a p p e d  F u n g al    M a n g a n e s e  P er o xi d a s e fr o  m   G a n o d er  m a  L u ci d u  m I bl -0 5   wit h 
E n h a n c e d      C at al yti c,     St a bilit y,     a n d     R e u s a bilit y      C h ar a ct eri sti c s' , 
d oi. or g/ 1 0. 2 1 7 4/ 0 9 2 9 8 6 6 5 2 3 9 9 9 1 6 0 7 2 2 1 4 5 7 4 0 . 

[ 1 42 ]    M.  A.   N a  w a z,  A.  A  m a n,   H.   U.  R e h  m a n,  Z.  Bi bi,  A.  A n s ari,  Z. I sl a  m, I.  A.  K h a n,  S.  A.   U. 
Q a d er, A p pl.  bi o c h e  m.  bi ot e c h n ol. 2 0 1 62 0 1 6 , 1 7 9 ,  3 8 3-3 9 7; ' P ol y a cr yl a  mi d e   G el -E ntr a p p e d 
M alt a s e:   A n  E x c ell e nt   D e si g n  of   U si n g    M alt a s e i n   C o nti n u o u s I n d u stri al  Pr o c e s s e s'   , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 1 2 0 1 0 -0 1 6 -2 0 0 1 -3.  

[ 1 43 ]   J.  J e g a n  R o y,  T.  E  mili a    A br a h a  m, C h e  m.  R e v. 2 0 0 42 0 0 4 , 1 0 4 ,  3 7 0 5-3 7 2 2;  ' Str at e gi e s  i n 
M a ki n g   Cr o s s  -Li n k e d  E n z y  m e   Cr y st al s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ cr 0 2 0 4 7 0 7 . 

[ 1 44 ]   R.   S h el d o n, Bi o c h e  m.   S o c.   Tr a n s a ct. 2 0 0 72 0 0 7 , 3 5 ,   1 5 8 3-1 5 8 7;  '  Cr o s s -Li n k e d   E n z y  m e 
A g gr e g at e s     (  Cl e a ® s ):     St a bl e     a n d     R e c y cl a bl e      Bi o c at al y st s', 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 4 2/ B S T 0 3 5 1 5 8 3 . 

[ 1 45 ]   W.   H art  m ei er, Tr e n d s   Bi ot e c h n ol. 1 9 8 51 9 8 5 , 3 ,  1 4 9-1 5 3; 'I  m  m o bili z e d   Bi o c at al y st s —  fr o  m 
Si  m pl e t o   C o  m pl e x  S y st e  m s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ 0 1 6 7 -7 7 9 9( 8 5) 9 0 1 0 4 -0 . 

[ 1 46 ]   E.    K at c h al s ki -K at zir,    D.    M.    Kr a e  m er, J.    M ol.  c at al.  B:  e n z y  m. 2 0 0 02 0 0 0 , 1 0 ,  1 5 7-1 7 6; 
' E u p er git ®    C,   a    C arri er  f or  I  m  m o bili z ati o n   of   E n z y  m e s   of  I n d u stri al   P ot e nti al', 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 1 3 8 1 -1 1 7 7( 0 0) 0 0 1 2 4 -7 . 

[ 1 47 ]   A. I.  K all e n b er g,  F.  v a n  R a nt  wij k,  R.  A.  S h el d o n, A d v.  S y nt h.   C at al. 2 0 0 52 0 0 5 , 3 4 7 ,  9 0 5-9 2 6; 
'I  m  m o bili z ati o n   of   P e ni cilli n     G    A c yl a s e:   T h e    K e y   t o     O pti  m u  m   P erf or  m a n c e', 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a d s c. 2 0 0 5 0 5 0 4 2 . 

[ 1 48 ]   M.  T u,  X.  Z h a n g,  A.  K ur a bi,   N.   Gil k e s,    W.   M a b e e, J.  S a d dl er, Bi ot e c h n ol.  L ett . 2 0 0 62 0 0 6 , 2 8 , 
1 5 1 -1 5 6;   'I  m  m o bili z ati o n    of    b -Gl u c o si d a s e    o n    E u p er git     C   f or    Li g n o c ell ul o s e 
H y dr ol y si s'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 1 0 5 2 9 -0 0 5 -5 3 2 8 -3.  

[ 1 49 ]   Z.    K n e z e vi c,    N.    Mil o s a vi c,    D.   B e z br a di c a,    Z.  J a k o vlj e vi c,  R.  Pr o d a n o vi c, Bi o c h e  m. 
E n gi n.  J. 2 0 0 62 0 0 6 , 3 0 ,  2 6 9-2 7 8;  'I  m  m o bili z ati o n   of   Li p a s e  fr o  m    C a n di d a   R u g o s a   o n 
E u p er git ®   C  S u p p ort s  b y   C o v al e nt  Att a c h  m e nt' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. b ej. 2 0 0 6. 0 5. 0 0 9 . 

[ 15 0 ]   Ö.  Al pt e ki n,  S.  S.  T ü k el,   D.  Yıl dırı  m,   D.  Al a g ö z, J.   M ol.   C at al.  B:  E n z y  m. 2 0 1 02 0 1 0 , 6 4 ,  1 7 7-
1 8 3;   'I  m  m o bili z ati o n   of     C at al a s e   o nt o   E u p er git     C   a n d   It s     C h ar a ct eri z ati o n' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.  m ol c at b. 2 0 0 9. 0 9. 0 1 0 . 

[ 1 51 ]   M.  L.   C o nt e nt e,  F.  P ar a di si, N at ur e   C at al. 2 0 1 82 0 1 8 , 1 ,  4 5 2-4 5 9; ' S elf -S u st ai ni n g   Cl o s e d -
L o o p    M ulti e n z y  m e -M e di at e d    C o n v er si o n  of    A  mi n e s  i nt o    Al c o h ol s  i n    C o nti n u o u s 
R e a cti o n s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ s 4 1 9 2 9 -0 1 8 -0 0 8 2 -9.  

[ 1 52 ]    O.  B ar b o s a,   C.   Orti z,   Á.  B er e n g u er  -M ur ci a,  R.  T orr e s,  R.   C.  R o dri g u e s,  R.  F er n a n d e z   -
L af u e nt e, Bi ot e c h n ol.     A d v. 2 0 1 52 0 1 5 , 3 3 ,    4 3 5-4 5 6;   ' Str at e gi e s   f or   t h e     O n e -St e p 
I  m  m o bili z ati o n– P urifi c ati o n     of     E n z y  m e s     a s     I n d u stri al      Bi o c at al y st s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. bi ot e c h a d v. 2 0 1 5. 0 3. 0 0 6 . 

[ 1 53 ]   C.    G.   E n gl a n d,    H.   L u o,     W.    C ai, Bi o c o nj u g.    C h e  m. 2 0 1 52 0 1 5 , 2 6 ,   9 7 5-9 8 6;  '  H al ot a g 
T e c h n ol o g y:      A      V er s atil e     Pl atf or  m     f or      Bi o  m e di c al      A p pli c ati o n s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s. bi o c o nj c h e  m. 5 b 0 0 1 9 1 . 
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[ 1 54 ]   Y.  Li, Bi ot e c h n ol.  A p pl.  Bi o c h e  m. 2 0 1 02 0 1 0 , 5 5 ,  7 3-8 3; '  C o  m  m o nl y   U s e d  T a g   C o  m bi n ati o n s 
f or  T a n d e  m  Affi nit y  P urifi c ati o n', d oi. or g/ 1 0. 1 0 4 2/ B A 2 0 0 9 0 2 7 3 . 

[ 1 55 ]   L.  P.  E n c ell,  R.  F.   O h a n a,  K.  Zi  m  m er  m a n,  P.   Ott o,   G.  Vi d u giri s,   M.   G.    W o o d,   G.  V.  L o s, 
M.   G.   M c  D o u g all,   C.  Zi  m pri c h,   N.  K ar a s si n a, C urr.   C h e  m.   G e n o  m. 2 0 1 22 0 1 2 , 6 ,  5 5; ' S u p pl 
1:    D e v el o p  m e nt  of  a    D e h al o g e n a s e -B a s e d  Pr ot ei n  F u si o n  T a g    C a p a bl e  of   R a pi d, 
S el e cti v e     a n d      C o v al e nt      Att a c h  m e nt     t o      C u st o  mi z a bl e     Li g a n d s' , 
d oi. or g/ 1 0. 2 1 7 4/ 1 8 7 5 3 9 7 3 0 1 2 0 6 0 1 0 0 5 5 . 

