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1 Einleitung

Enzyme in der chemischen Synthese einzusetzen ist heute weit mehr als eine Labor-
kuriositit — vielmehr hat sich die Biokatalyse wegen ihrer hohen Selektivitit und um-
weltfreundlichen Reaktionsfilhrung bei milden Bedingungen zur Methode der Wahl
entwickelt und Einzug in unser tigliches Leben gehalten.” Dabei ist die Anwendung
von Biokatalysatoren zur Herstellung eines Produktes mit definierten Eigenschaften
keine Errungenschaft der neuzeitlichen Industrie, wie ein Blick in die Geschichte
zeigt: So ist die Kunst der Kiserei beinahe so alt wie der moderne Menschen selbst.

Erste Aufzeichnungen iiber das Geheimnis der Kiseherstellung durch Zugabe von
zerkleinerten Teilen, insbesondere der Schleimhaut, des vierten Magens (Labmagen)
junger Kalber zu Milch gehen bis in das 5. Jahrtausend v. Chr. zuriick und liegen da-
mit noch vor der Ausbildung der ersten staatlichen Gebilde vor rund 6000 Jahren.>*
Zwar wurde die Fihigkeit der im Lab enthaltenen Aspartat-Endopeptidase Chymosin
zur Spaltung des Milcheiweifles Kasein, was zur Koagulation der Milch fithrt,* iiber
die Jahrtausende zur Herstellung von Siifimilchkisen ausgenutzt und findet sogar
Erwahnung in Schriften Aristoteles, der die besonders hohe Wirksamkeit von Hirsch-
bzw. Rehlab hervorhob,*! die weltweit erste Kommerzialisierung erfolgte jedoch erst
1874 durch den dinischen Chemiker Christian HANSEN.!®! Ihm gelang die Extraktion
des Enzyms aus getrockneten Kilbermigen. Die Griindung seines noch heute beste-
henden und weiterhin im Bereich der Lebensmittelchemie arbeitenden Unterneh-
mens ,Chr. Hansen zum Vertrieb dieser standardisierten Enzympréiparate darf als
Meilenstein und Geburtsstunde der modernen Biotechnologie gesehen werden. ¢!

Heute entfillt ungefihr die Halfte aller technischen Enzymanwendungen auf die Le-
bensmittel- und Getrinkeindustrie (Abbildung 1.1).[7 So nutzt beispielsweise die
Backwarenindustrie gleich mehrere synergetische Biokatalyseprozesse aus. Wihrend
die Verwendung des ersten von Menschen grofitechnisch eingesetzten Ganzzellkata-
lysators Hefe bei der Brotherstellung nicht mehr wegzudenken ist — immerhin wiirde
unser Brot ohne die Verstoffwechselung von Stirke durch Saccharomyces cerevisiae
und der hiermit einhergehenden Kohlendioxidfreisetzung gar nicht erst aufgehen -
konnen dariiber hinaus gezielt weitere enzymatische Umsetzungen genutzt werden,
um den kulinarischen Anforderungen an das Lebensmittel gerecht zu werden. Amyla-
sen hydrolysieren Stirke zu kurzkettigeren Fragmenten oder einzelnen Glucosemole-
kiilen, wodurch der Brotlaib noch stirker aufgeht, linger weich bleibt und eine erhéh-
te Lagerstabilitit aufweist. Lipasen bauen Triglyceride im Teig ab und fithren im
Backvorgang zu einer gleichmafligeren Kruste, wihrend diese durch den Einsatz von
Glucoseoxidasen (Gluconsiurebildung aus Glucose) stabil und knackig gehalten
wird.[®*!

" Einen sowohl im didaktischen als auch wissenschaftlichen Kontext hervorzuhebenden Uberblick iiber bio-
technologische Verfahren und ihre Implementierung in (industrielle) Herstellungsmethoden stellt das Buch
yBiotechnologie verstindlich“ von H. DELLWEG dar, welches dem interessierten Leser als weiterfithrende
Literatur empfohlen sei, da im Rahmen dieser Arbeit nur ausgewihlte Beispiele Erwihnung finden konnen.!!!
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Wasch- und
Reinigungsmittel: 35%

a2 )

Lebensmittel und
Getrianke: 50%

—— 4
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Pharmawirkstoffe: 4 - 5% Papier: 1 - 3%

Abbildung 1.1. Einsatzgebiete technischer Enzyme nach Industriezweigen.!'”

Selbst in der Getridnkeindustrie oder bei der Fertigung von Siifiwaren haben Enzyme
Einzug gefunden, ohne dass dieses auf den ersten Blick ersichtlich ist. Tatsachlich ist
die grofitechnische Stirkeverzuckerung zur Herstellung von Fructose-Glucose-Sirup
(HECS, high fructose corn sirup), einem Siiflungsmittel, dass heutzutage in zahllosen
Lebensmitteln enthalten ist und in den USA die Verwendung von Zucker in Soft-
drinks fast vollstindig verdringt hat, mit zehn Millionen Jahrestonnen der produk-
tionsstirkste enzymatische Prozess weltweit.!"]

Doch auch andere Industriezweige wurden durch technische Enzyme revolutioniert,
deren Einsatz weder aus den Herstellungsprozessen noch aus unserem Alltag wegzu-
denken ist. So musste Wasche vor rund einhundert Jahren noch stundenlang vorbe-
handelt, geschrubbt und bei hohen Temperaturen behandelt werden. Dies dnderte
sich 1914 durch die Erfindung von ,Burnus“ (Abbildung 1.2), dem ersten Schmutzls-
ser auf Enzymbasis, durch Otto Rohm dramatisch.[") Heute finden die in ,Burnus*
eingesetzten, Eiweif}-spaltenden Proteasen in iiber 80% aller Waschmittel Anwen-
dung.!'! Zudem l6sen Lipasen Fett-, Cellulasen Gras- und Amylasen gezielt Stirke-
verschmutzungen — und das alles bereits bei Temperaturen zwischen 20 und
40°C.[13,14]
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Der Einsatz von Enzymen wird neben ihrer 6kologischen Attraktivitit (im Gegensatz
zu Chemikalien sind sie problemlos vollstindig biologisch abbaubar) wegen des ver-
ringerten Wasser- und Energieverbrauchs von bis zu 50% so auch 6konomisch unver-
zichtbar.?

Eiixsn

it rhei

Abbildung 1.2. Beispiele fiir Produkte, die auf Enzymbasis wirken (1. Reihe links: Oropon, Beiz-
mittel mit Proteasen; 1. Reihe mittig: Burnus, das erste Waschmittel mit Pro-
teasen; 2. Reihe mittig: Diabetes Blutmessgerit mit Glucoseoxidaseteststreifen;
3. Reihe links: Chymosin enthaltende Labmischung fiir die Kiseherstellung) bzw.
bei deren Herstellung biokatalytische Schliisselschritte implementiert sind
(1. Reihe rechts: Penicillin; 2. Reihe links: Bier; 2. Reihe rechts: HFCS-haltiges Er-
frischungsgetrink; 3. Reihe rechts: lactosefreie Milch).['*!

Enzyme lassen unser Brot und unseren Wein (Entfernung des Korkgeschmacks durch
Laccase-katalysierte Umsetzung des Bitterstoffs 2,4,6-Trichlorphenol)!'®) besser
schmecken, helfen uns bei der Herstellung von Kise, Bier (Glucanasen erleichtern die
Filtration durch den Abbau von Glucanen aus der Braugerste, Glucoamylasen redu-
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zieren den Brennwert)®! und Fruchtsiften (Pectinasen erleichtern die Trennung von
Fruchtfleisch und Schale, Arabinasen enttriiben den Rohsaft),®) erméglichen als Bio-
sensoren Diabetespatienten die Blutzuckerkontrolle (Glucoseoxidase setzt Glucose
elektrochemisch zu quantifizierbaren Mengen Gluconsiure um)!'” und lassen auch
lactoseintolerante Menschen Genuss an Milchprodukten finden (Lactase spaltet Lac-
tose und verdaut das Nahrungsmittel in vitro vor).

Doch gerade im chemisch-synthetischen Kontext konnen Enzyme noch viel mehr.
Die chemische Industrie erkannte frithzeitig, dass der Einsatz von Biokatalysatoren
bei der Herstellung von Pharmazeutika unvergleichliche Vorteile bietet — insbesonde-
re dann, wenn der Wirkstoff ein oder mehrere optisch aktive Zentren aufweist. Uber
die Hilfte aller heute verwendeten Medikamente sind chiral und die Medizinge-
schichte lehrt uns, dass die enantiomerenreine Herstellung eines Wirkstofts unab-
dingbar ist.'*!*) So zeigen beispielsweise pharmakologische Studien iiber die Wir-
kung von Enantiomerenpaaren im Fall von (R)-konfigurierten Babitursiurederivaten
eine beruhigende und narkotisierende Wirkung wihrend das ($)-Analogon Krampf-
anfille ausldst.?”) D-Penicillamin” kann zur Behandlung der Wilson Krankheit oder
bei arthritischen Beschwerden eingesetzte werden,?") wihrend L-Penicillamin als
Pyridoxininhibitor auf den menschlichen Kérper hochtoxisch wirkt.[22!