[ 1 56 ]   G.  V.  L o s,  L.  P.  E n c ell,   M.   G.   M c  D o u g all,   D.   D.   H art z ell,   N.  K ar a s si n a,   C.  Zi  m pri c h,   M. 
G.    W o o d,  R.  L e ari s h,  R.  F.   O h a n a,   M.   Ur h, A  C S   C h e  m.  Bi ol. 2 0 0 82 0 0 8 , 3 ,  3 7 3-3 8 2; '  H al ot a g: 
A    N o v el   Pr ot ei n   L a b eli n g   T e c h n ol o g y  f or    C ell  I  m a gi n g   a n d   Pr ot ei n    A n al y si s'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ c b 8 0 0 0 2 5 k . 

[ 1 57 ]   I.  P o p a,  R.  B er k o vi c h, J.  Al e gr e-C e b oll a d a,  C.  L.  B a dill a, J.  A.  Ri v a s  -P ar d o,  Y.  T a ni g u c hi, 
M.    K a  w a k a  mi,   J.     M.   F er n a n d e z, J.    A  m.     C h e  m.   S o c. 2 0 1 32 0 1 3 , 1 3 5 ,   1 2 7 6 2-1 2 7 7 1; 
'  N a n o  m e c h a ni c s  of   H al ot a g  T et h er s', d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/j a 4 0 5 6 3 8 2 . 

[ 1 58 ]   J.    D ö b b er,    M.  P o hl, J.    Bi ot e c h n ol. 2 0 1 72 0 1 7 , 2 4 1 ,  1 7 0-1 7 4;  '  H al ot a g ™  :  E v al u ati o n  of  a 
C o v al e nt      O n e  -St e p     I  m  m o bili z ati o n     f or      Bi o c at al y si s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.j bi ot e c. 2 0 1 6. 1 2. 0 0 4 . 

[ 1 59 ]   J.   D ö b b er,   M.  P o hl,  S.  L e y,  B.   M u si o, R e a c.  C h e  m.  E n gi n. 2 0 1 82 0 1 8 , 3 ,  8-1 2; ' R a pi d,  S el e cti v e 
a n d  St a bl e   H al ot a g -L b   A d h I  m  m o bili z ati o n   Dir e ctl y fr o  m   Cr u d e   C ell  E xtr a ct f or t h e 
C o nti n u o u s      Bi o c at al yti c     Pr o d u cti o n     of      C hir al      Al c o h ol s     a n d     E p o xi d e s'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 7 R E 0 0 1 7 3  H . 

[ 16 0 ]   J.   D ö b b er,  T.   G erl a c h,   H.   Off er  m a n n,   D.  R ot h er,    M.  P o hl, Gr e e n   C h e  m. 2 0 1 82 0 1 8 , 2 0 ,  5 4 4-
5 5 2;  '  Cl o si n g  t h e    G a p  f or  Effi ci e nt  I  m  m o bili z ati o n  of    Bi o c at al y st s  i n    C o nti n u o u s 
Pr o c e s s e s:   H al ot a g ™   F u si o n  E n z y  m e s f or  a   C o nti n u o u s  E n z y  m ati c   C a s c a d e  T o  w ar d s 
a  Vi ci n al   C hir al   Di ol' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 7  G  C 0 3 2 2 5 K . 

[ 1 61 ]   B.  B a u  m er,  T.   Cl a s s e n,   M.  P o hl, J.  Pi etr u s z k a, A d v.  S y nt h.   C at al. 2 0 2 02 0 2 0 , 3 6 2 ,  2 8 9 4-2 9 0 1; 
' Effi ci e nt    Ni c oti n a  mi d e    A d e ni n e    Di n u cl e oti d e  P h o s p h at e  [  N a d p  (  H)]  R e c y cli n g  i n 
Cl o s e d  ‐L o o p   C o nti n u o u s  Fl o  w  Bi o c at al y si s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a d s c. 2 0 2 0 0 0 0 5 8 . 

[ 1 62 ]    M.   H ari d a s,   C.  Bi st erf el d,  L.   M.   C h e n,  S.  R.   M ar s d e n,  F.  T o ni n,  R.   M é di ci,  A. Iri b arr e n, 
E.  L e  w k o  wi c z,  P. -L.   H a g e d o or n,   U. J.   C.   H a n ef el d, C at al y st s  2 0 2 02 0 2 0 , 1 0 ,  8 8 3; '  Di s c o v er y 
a n d  E n gi n e eri n g  of  a n   Al d e h y d e  T ol er a nt  2 -D e o x y  -D  -Ri b o s e  5 -P h o s p h at e   Al d ol a s e 
(  D er a) fr o  m  P e ct o b a ct eri u  m  Atr o s e pti c u  m', d oi. or g/ 1 0. 3 3 9 0/ c at al 1 0 0 8 0 8 8 3 . 

[ 1 63 ]   F.  S u bri zi,    M.   Cr u ci a n elli,   V.    Gr o s si,    M.  P a s s a c a nt a n d o,    G.   B ott a,  R.   A nti o c hi a,  R. 
S al a di n o, A  C S   C at al. 2 0 1 42 0 1 4 , 4 ,  3 0 5 9-3 0 6 8; ' V er s atil e  a n d  Effi ci e nt I  m  m o bili z ati o n  of  2 -
D e o x yri b o s e  -5 -P h o s p h at e    Al d ol a s e   (  D E R A )   o n     M ulti  w all e d    C ar b o n    N a n ot u b e s', 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ c s 5 0 0 5 1 1 c . 

[ 1 64 ]   T.  Y.   N ar a,   H.  T o g a s hi,  S.   O n o,    M.  E g a  mi,   C.  S e ki k a  w a,  Y. -H.  S u z u ki,  I.    M a s u d a,  J. 
O g a  w a,   N.   H ori n o u c hi,  S.  S hi  mi z u,  F.   Mi z u k a  mi,  T.  T s u n o d a, J.   M ol.   C at al.  B:  E n z y  m. 
2 0 1 12 0 1 1 , 6 8 ,   1 8 1-1 8 6;  'I  m pr o v e  m e nt   of    Al d e h y d e   T ol er a n c e   a n d   S e q u e nti al    Al d ol 
C o n d e n s ati o n  A cti vit y  of   D e o x yri b o al d ol a s e  Vi a I  m  m o bili z ati o n  o n I nt er p arti cl e  P or e 
T y p e   M e s o p or o u s  Sili c a' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.  m ol c at b. 2 0 1 0. 1 0. 0 0 8 . 

[ 1 65 ]   A.    W a n g,    W.   G a o,  F.  Z h a n g,  F.   C h e n,  F.   D u,  X.  Yi n, Bi o pr o c.  Bi o s y st.  E n gi n. 2 0 1 22 0 1 2 , 3 5 , 
8 5 7 -8 6 3; ' A  mi n o  A ci d -M e di at e d  Al d ol a s e I  m  m o bili s ati o n f or  E n h a n c e d   C at al y si s  a n d 
T h er  m o st a bilit y' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 4 4 9 -0 1 1 -0 6 7 0 -4.  

[ 1 66 ]   H.   F ei,    G.   X u,  J.  -P.    W u,   L. -R.   Y a n g, J.    M ol.  C at al.    B:   E n z y  m. 2 0 1 42 0 1 4 , 1 0 1 ,  8 7-9 1; 
'I  m pr o v e  m e nt  of t h e  T h er  m al  St a bilit y  a n d  Al d e h y d e  T ol er a n c e  of   D e o x yri b o al d ol a s e 
Vi a I  m  m o bili z ati o n  o n   N a n o -M a g n et   M at eri al'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.  m ol c at b. 2 0 1 4. 0 1. 0 0 4 . 