Die Implementierung enzymatischer Syntheseschritte in bestehende Produktions-
prozesse oder ein alternative Zugang zu pharmakologisch aktiven Wirkstoffen durch
biokatalytische Verfahren kann sich dabei im doppelten Sinne als vorteilhaft erweisen.
Ein viel beachtetes Beispiel beschrieben SAVILE et al 2010 in Science.**! Im Vergleich
zur etablierten, chemischen Syntheseroute von Sitagliptin (1, Arzneistoff zur Behand-
lung von Diabetes mellitus Typ 2) kann ausgehend vom Prositagliptinketoamid 2
nicht nur die optische Reinheit des Wirkstoffs auf 99.95% gesteigert werden (Schema
1.1). Gleichzeitig lassen sich mit der biokatalytischen Darstellungsmethode auch der
Gesamtumsatz um 13% auf 92% sowie die Produktivitit (kg Produkt pro Liter pro
Tag) bei einer Substratkonzentration von 200 g/L um 53% steigern, wihrend um-
weltrelevante Faktoren des Prozesses signifikant verbessert werden konnten: Der
Abfall wird um 19% verringert und zur Herstellung des Antidiabetikums werden kei-
nerlei Schwermetalle benétigt.?! Auferdem kommt das enzymatische Verfahren
ohne spezielle Hochdruckapparaturen aus.

SAVILE et al. konnten zeigen, dass die Biokatalyse bei der grofitechnischen Produktion
von Blockbuster-Wirkstoffen wie Sitagliptin, welches allein 2013 mit einem globalen

2425] picht nur als

Jahresumsatzvolumen von vier Milliarden Dollar vertrieben wurde,!
Alternative zu klassisch-chemischen Synthesen zu sehen ist. Vielmehr hat sich der
biokatalytische Zugang zu Wirkstoffvorldufern wegen seiner 6kologischen und 6ko-
nomischen Vorteile teilweise bereits als Methode der Wahl etabliert: So werden die
Penicillinvorstufe 6-Aminopenicillinsiure (6-APA, 3) und der Cephalosporinvorliu-
fer 7-Aminocephalosporinsiure (7-ACA, 4) halbsynthetisch aus den fermentativ
zuginglichen Bausteinen Penicillin G () respektive Cephalosporin C (6) gewon-

nen.[%?”) Der Jahresbedarf an 6-APA liegt schitzungsweise bei 8000 Tonnen.*

" Handelsnamen: Cuprimine, Depen oder Metalcaptase.
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F
F
O O

NH,OAc N Q]/\ N

>\/N\) F
2
E.C
i ’PrNH2
F Transaminase,

Pyridoxal-5'-phosphat

N = Aceton
" \I/\N

F,C
1. Rh[Josiphos], >17 bar H, N
2. Aktivkohlefiltration N>\/\I|\T/\\)
E.C 99.95% ee
H,PO,

E.C 97% ee

1. Heptan / ‘PrOH
2.H,PO,

F,C

Schema 1.1. Chemische (links, rot) und biokatalytische (rechts, griin) Synthese von Sitagliptin.

Rein chemisch ldsst sich die Darstellung des bicyclischen p-Lactams 3 nur unter Ver-
wendung von hoch giftigem Phosphorpentachlorid realisieren, wobei die Einfithrung
und spitere Abspaltung einer Silylschutzgruppen unumginglich ist (Schema 1.2).

H Me,SiCl, d
m S PhNMe2 ©/\H/ S
0 )< D 5 T <
o g G 4
COOH CO,SiMe,Cl
5
Penicillin-G- | H,O PCl, - 40°C
Amidase | RT DCM
1.ROH
.
NG s 2.H,0 N_ g
o g S 1
Coo CO,SiMe,Cl
6-APA (3)

Schema 1.2. Chemische (rot) und enzymatische (griin) Darstellung von 6-Aminopenicillin-
sdure (3).
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Weiterhin bedarf diese Methode stark abgesenkte Temperaturen sowie den strikten
Ausschluss von Feuchtigkeit, wihrend die biokatalytische Route in Wasser und bei
Raumtemperatur in nur einem einzelnen Schritt zum Ziel fiihrt. Ahnlich effizient

verlduft die heutzutage angewendete chemoenzymatische Darstellung von 7-ACA
(Schema 1.3).126%7]