[ 1 67 ]   S.   R ei ni c k e,    H.    C.   R e e s,   P.   E s p e el,    N.    V a n p arij s,    C.    Bi st erf el d,    M.    Di c k,   R.   R. 
R o s e n cr a nt z,   G.   Br e z e si n s ki,   B.   G.  d e   G e e st,  F.  E.   D u  Pr e z, A  C S   A p pl.    M at.   I nt erf a c. 
2 0 1 72 0 1 7 , 9 ,  8 3 1 7-8 3 2 6;  'I  m  m o bili z ati o n  of  2 -D e o x y  -D  -Ri b o s e -5 -P h o s p h at e    Al d ol a s e  i n 
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P ol y  m eri c     T hi n     Fil  m s      Vi a     t h e     L a n g  m uir – S c h a ef er     T e c h ni q u e' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s a  mi. 6 b 1 3 6 3 2 . 

[ 1 68 ]   S.   Z h a n g,   C.   Bi st erf el d,  J.   Br a  m s ki,   N.   V a n p arij s,   B.   G.   D e   G e e st,  J.  Pi etr u s z k a,   A. 
B ö k er,  S.   R ei ni c k e, Bi o c o nj u g.   C h e  m. 2 0 1 82 0 1 8 , 2 9 ,  1 0 4-1 1 6; ' Bi o c at al yti c all y   A cti v e  T hi n 
Fil  m s     Vi a   S elf -A s s e  m bl y   of   2 -D e o x y  -D  -Ri b o s e -5 -P h o s p h at e     Al d ol a s e – P ol y   (  N -
I s o pr o p yl a cr yl a  mi d e)   C o nj u g at e s', d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s. bi o c o nj c h e  m. 7 b 0 0 6 4 5 . 

[ 1 69 ]   J.    Br a  m s ki,    M a st er ar b eit,  'I d e ntifi k ati o n  u n d    C h ar a kt eri si er u n g  v o n    A c et al d e h y d-
r e si st e nt e n     2-D e s o x yri b o s e  -5 -p h o s p h at -al d ol a s e n',      H ei nri c h -H ei n e  -U ni v er sit ät 
D ü s s el d orf 2 0 1 62 0 1 6 . 

[ 17 0 ]   C.  Bi st erf el d,   Di s s ert ati o n, ' R ati o n al e s   D e si g n  d er  A c et al d e h y d  -a b h ä n gi g e n  Al d ol a s e n 
u n d  d er e n    A n  w e n d u n g  i n  d er  or g a ni s c h e n  S y nt h e s e',    H ei nri c h -H ei n e  -U ni v er sit ät 
D ü s s el d orf, 2 0 1 62 0 1 6 . 

[ 1 71 ]   C.  Bi st erf el d,  T.   Cl a s s e n, I.  K ü b erl,  B.   H e n ß e n,  A.   M et z,   H.   G o hl k e, J.  Pi etr u s z k a, P L o S 
O  N E 2 0 1 62 0 1 6 , 1 1 ,  e 0 1 5 6 5 2 5;  ' R e d e si g ni n g    Al d ol a s e  St er e o s el e cti vit y  b y    H o  m ol o g o u s 
Gr afti n g'  , d oi. or g/ 1 0. 1 3 7 1/j o ur n al. p o n e. 0 1 5 6 5 2 5 . 

[ 1 72 ]    S.  S ar s a n,    A.    V.   R o d h e,    K.    V.    V.   R o y,  S.  J a g a v ati, Mi cr o b.    E s s e nt. 2 0 2 42 0 2 4 ,  2 6 5-2 9 9; 
' Bi ot e c h n ol o gi c al  P ot e nti al  of   C ol d-A d a pti v e  E xtr e  m o z y  m e s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ B 9 7 8 -0 -
4 4 3 -1 3 9 3 2 -1. 0 0 0 2 1 -0 . 

[ 1 73 ]   M.   Di c k,   Di s s ert ati o n,  ' Str u kt ur ell e   U nt er s u c h u n g e n  z ur   A kti vit ät  u n d  St a bilit ät  i n 
A c et al d e h y d -a b h ä n gi g e n  Al d ol a s e n',   H ei nri c h -H ei n e  -U ni v er sit ät   D ü s s el d orf 2 0 1 62 0 1 6 . 

[ 1 74 ]   C.  Bi st erf el d, I.   K ü b erl,    M.   Di c k, J.  Pi etr u s z k a, S y nl ett 2 0 1 62 0 1 6 , 2 7 ,  1 1-1 6; ' A  Fl u or o g e ni c 
S cr e e ni n g  f or  E n a nti o -  a n d    Di a st er e o s el e cti vit y  of  2 -D e o x y  -D  -Ri b o s e -5 -P h o s p h at e 
Al d ol a s e s' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 5 5/ s -0 0 3 5 -1 5 6 0 7 2 3.  

[ 1 75 ]   J.  Cl a y d e n,   N.   Gr e e v e s,  S.   W arr e n, 'Or g a ni c  C h e  mi str y ', O xf or d  U ni v er sit y  Pr e s s, 2 0 1 22 0 1 2 . 
[ 1 76 ]   J.   St a u nt o n,    K.   J.     W ei s s  m a n, N at.    Pr o d.   R e p. 2 0 0 12 0 0 1 , 1 8 ,   3 8 0-4 1 6;   ' P ol y k eti d e 

Bi o s y nt h e si s:  A   Mill e n ni u  m  R e vi e  w' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/ A 9 0 9 0 7 9  G . 
[ 1 77 ]   H.  L.  S h a  m,  C.  Z h a o,  L.  Li,   D.  A.  B et e b e n n er,  A.  S al di v ar,  S.  V a s a v a n o n d a,   D. J.  K e  m pf, 

J.  J.  Pl att n er,   D.    W.   N or b e c k, Bi o or g.    M e d.   C h e  m.  L ett . 2 0 0 22 0 0 2 , 1 2 ,  3 1 0 1-3 1 0 3;  '  N o v el 
L o pi n a vir   A n al o g u e s  I n c or p or ati n g    N o n -Ar o  m ati c  P -1  Si d e   C h ai n s —  S y nt h e si s  a n d 
Str u ct ur e – A cti vit y  R el ati o n s hi p s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 0 9 6 0 -8 9 4 X( 0 2) 0 0 6 4 3 -1 . 

[ 1 78 ]   G.    D e S a nti s,  J.    B.  J o n e s, C urr.    O pi n.    Bi ot e c h n ol. 1 9 9 91 9 9 9 , 1 0 ,   3 2 4-3 3 0;  '  C h e  mi c al 
M o difi c ati o n    of    E n z y  m e s   f or    E n h a n c e d    F u n cti o n alit y'   ,   d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ S 0 9 5 8 -
1 6 6 9( 9 9) 8 0 0 5 9 -7 . 

[ 1 79 ]   M.   T.   R e et z,  J.    D.    C ar b all eir a, N at  .  P r ot. 2 0 0 72 0 0 7 , 2 ,   8 9 1-9 0 3;  'It er ati v e   S at ur ati o n 
M ut a g e n e si s    (I  S  M )    f or    R a pi d     Dir e ct e d    E v ol uti o n    of    F u n cti o n al    E n z y  m e s', 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 8/ n pr ot. 2 0 0 7. 7 2.  

[ 18 0 ]   K.    H er n a n d e z,   R.   F er n a n d e z  -L af u e nt e, E n z.   Mi cr o b.   T e c h n ol. 2 0 1 12 0 1 1 , 4 8 ,   1 0 7-1 2 2; 
'  C o ntr ol   of   Pr ot ei n  I  m  m o bili z ati o n:    C o u pli n g  I  m  m o bili z ati o n   a n d   Sit e-Dir e ct e d 
M ut a g e n e si s     t o     I  m pr o v e      Bi o c at al y st     or      Bi o s e n s or     P erf or  m a n c e'   , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. e n z  mi ct e c. 2 0 1 0. 1 0. 0 0 3 . 

[ 1 81 ]   J.   D ö b b er,   H ei nri c h-H ei n e  -U ni v er sit ät   D ü s s el d orf 2 0 1 82 0 1 8 . 
[ 1 82 ]    L.   M.  B ai gri e,  R.  A.   C o x,   H.  Sl e b o c k a -Til k,   M.  T e n c er,  T.  T.  Ti d  w ell, J.  A  m.   C h e  m.  S o c. 