Die Weltjahresproduktion des f-Lactamantibiotikums 7-ACA wird mit 3000 Tonnen
pro Jahr beziffert und verlduft chemisch, wie die Darstellung von 6-APA, unter Ein-
satz toxischer Verbindungen (Schema 1.3, roter Pfad).l””) Die von Asahi Chemical
Industry bereits seit 1973 industriell genutzte Route zur Herstellung von 7-ACA (4)
kombiniert dabei die chemische Oxidation von Cephalosporin C (6) zu Glutaryl-7-
ACA (8) mit der hocheffizienten enzymatischen Deacylierung mittels einer Glutaryl-
7-ACA-amidase (Schema 1.3, oranger Pfad).?! Heute kann auch der Oxidations-
schritt enzymatisch durchgefiithrt werden: Hierbei wird das Substrat 6 zunidchst mit
einer entsprechenden D-Aminosdureoxidase zum Intermediat a-Ketoadipyl-7-ACA
(7) oxidiert (Schema 1.3, griiner Pfad). Dieses reagiert spontan unter Decarboxylie-
rung zur 7-ACA-Vorstufe 8 weiter und kann analog des chemoenzymatischen Verfah-
rens biokatalytisch zu 7-ACA umgesetzt werden. Im bienzymatischen Prozess redu-
zieren sich die Chemikalien bei der Herstellung von 7-ACA zu natiirlich vorkom-
menden Aminosduren und Zucker als Substrate bzw. Nahrmedium fiir die fermenta-
tive Produktion der Vorstufe Cephalosporin C sowie Wasser und Sauerstoff. Als Ab-
fall entstehen ausschlief8lich Kohlendioxid und Glutarsaure. Die isolierte Sdure kann
wiederum als Edukt zur Herstellung von 1,5-Pentandiol, einem Biopolymerbaustein,

genutzt werden kann.")

Ein Ende der Erfolgsgeschichte Biokatalyse ist nicht in Sicht — im Gegenteil. Sie hat
den Makel einer Laborkuriositat lingst abgelegt und sich zur Methode der Wahl ent-
wickelt.?! So lag der weltweit erwirtschaftete Umsatz mit Produkten aus Biotrans-
formationen 2006 bereits bei 80 Milliarden Euro.?! Aufgrund des rasanten Wachs-
tums dieses Marktsegments beziffern neuere Quellen den Umsatz fiir 2010 allerdings
bereits auf 85 Milliarden Euro — allein in den USA.[*3) Heute betrigt der Anteil von
Produktionsverfahren, die auf biokatalytischen Methoden basieren, in der chemi-
schen Industrie etwa fiinf Prozent. Bis zum Jahr 2025 wird ein Anstieg auf 10 bis 20
Prozent erwartet.[!!]



Cephalosporin C (6)

2 (H,C),SiCl
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COOH
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H
20 "\ Glutaryl-7-ACA-
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Glutarsaure 4/

7-ACA (4)

0,,H,0

2 =72

D-Aminosiureoxidase

H,0,, NH,

i y
Ho S N
Y Y N~ O
O

COOH
7

H,0,

€O, H,0

H
XY
O OJ;N(/ o
O

COOH
8

H,0
2 \ Glutaryl-7-ACA-

1
Glutarsaure 4/ acylase

H
HOOCMN S YO
NH, 0o ;N( Pz O
O
COOH

Cephalosporin C (6)

HN
2 S YO
)PP
0

0~ "OH
7-ACA (4)

Schema 1.3. Chemische (rot), chemoenzymatische (orange) und bienzymatische (griin) Darstellung von 7-Aminocephalosporinsiure (4). (R)-AAPE = ( R)-2-Aminoadipinsiure-6-propylester.
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2 Chemoenzymatische Synthese von
1,3-Diolen

2.1 Motivation und Zielsetzung

Der Umsatz mit pharmazeutischen Erzeugnissen lag 2012 weltweit bei etwa 962 Mrd.
US-Dollar.** Den gréften Absatzmarkt stellt hierbei Nordamerika dar, das einen
Anteil von 36% (349 Mrd. US-Dollar) ausmacht. Bis 2020 wird ein Wachstum des
Gesamtumsatzes mit Pharmawirkstoffen auf bis zu 1.5 Bio. US-Dollar prognostiziert.
Mit 14% liegt der Anteil der internen Forschungs- und Entwicklungs-Ausgaben der
pharmazeutischen Industrie hierbei deutlich iiber dem Durchschnitt des verarbeiten-
den Gewerbes oder der Chemieindustrie (beide circa 3%).**! Da von rund 10.000
Verbindungen, die am Anfang der Medikamentenentwicklung als Wirkstoff in Frage
kommen, da sie ein krankheitsrelevantes Ziel im Organismus adressieren, in der Regel
lediglich eine den behéordlichen Zulassungsprozess erfolgreich absolviert, sind diese
hohen Forschungsaufwendungen der Pharmaindustrie allerdings auch von existenzi-
eller Bedeutung fiir die Entwicklung neuer, pharmakologisch aktiver Substanzen.