1 9 8 51 9 8 5 , 1 0 7 ,   3 6 4 0-3 6 4 5;   ' A ci d -C at al y z e d   E n oli z ati o n   a n d    Al d ol     C o n d e n s ati o n   of 
A c et al d e h y d e' , d oi . or g/ 1 0. 1 0 1 6/ B 9 7 8-0 -1 2 -3 9 8 4 8 4 -5. 0 0 0 0 1 -8.  

[ 1 83 ]   A.  T.   Ni el s e n,    W. J.   H o uli h a n, Or g.   R e a ct. 2 0 0 42 0 0 4 , 1 6 ,  1-4 3 8; ' T h e   Al d ol   C o n d e n s ati o n' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ 0 4 7 1 2 6 4 1 8 0. or 0 1 6. 0 1 . 

[ 1 84 ]   C.   L.   P erri n,    K.  -L.    C h a n g, J.    Or g.    C h e  m. 2 0 1 62 0 1 6 , 8 1 ,   5 6 3 1-5 6 3 5;  ' T h e    C o  m pl et e 
M e c h a ni s  m  of  a n  Al d ol   C o n d e n s ati o n'   , d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s.j o c. 6 b 0 0 9 5 9 . 
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[ 1 85 ]   R.   K.   B o e c k  m a n, J.   R.    Mill er, Or g.   L ett . 2 0 0 92 0 0 9 , 1 1 ,  4 5 4 4-4 5 4 7; '  Dir e ct  E n a nti o s el e cti v e 

Or g a n o c at al yti c      H y dr o x y  m et h yl ati o n     of      Al d e h y d e s      C at al y z e d     b y    a -,a -
Di p h e n yl pr oli n ol  Tri  m et h yl sil yl  Et h er'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ ol 9 0 1 7 4 7 9 . 

[ 1 86 ]   D.  R o  w e, C h e  m.  T e c h n ol.  Fl a v. Fr a gr a n.,  J o h n    Wil e y   &  S o n s, 2 0 0 92 0 0 9 . 
[ 1 87 ]   H.  B.   H e at h, '  S o ur c e  B o o k  of  Fl a v or s ',  V ol. 2,  S pri n g er  S ci e n c e   &  B u si n e s s   M e di a, 1 9 8 11 9 8 1 . 
[ 1 88 ]   G.   D at a, ' R ö  m p p  L e xi k o n   C h e  mi e' 2 0 1 42 0 1 4 ,  2 9. 
[ 1 89 ]   X.  F a n,   C.  R o drí g u e z ‐E s cri c h,  S.    W a n g,  S.  S a y al er o,   M.  A.  P eri c à s, C h e  m.  E ur. J. 2 0 1 42 0 1 4 , 

2 0 ,  1 3 0 8 9-1 3 0 9 3;  '  Hi g hl y   E n a nti o s el e cti v e    Cr o s s ‐Al d ol   R e a cti o n s   of    A c et al d e h y d e 
M e di at e d    b y    a      D u al      C at al yti c    S y st e  m      O p er ati n g    u n d er    Sit e    I s ol ati o n'   , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ c h e  m. 2 0 1 4 0 4 2 1 5 . 

[ 19 0 ]   U.   Kr a u s s,   V.   D. J ä g er,    M.   Di e n er,    M.  P o hl,   K.  -E. J a e g er, J.  Bi ot e c h n ol. 2 0 1 72 0 1 7 , 2 5 8 ,  1 3 6-
1 4 7;  '  C at al yti c all y -A cti v e  I n cl u si o n   B o di e s —  C arri er  -Fr e e  Pr ot ei n  I  m  m o bili z at e s  f or 
A p pli c ati o n     i n      Bi ot e c h n ol o g y     a n d      Bi o  m e di ci n e'  , 
htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.j bi ot e c. 2 0 1 7. 0 4. 0 3 3 . 

[ 1 91 ]   W.    H a s s o u n e h,  T.    C hri st e n s e n,   A.    C hil k oti, C urr.  Pr ot.  Pr ot.  S ci. 2 0 1 02 0 1 0 , 6 1. 1 ,  6-1 1; 
' El a sti n‐Li k e    P ol y p e pti d e s    a s    a    P urifi c ati o n    T a g   f or    R e c o  m bi n a nt    Pr ot ei n s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ 0 4 7 1 1 4 0 8 6 4. p s 0 6 1 1 s 6 1 . 

[ 1 92 ]   M.  V e n ni n g  -Sl at er,   D.   O.   H o o k s,  B.   H.  R e h  m, A p pl.  E n vir o n.   Mi cr o bi ol. 2 0 1 42 0 1 4 , 8 0 ,  3 0 6 2-
3 0 7 1; 'I n  Vi v o  S elf -A s s e  m bl y  of  St a bl e   Gr e e n  Fl u or e s c e nt  Pr ot ei n  F u si o n  P arti cl e s  a n d 
T h eir   U s e s i n  E n z y  m e I  m  m o bili z ati o n' , d oi. or g/ 1 0. 1 1 2 8/ A E  M. 0 0 3 2 3 -1 4 .. 

[ 1 93 ]   G.   Ö  lç ü c ü ,   B.   B a u  m er,   K.   Kü st er s,   K.    M ö ll e n h off,    M.    Ol di g e s,  J.  Pi etr u s z k a,   K.-E. 
J a e g er,   U.  Kr a u s s, A  C S  S y nt h.  Bi ol. 2 0 2 22 0 2 2 , 1 1 ,  1 8 8 1-1 8 9 6; '  C at al yti c all y  A cti v e I n cl u si o n 
B o di e s     ─      B e n c h  m ar ki n g     a n d      A p pli c ati o n     i n     Fl o  w      C h e  mi str y'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s s y n bi o. 2 c 0 0 0 3 5 . 

[ 1 94 ]   S.  V.    W e g n er, J.  P.  S p at z, A n g e  w.  C h e  m. I nt.  E d. 2 0 1 32 0 1 3 , 5 2 ,  7 5 9 3-7 5 9 6; '  C o b alt (I II)  a s  a 
St a bl e  a n d  I n ert    M e di at or  I o n  b et  w e e n    N T A   a n d    Hi s 6 ‐T a g g e d  Pr ot ei n s';    A n g e  w. 
C h e  m. 2 0 1 32 0 1 3 , 1 2 5 ,  2 9,  7 7 4 3, d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a ni e. 2 0 1 2 1 0 3 1 7 . 

[ 1 95 ]   C.   G ol d h a h n,  J.   A.  T a ut,    M.  S c h u b ert,  I.   B ur g ert,    M.   C h a n a n a, R S  C   A d v. 2 0 2 02 0 2 0 , 1 0 , 
2 0 6 0 8 -2 0 6 1 9; ' E n z y  m e I  m  m o bili z ati o n i n si d e  t h e  P or o u s    W o o d  Str u ct ur e:   A   N at ur al 
S c aff ol d f or   C o nti n u o u s -Fl o  w  Bi o c at al y si s' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 3 9/  C 9 R A 1 0 6 3 3 B . 

[ 1 96 ]   G.   P.    Di n o s, Brit.  J.   P h ar  m a c ol. 2 0 1 72 0 1 7 , 1 7 4 ,  2 9 6 7-2 9 8 3;  ' T h e    M a cr oli d e    A nti bi oti c 
R e n ai s s a n c e' , d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ b p h. 1 3 9 3 6 . 

[ 1 97 ]   S.  E.   B o d e,    M.    W ol b er g,    M.    M u ell er, S y nt h e si s 2 0 0 62 0 0 6 , 2 0 0 6 ,  5 5 7-5 8 8;  ' St er e o s el e cti v e 
S y nt h e si s  of  1,  3 -Di ol s'  ,  d oi. or g/1 0. 1 0 5 5/ s -2 0 0 6 -9 2 6 3 1 5.  

[ 1 98 ]   S.  B o u z B o u z, J.   C o s s y, Or g.  L ett  . 2 0 0 02 0 0 0 , 2 ,  5 0 1-5 0 4; ' E n a nti o s el e cti v e  S y nt h e si s  of  S y n -
a n d     A nti -1,   3 -Di ol s     Vi a     All yltit a n ati o n   of     U n pr ot e ct e d    b -H y dr o x y al d e h y d e s'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ ol 9 9 1 3 4 9 y . 

[ 1 99 ]   V.   B er n ar di n,  R.  g.  P hili p p e,  L.   V a n o y e,   C.  d e   B ell ef o n,   A.  F a vr e  -R é g uill o n, I n d u st. 
E n gi n.   C h e  m.  R e s. 2 0 2 42 0 2 4 , 6 3 ,  6 8 2 9-6 8 3 6; '  C o nti n u o u s  Fl o  w  Pr o c e s s f or   C ar b o n yl  a n d  Α , 
Β -U n s at ur at e d    C ar b o n yl    C o  m p o u n d s   R e d u cti o n    U si n g    N a b h 4  S ol uti o n s:   T o  w ar d 
I  m pl e  m e nt ati o n  of  L u c h e  R e d u cti o n i n  Fl o  w', d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s.i e cr. 3 c 0 4 1 4 9 . 

[2 0 0 ]    L.  S hi,  Y.  Li u,   Q.  Li u,   B.    W ei,   G.   Z h a n g, Gr e e n   C h e  m. 2 0 1 22 0 1 2 , 1 4 ,  1 3 7 2-1 3 7 5; ' S el e cti v e 
R e d u cti o n  of   Al d e h y d e s  a n d   K et o n e s  t o   Al c o h ol s    wit h   A  m  m o ni a   B or a n e  i n    N e at 
W at er'   , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 2  G  C 0 0 0 0 6  G . 

[ 2 01 ]    L.   Cl ot -Al  m e n ar a,   C.   R o drí g u e z -E s cri c h,  L.   O s ori o -Pl a n e s,    M.   A.  P eri c à s, A  C S   C at al. 
2 0 1 62 0 1 6 , 6 ,  7 6 4 7-7 6 5 1;  ' P ol y st yr e n e -S u p p ort e d  Tri p:   A    Hi g hl y  R e c y cl a bl e    C at al y st  f or 
B at c h     a n d     Fl o  w     E n a nti o s el e cti v e      All yl ati o n     of      Al d e h y d e s'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s c at al. 6 b 0 2 6 2 1 . 



 
 

2 0 5  

[ 2 02 ]    S.   H off  m a n n,   A.    M.  S e a y a d,   B.  Li st, A n g e  w.   C h e  m. I nt er n at.  E d. 2 0 0 52 0 0 5 , 4 4 ,  7 4 2 4-7 4 2 7; 
' A  P o  w erf ul   Br ø n st e d   A ci d   C at al y st  f or  t h e    Or g a n o c at al yti c   A s y  m  m etri c  Tr a n sf er 
H y dr o g e n ati o n  of I  mi n e s'  ,  d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ a ni e-2 0 0 5 0 3 0 6 2.  

[ 2 03 ]    L.   V a n o y e,   A.   Al o ui,    M.  P a bl o s,   R.  P hili p p e,   A.  P er c h er o n,   A.  F a vr e -R é g uill o n,   C.  d e 
B ell ef o n, Or g.  L ett  . 2 0 1 32 0 1 3 , 1 5 ,  5 9 7 8-5 9 8 1;  ' A  S af e  a n d  Effi ci e nt  Fl o  w    O xi d ati o n  of 
Al d e h y d e s   wit h   O 2' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ ol 4 0 1 2 7 3 k . 

[ 2 04 ]    P.  S o bi e s z u k,  J.    A u bi n,   R.  P o h or e c ki, C h e  m.   E n gi n.  T e c h n ol. 2 0 1 22 0 1 2 , 3 5 ,  1 3 4 6-1 3 5 8; 
'  H y dr o d y n a  mi c s    a n d     M a s s    Tr a n sf er   i n     G a s‐Li q ui d    Fl o  w s   i n     Mi cr or e a ct or s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ c e at. 2 0 1 1 0 0 6 4 3 . 

[ 2 05 ]    Y.  Z h a n g,  Y.   C h e n g,   H.   C ai,  S.   H e,   Q.  S h a n,   H.  Z h a o,  Y.   C h e n,  B.    W a n g, Gr e e n   C h e  m. 
2 0 1 72 0 1 7 , 1 9 ,  5 7 0 8-5 7 1 3;  '  C at al y st -Fr e e    A er o bi c    O xi d ati o n  of    Al d e h y d e s  i nt o    A ci d s  i n 
W at er  u n d er   Mil d   C o n diti o n s'   , d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 7  G  C 0 2 9 8 3  G . 

[ 2 06 ]    L.  V a n o y e,  A.  F a vr e -R é g uill o n,  A.  Al o ui,  R.  P hili p p e,   C.  d e  B ell ef o n, R S  C  A d v. 2 0 1 32 0 1 3 , 3 , 
1 8 9 3 1 -1 8 9 3 7;     'I n si g ht s     i n     t h e      A er o bi c      O xi d ati o n     of      Al d e h y d e s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 3 9/  C 3 R A 4 2 3 8 5 A . 

[ 2 07 ]    A.  K u n z e n d orf,   G.  X u, J. J.  V a n   D er  V el d e,   H. J.  R o z e b o o  m,  A.  -M.    W.  T h u n ni s s e n,   G. J. 
P o el ar e n d s, A  C S    C at al. 2 0 2 12 0 2 1 , 1 1 ,   1 3 2 3 6-1 3 2 4 3;  '  U nl o c ki n g    A s y  m  m etri c     Mi c h a el 
A d diti o n s    i n    a n      Ar c h et y pi c al      Cl a s s    I      Al d ol a s e    b y      Dir e ct e d     E v ol uti o n'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s c at al. 1 c 0 3 9 1 1 . 

[ 2 08 ]    A.  P u gli si,  S.  R o s si, P h y s.  S ci.  R e v. 2 0 2 12 0 2 1 , 6 ,  2 0 1 8 0 0 9 9; ' St er e o s el e cti v e   Or g a n o c at al y si s 
a n d  Fl o  w   C h e  mi str y' ,  d oi. or g/1 0. 1 0 2 1/ a c s. o pr d. 9 b 0 0 5 2 4.  

[ 2 09 ]    F.   C o st a nti ni,    W.  P.  B ul a,  R.  S al vi o, J.   H u s k e n s,   H. J.   G ar d e ni er s,   D.   N.  R ei n h o u dt,    W. 
V er b o o  m, J.   A  m.   C h e  m.  S o c. 2 0 0 92 0 0 9 , 1 3 1 ,  1 6 5 0-1 6 5 1; '  N a n o str u ct ur e  B a s e d  o n  P ol y  m er 
Br u s h e s     f or     Effi ci e nt      H et er o g e n e o u s      C at al y si s     i n      Mi cr or e a ct or s'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/j a 8 0 7 6 1 6 z . 

[ 21 0 ]    E.  Al z a,  C.  R o drí g u e z ‐E s cri c h,  S.  S a y al er o,  A.  B a st er o,   M.  A.  P eri c à s, C h e  m.  E ur. J. 2 0 0 92 0 0 9 , 
1 5 ,  1 0 1 6 7-1 0 1 7 2; ' A  S oli d ‐S u p p ort e d   Or g a n o c at al y st f or   Hi g hl y  St er e o s el e cti v e,  B at c h, 
a n d   C o nti n u o u s ‐Fl o  w   M a n ni c h  R e a cti o n s' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/ c h e  m. 2 0 0 9 0 1 3 1 0 . 

[ 2 11 ]    R.   H olt,   C.   R e e v e,   H.   U.   Bl a s er,   H. -J.  F e d er s el, A s y  m.   C at al. I n d u st.  S c al e 2 0 1 02 0 1 0 ,  1 1 1-
1 2 6;     '  C h e  m o e n z y  m ati c     R o ut e     t o     t h e     Si d e -C h ai n     of     R o s u v a st ati n'  , 
d oi. ot g/ 1 0. 1 0 0 2/ 9 7 8 3 5 2 7 6 3 0 6 3 9 . 

[ 2 12 ]    F.   All ai s,    M. -C.  L o u v el, J.   C o s s y, S y nl ett 2 0 0 72 0 0 7 , 2 0 0 7 ,  0 4 5 1-0 4 5 2; ' A  S h ort  a n d   Hi g hl y 
Di a st er e o s el e cti v e  S y nt h e si s  of  V er b al a ct o n e'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 5 5/ s -2 0 0 7 -9 6 7 9 4 6.  

[ 2 13 ]    G.  B.  S al u n k e, I.  S hi v a k u  m ar,   M.  K.   G urj ar, T etr a h e dr.  L ett . 2 0 0 92 0 0 9 , 5 0 ,  2 0 4 8-2 0 4 9; ' T ot al 
S y nt h e si s     of      V er b al a ct o n e:      A n     Effi ci e nt,      C ar b o h y dr at e -B a s e d      A p pr o a c h' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.t etl et. 2 0 0 9. 0 2. 0 6 2 . 

[ 2 14 ]    M.     V a n     H o of,     G.   F or c e,     D.   L e b  œ uf, S y nt h e si s 2 0 2 42 0 2 4 , 5 6 ,   7 1 4-7 3 2;   '  M o d er n 
M a cr ol a ct o ni z ati o n  T e c h ni q u e s'   ,  d oi. or g/1 0. 1 0 5 5/ a -2 1 8 1 -9 8 0 0.  

[ 2 15 ]    K.   Ni c ol a o u,   D.   V o url o u  mi s,   N.    Wi n s si n g er,  P.  S.  B ar a n, A n g e  w.   C h e  m. I nt.  E d. 2 0 0 02 0 0 0 , 
3 9 ,  4 4-1 2 2; ' T h e   Art  a n d  S ci e n c e  of  T ot al  S y nt h e si s  at t h e   D a  w n  of t h e  T  w e nt y ‐Fir st 
C e nt ur y'; A n g e  w.      C h e  m ., 2 0 0 02 0 0 0 , 1 1 2 ,     4 6-1 2 6 ,    d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 2/( SI  CI) 1 5 2 1 -
3 7 7 3( 2 0 0 0 0 1 0 3) 3 9: 1 < 4 4:: AI  D -A  NI E 4 4 > 3. 0.  C  O; 2 -L . 

[ 2 16 ]    S.  V o util ai n e n,   M.   H ei n o n e n,   M.  A n d b er g,  E. J o ki n e n,   H.   M a a h ei  m o, J.  P ä ä k k ö n e n,   N. 
H a k uli n e n, J.   R o u vi n e n,   H.  L ä h d e s  m ä ki,  S.   K a s ki, A p pl.    Mi cr o bi ol.   Bi ot e c h n ol. 2 0 2 02 0 2 0 , 
1 0 4 ,  1 0 5 1 5-1 0 5 2 9;  ' S u b str at e  S p e cifi cit y  of  2 -D e o x y  -D  -Ri b o s e  5 -P h o s p h at e   Al d ol a s e 
(  D er a)   A s s e s s e d  b y   Diff er e nt  Pr ot ei n  E n gi n e eri n g  a n d    M a c hi n e  L e ar ni n g    M et h o d s', 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 5 3 -0 2 0 -1 0 9 6 0 -x.  

[ 2 17 ]    J.  R o u vi n e n,    M.   A n d b er g,  J.  P ä ä k k ö n e n,   N.   H a k uli n e n,   A.   K oi v ul a, A p pl.   Mi cr o bi ol. 
Bi ot e c h n ol. 2 0 2 12 0 2 1 ,  1-1 4;  '  C urr e nt  St at e  of  a n d    N e e d  f or  E n z y  m e  E n gi n e eri n g  of  2 -
D e o x y  -D  -Ri b o s e  5 -P h o s p h at e   Al d ol a s e s  a n d It s I  m p a ct' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 0 7/ s 0 0 2 5 3 -0 2 1 -
1 1 4 6 2 -0.  
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[ 2 18 ]    F.    W.  St u di er,  B.  A.   M off att, J.   M ol. Bi ol. 1 9 8 61 9 8 6 , 1 8 9 ,  1 1 3-1 3 0; '  U s e  of  B a ct eri o p h a g e  T 7 
R n a   P ol y  m er a s e   t o    Dir e ct   S el e cti v e     Hi g h -L e v el   E x pr e s si o n   of    Cl o n e d     G e n e s' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 2 2 -2 8 3 6( 8 6) 9 0 3 8 5 -2 . 

[ 2 19 ]    F.   R.    Bl o o  m,    B.  J.   S c h  mi dt,  J.  J.   Li n, 2 0 1 12 0 1 1 ,  ' R a pi d   gr o  wi n g    mi cr o or g a ni s  m s  f or 
bi ot e c h n ol o g y  a p pli c ati o n s',  Lif e  T e c h n ol o gi e s   C or p or ati o n,   U S 2 0 1 1 0 1 5 1 5 1 1  A 1.  

[ 22 0 ]    I.     K ull art z,      Di s s ert ati o n,    ' A c et al d e h y d-a b h ä n gi g e     Al d ol a s e n    (  D E R A)    i n    d er 
or g a ni s c h e n  C h e  mi e  - R ati o n al e s   D e si g n,  C h ar a kt eri si er u n g  u n d c h e  m o e n z y  m ati s c h e 
A n  w e n d u n g e n,   H ei nri c h -H ei n e  -U ni v er sit ät   D ü s s el d orf 2 0 1 22 0 1 2 . 

[ 2 21 ]    M.   M.  Br a df or d, A n al.  Bi o c h e  m. 1 9 7 61 9 7 6 , 7 2 ,  2 4 8-2 5 4; ' A  R a pi d  a n d  S e n siti v e   M et h o d f or 
t h e  Q u a ntit ati o n   of    Mi cr o gr a  m    Q u a ntiti e s   of   Pr ot ei n    Utili zi n g  t h e   Pri n ci pl e   of 
Pr ot ei n -D y e  Bi n di n g'  , d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/ 0 0 0 3 -2 6 9 7( 7 6) 9 0 5 2 7 -3 . 

[ 2 22 ]    P.  C.   Ni c h ol a s, Bi o c h e  m.  S o c.  Tr a n s.  1 9 8 81 9 8 8 , 1 6 ,  7 5 3-7 5 4; '  D et er  mi n ati o n  of fr u ct o s e -1, 6 -
di p h o s p h at e  al d ol a s e  a cti vit y   wit h  gl y c er al d e h y d e -3 -p h o s p h at e  d e h y dr o g e n a s e  a n d 
dif or  m a z a n f or  m ati o n' , d oi. or g/ 1 0. 1 0 4 2/ b st 0 1 6 0 7 5 3 . 

[ 2 23 ]    J.  L.    M otl e y,   B.    W.  St a  m p s,   C.   A.    Mit c h ell,   A.  T.  T h o  m p s o n,  J.   Cr o s s,  J.  Y o u,   D.  R. 
P o  w ell,  B.  S.  St e v e n s o n,  R.   H.  Ci c h e  wi c z, J.   N at.  Pr o d. 2 0 1 72 0 1 7 , 8 0 ,  5 9 8-6 0 8; '  O p p ort u ni sti c 
S a  m pli n g  of  R o a d kill  a s  a n  E ntr y  P oi nt t o  A c c e s si n g   N at ur al  Pr o d u ct s  A s s e  m bl e d  b y 
B a ct eri a      A s s o ci at e d      wit h      N o n -A nt hr o p oi d al      M a  m  m ali a n      Mi cr o bi o  m e s'  , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ a c s.j n at pr o d. 6 b 0 0 7 7 2 . 

[ 2 24 ]    M.    C a  m p a g n a,    M.  Tr z o s s,  S.    Bi e n z, Or g.  L ett  . 2 0 0 72 0 0 7 , 9 ,  3 7 9 3-3 7 9 6;  '  M or e  T h a n  a 
Pr ot e cti v e      Gr o u p:    S y nt h e si s    a n d      A p pli c ati o n s    of    a      N e  w      C hir al    Sil a n e' , 
d oi. or g/ 1 0. 1 0 2 1/ ol 0 7 1 3 8 2 h . 
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1 21 2  FF O R   M E L R E  GI S T E RO R   M E L R E  GI S T E R   

Pr o d u kt e  d er  R e a kti o n s k a s k a d e n i  m s e  mi -k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s  Pr o d u kt e  d er  R e a kti o n s k a s k a d e n i  m s e  mi -k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s  

  

7  7  J BR 0 0 3 V 1 4 8  8  8  J BR 0 0 3 V 1 4 4  

 

 

9  9  J BR 0 0 3 V 1 2 7  1 01 0   J BR 0 0 3 V 1 3 8  

Pr o d u kt e  d er  R e a kti o n s k a s k a d e n i  m  k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s  Pr o d u kt e  d er  R e a kti o n s k a s k a d e n i  m  k o nti n ui erli c h e n  R e a kti o n s  m o d u s  

 

 

1 11 1   J BR 0 0 3 V 9 2       
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1 31 3  DD A  N  K S  A  G  U  N  GA  N  K S  A  G  U  N  G   

Di e  f ol g e n d e n   Z eil e n   m ö c ht e  i c h    d a z u  n ut z e n,   mi c h  b ei  all  d e n e n    z u  b e d a n k e n,  di e  di e  

v orli e g e n d e  Ar b eit   er m ö gli c h  t h a b e n  u n d   mi c h  b ei  d er   B er g - u n d  T alf a hrt  d er l et zt e n J a hr e 

t at kr äfti g u nt er st üt zt  h a b e n.   

M ei n  er st er   D a n k  gilt   m ei n e  m   D o kt or v at er  Pr of.   Dr.  J ör g  Pi etr u s z k a.    A n g ef a n g e n  b ei  d e  m 

s p a n n e n d e n   Pr oj e kt,    w el c h e s   er     mir   z ur    V erf ü g u n g   g e st ellt   h at.   I c h   h ätt e     mir   k ei n 

vi elf älti g er e s  T h e  m a  f ür   mi c h  v or st ell e n  k ö n n e n,   w el c h e s   m ei n e r N e u gi er d e  s o  w o hl i n  d er 

C h e  mi e  al s  a u c h  d er   Bi o c h e  mi e   h ätt e  g er e c ht   w er d e n  k ö n n e n.  S o  k o n nt e i c h j e d er z eit  b ei 

j e gli c h e n  R ü c k s c hl ä g e n,  Pr o bl e  m e n,   Mi s s erf ol g e n  a b er  n at ürli c h  a u c h d e n  Erf ol g e n  a uf s ei n e 

U nt er st üt z u n g  z ä hl e n.   Di e s e   U nt er st üt z u n g   gi n g  a u c h  ü b er  d e n   wi s s e n s c h aftli c h e n   B er ei c h 

hi n a u s.  B ei  d e n  vi el e n  St ei n e n,  di e   mir   w ä hr e n d  d er  Pr o  m oti o n i n  d e n    W e g  g el e g e n   w or d e n 

si n d,  u n d  di e   mir  z eit  w ei s e  z u  gr o ß  z u  m   Ü b er  wi n d e n  s c hi e n e n,  st a n d  s ei n e  T ür i  m  m er   w eit 

off e n.   O h n e s ei n e n  R at  u n d  Z u s pr u c h  h ätt e  e s  di e s e  Ar b eit  vi ell ei c ht  ni c ht   m e hr  g e g e b e n.  F ür 

d a s  e nt g e g e n g e br a c ht e  V ertr a u e n  bi n i c h  s e hr  d a n k b ar.  

B e s o n d er er    D a n k   g e ht   z u d e  m   a n   A pl.   Pr of.    Dr.   T h o  m a s    Dr e p p er    f ür   di e   k ur zfri sti g e 

b er eit  will ig e   Ü b er n a h  m e  d er  B e  w ert u n g  d er  Ar b eit  al s  Z  w eit g ut a c ht e r. 

Z u d e  m  d a n k e i c h   Dr.  T h o  m a s   Cl a s s e n  f ür  di e  all z eiti g e   Hilf s b er eit s c h aft  u n d   U nt er st üt z u n g 

u n d  di e   G e d ul d,  di e  si c h er hli c h  hi n  u n d   wi e d er  v o n   N öt e n   w ar,  u  m   mir  al s   C h e  mi k eri n  di e 

W elt    d er     Bi o c h e  mi e   v er st ä n dli c h   z u     m a c h e n.      A u c h    d a n k e   i c h    f ür    di e   g el u n g e n e 

Z u s a  m  m e n ar b eit  s o  w o hl  pr oj e kt b e z o g e n  al s  a u c h  i n  d er  L e hr e.  E s  h at    mir  i  m  m er  gr o ß e 

Fr e u d e  g e  m a c ht  v o n   i h  m z u  l er n e n  u n d    mit  i h  m ar b eit e n  z u  d ürf e n.  S ei n  u n er  m ü dli c h er 

Ei n s at z i n  d er  L e hr e  u n d  di e  Li e b e  z ur    Wi s s e n s c h aft   w ar e n   mir i  m  m er I n s pir ati o n.  

Gr o ß er   D a n k  g e ht  a u c h  a n   Dr.   J o h a n n e s   D ö b b er d e s I B  G -1 f ür  di e t oll e  Z u s a  m  m e n ar b eit  b ei 

d er  E nt  wi c kl u n g  d er i  m  m o bili si ert e n   D E R A  ü b er  d a s   H al o T a g T  M -S y st e  m.  E s  h at   mir s e hr  vi el 

Fr e u d e  b er eit et,  ni c ht  z ul et zt,   w eil i c h  d a b ei  s e hr  vi el l er n e n  k o n nt e.  Gl ei c h e s  gilt  e b e nf all s 

f ür   di e   Z u s a  m  m e n ar b eit     mit   d e n    K o o p er ati o n s p art n er n   d e s    Fr a u n h of er   I n stit ut s   f ür 

a n g e  w a n dt e   P ol y  m erf or s c h u n g  (I A P)   i n   P ot s d a  m   Pr of.    Dr.  Al e x a n d er    B ö k er,    Dr.   St e fa n 

R ei ni c k e  u n d  S h u h a o  Z h a n g ,   w el c h e  erf ol gr ei c h mit   dr ei  P u bli k ati o n e n  b el o h nt  w ur d e.   

D a s   F u n d a  m e nt   ei n er   erf ol gr ei c h e n     Ar b eit   li e gt   f ür     mi c h   i n   ei n e  m   h ar  m o ni s c h e n 

Mit ei n a n d er,  b e s o n d er s   w e n n   m a n  s o  vi el  Z eit  a uf  d er  Ar b eit  v er bri n gt.   G e n a u  d a s   wir d   mir 

i n   Eri n n er u n g   bl ei b e n,    w e n n  i c h   a n    m ei n e    Z eit   a  m  I B  O  C   z ur ü c k d e n k e.  E s    w ar   ei n e 
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u n gl a u bli c h   l e hrr ei c h e   u n d   b er ei c h er n d e    Z eit,   u n d   z  w ar   i n   a k a d e  mi s c h er,   al s   a u c h 

m e n s c hli c h  er  Hi n si c ht.   U n d  di e s l a g  v or  all e  m  a n   m ei n e n   K oll e g e n ,  v o n  d e n e n i c h  vi el e  bi s 

h e ut e   m ei n e  Fr e u n d e  n e n n e n  d arf.  A uf gr u n d  d er f a c hli c h e n   Vi elf älti g k eit   m ei n e s  Pr oj e kt e s 

h a b e i c h   w ä hr e n d   m ei n er   Z eit  a  m I B  O  C  di v er s e  L a b or e  b e  w o h n e n  d ürf e n.   All e s  b e g a n n i n 

d er „ Bi o“ i  m  L a b or  2 1 2 ,   w eit er i n  3 0 8  u n d m ü n d et e i n   m ei n e  m l et zt e n dli c h e n   H ei  m atl a b or i n 

d er  „  C h e  mi e“  i n  L a b or  2 0 4.   D a d ur c h  h att e  i c h  d a s  gr o ß e    Gl ü c k    mit  vi el e n  gr o ß a  rti g e n 

M e n s c h e n  z u s a  m  m e n ar b eit e n  z u  d ürf e n.   M ar c   H a y e s   u n d  P a s c al  S c h n ei d er,   mit  e u c h   w ur d e 

(f a st)  j e d e  P  C R,   Pl a s  mi di s oli er u n g  u n d  Pr ot ei nr ei ni g u n g  u nt er  a u sr ei c h e n d    m u si k ali s c h er 

B e s c h all u n g   mi n d e st e n s  z u  m  s p a ßi g e n    N a c h  mitt a g,    w e n n  ni c ht  s o g ar  z u  m  Erf ol g.    Al e x 

F ej z a gi c  u n d J a n   G e b a u er  d a n k e i c h f ür  e u er i  m  m er  off e n e s   O hr .    W e n n  all e s  z u  vi el   w ur d e, 

k o n nt e  i c h  j e d er z eit  z u  e u c h  „fl ü c ht e n“  u n d  di e   G e d a n k e n   wi e d er   or d n e n . Ei n e  e b e nf all s 

u n er  m ü dli c h e   Hilf e   w ar e n    mi r st et s   B e atri x  P a s c h ol d  u n d   Bir git   H e n ß e n .  E ur e   Hilf e  u n d 

U nt er st üt z u n g i  m  L a b or l ei st et e   m a ß g e bli c h  z u  di e s er  Ar b eit  b ei.   

M ei n e n  L a b or k oll e g e n  R ut h    G a n ar di,    M orit z   Kli s c h a n,    M ar vi n    M a nt el,  T er e s a  Fri e dri c h s, 

J uli a n   Gr e b  u n d  B e n e di kt  B a u  m er   m ö c ht e i c h f ür  di e t oll e  At  m o s p h är e i  m  L a b or  d a n k e n.   Mit 

e u c h  i st     m a n   t at s ä c hli c h   g er n e   z ur    Ar b eit   g e k o  m  m e n .  D e n    Z u s a  m  m e n h alt   u n d   di e 

Hilf s b er eit s c h aft  h at    m a n  g a n z  b e s o n d er s  z u  d e n  f ür  u n s  all e  h  er a u sf or d er n d e n   C or o n a  -

Z eit e n  g e s p ürt.   H er v or h e b e n   m ö c ht e i c h    M ar vi n    M a nt el  u n d J uli a n   Gr e b,  di e   mir  st et s   mit 

R at  u n d  T at  z ur  S eit e  st a n d e n.  E ur e f a c hli c h e  K o  m p et e n z  b e ei n dr u c kt   mi c h  bi s  h e ut e.  Ni c  ht 

z u  v er g e s s e n  B e n e di kt  B a u  m er  a k a  M a n ni.   D a n k e  dir f ür  d ei n e  Fr e u n d s c h aft  s eit  1 4 J a hr e n. 

E s fi n g  a n   mit  ei n er  v or  di e  A b z u g s c h ei b e l a uf e n d e  Fr e d eri k e i  m  A  C 1 -Pr a kti k u  m,  ü b er  d ei n e 

br e n n e n d e n   H a ar e  i  m   B  C -Pr a kti k u  m,   w eit er  z u   ei n er  i  m pr o vi si ert e n  R e c ht s k u n d e kl a u s ur, 

u n z ä hli g e n  A b e n d e n   mit  vi el e n  g e  m ei n s a  m e n  Fr e u n d e n,  n aj a  di e  Li st e i st  u n e n dli c h!   E s   w ar 

mir  ei n e  Fr e u d e   n u n  a u c h    mit   dir  g e  m ei n s a  m   d a s    G e bi et   d er  Fl o  w  -C h e  mi e  a  m  I B  O  C 

v or a n z utr ei b e n.  D o c h  a u c h  Et a g e n  ü b er gr eif e n d   e nt st a n d e n  gr o ß arti g e  Fr e u n d s c h a ft e n,  di e 

i c h  ni c ht    m e hr    mi s s e n    m ö c ht e.  P atri c k   Ullri c h  d a n k e  i c h  d af ür,  d a s s  d u  g a n z  ei nf a c h  ei n 

w u n d er v oll er    M e n s c h   b i st,  a uf  d e n i  m  m er   V erl a s s i st. Ei n   B e s u c h  b ei  m   A b z u g  v o n  F a bi a n 

H o g e n k a  m p  h att e  a u c h  d e n  ei n  o d er  a n d er e n er h ell e n d e n  M o  m e nt   z ur  F ol g e ,   w a s  s k uril i st, 

d a  d u j a i  m  m er i  m   D u n kl e n s a ßt!  E s   w ar i  m  m er t oll   mi c h   mit  dir  a u st a u s c h e n  z u  k ö n n e n, s ei 

e s  f a c hli c h  o d er  pri v at.  B e s o n d er er   D a n k  gilt  dir ,  u n d a u c h  J uli a n   Gr e b  f ür  di e  g el u n g e n e 

V or b er eit u n g  d e s  w o hl  ni e  m al s  v er g e s s e n e  n  V e n n s  –  Wir  h a b e n   M a ß st ä b e  g e s et zt!    

M ei n e n  Elt er n  d a n k e    i c h d af ür,  d a s s  si e  b e di n g u n g sl o s i  m  m er  hi nt er   mir  st a n d e n  u n d   mi c h 

b ei  j e d er    m ei n er  E nt s c h ei d u n g e n  u nt er st üt zt  h a b e n.   Gl ei c h e s  gilt  f ür    m ei n e   G e s c h  wi st er, 
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tr ot z  all  d er  L e b e n s pr o b e n,  di e si c h  e u c h i n  di e s er  Z eit  e b e nf all s st ellt e n.  O h n e  e u c h   w är e i c h 

ni c ht  d a,   w o i c h  h e ut e  bi n.  

Wi e  s a gt   m a n  s o  s c h ö n ? „ F a  mil e  k a n n   m a n  si c h  ni c ht  a u s s u c h e n“,  d o c h  e u c h  z  w ei  h ätt e i c h 

a u c h  fr ei  willi g  i n    m ei n  L e b e n  g el a s s e n.  Fr a n zi s k a   A n g eli k a  St ei n  m et z -Hi n d g e s  u n d  St effi 

Hi n d g e s.   W a s  h a b e i c h  f ür  ei n   Gl ü c k  s ol c h e  gr o ß arti g e n    M e n s c h e n   m ei n e  S c h  w ä g eri n n e n 

n e n n e n  z u  d ürf e n ?  A uf  e ur e   U nt er st üt z u n g  k o n nt e  i c h  a u s n a h  m sl o s  z ä hl e n  , u n d  z  w ar  i n 

j e gli c h e n   L e b e n sl a g e n,   a u c h    w e n n  i hr   b ei   z a hlr ei c h e n   F a  mili e nf ei er n   o d er   s p o nt a n e n 

R a d elt o ur e n   m al   wi e d er  a uf   mi c h  v er zi c ht e n   m u s st et,   w eil  d er  S c hr ei bti s c h ri ef.   D a n k e   f ür s o 

Vi el e s!  

Ni c ht  a n n ä h er n d  g e n u g  d a n k e n  k a n n i c h   m ei n e  m  E h e  m a n n  T o bi.   O h n e  di c h   w är e  k ei n er  d er 

Erf ol g e  d er l et zt e n   Z eit ( s o  wi e  all er  k ü nfti g e n)  a u c h  n ur  d e n k b ar  g e  w e s e n.  D a b ei  b e h a u pt e 

i c h,  d a s s  e s   Di c h  ä h nli c h  vi el e   N er v e n u n d   Kr aft  g e k o st et  h at ,  s o  wi e V er zi c ht  a uf  s o   V i el e s. 

D e n n o c h  h a b e n   wir  e s  g e  m ei n s a  m  g e s c h afft  u n s  ni c ht  n ur  all  d e  m  z u  st ell e n,  s o n d er n  s o g ar 

d e n  S p a ß  a  m  L e b e n  ni e  a u s  d e n   A u g e n  z u  v erli er e n.   D u  bi st  d a s  „ P o  w er h o u s e“,  d a s    mi c h 

a ntr ei bt ,   m ei n   C h e erl e a d er,  d er   mi c h   m oti vi ert  u n d   m ei n  A n k er,  d er   mi ch  er d et.   

T a u s e n d   D a n k!  

 