Ein hiufig auftretendes Strukturmotiv dieser Pharmazeutika sind chirale 1,3-Diole.!
So ist diese wichtige Teilstruktur in diversen Makrolidantibiotika wie Dermostatin
A, Spongistatin 1,57%°) Mycoticin A,***!) Nystatin A1**! oder Amphotericin B,!*’!
welche insbesondere bei systemischen und chronische Pilzinfektionen als Antimyko-
tika zum Einsatz kommen, vertreten (Abbildung 2.1).

Spongistatin 1

Mycoticin A

Abbildung 2.1. Beispiele fiir Makrolidantibiotika mit 1,3-Diolteilstrukturen (griin markiert).
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Nystatin Al

\\\OHOH OH OH OH

A

Amphotericin B

Abbildung 2.1. (Forts.) Weitere Beispiele fiir Makrolidantibiotika mit 1,3-Diolteilstrukturen.

Weiterhin finden sich chirale 1,3-Diolbausteine in verschiedensten HMG-CoA-
Reduktaseinhibitoren wie Atorvastatin,***) Cerivastatin,[***”) Rosuvastatin,*%*
Pitavastatin, " Fluvastatins"52! oder Pravastatin,'**! die allesamt zur Behandlung von
Hypercholesterinimie verwendet werden, dem antiosteoporotisch und immunsys-
temmodulierend wirkenden Secosteroid Calcitriol®*”) sowie dem bei chronisch

venoser Insuffizienz als unterstiitzendes Therapeutikum wirkenden Ruscogenin
(Abbildung 2.2).15%%

OH OH O

Q /\)\/k)J\
7 N (R™(R) OH
(OG- ~

F

Atorvastatin

AU
/K OH OH O

Fluvastatin

Pitavastatin

Abbildung 2.2. Beispiele fiir pharmakologische Wirkstoffe mit 1,3-Diolmotiv.
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OH OH O

Cerivastatin Pravastatin

Calcitriol Ruscogenin

Abbildung 2.2. (Forts.) Weitere Beispiele fiir pharmakologische Wirkstoffe mit 1,3-Diolmotiv.

Im Kontext der Wirkstoffentwicklung ist aus synthetischer Sicht besonders wichtig,
asymmetrische Synthesestrategien zur gezielten Darstellung eines einzigen Diastereo-
mers auszuarbeiten. Als vielversprechende Vorgehensweise hat sich der sequentielle
Aufbau beider Stereozentren erwiesen. Fir Phenylderivat-substituierte 1,3-Butan-
diole wie 9 hat sich hierbei das von BAER et al entwickelte, chemoenzymatische Ver-
fahren etabliert (Schema 2.1).6%)

o
X H organo- bio-
| / P> katalytische OH O katalytische OH OH
Aldolreaktion AN Reduktion AN
organisches | _ wissriges | _
o Milieu / Medium /

Schema 2.1. Sequentieller Aufbau von 1,3-Diolen nach BAER et al.

In der Forschungsgruppe GROGER konnte in spiteren Arbeiten die Kombination
einer organokatalytischen, asymmetrischen Aldolreaktion mit einer nachfolgenden,
enzymatischen Reduktion ohne Isolierung des Aldolintermediates durch den Einsatz
kompatibler, wissriger Losungsmittelsysteme in beiden Einzelschritten realisiert
werden (Schema 2.2).[6!

o 1.) organokatalytische ~ 2.) biokatalytische OH OH
| AN H . )CL Aldolreaktion Reduktion | AN
/ _ wissriges Milieu / _
R R 9

Schema 2.2. Sequentieller Aufbau von 1,3-Diolen ohne Isolierung der Zwischenstufe.
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Das Ziel des ersten Schwerpunktes dieser Doktorarbeit ist nun die (Weiter)-
Entwicklung einer nachhaltigen 1,3-Diolsynthesesequenz auf Basis der beschriebenen
Vorarbeiten. Zu diesem Zweck sollen beide Katalysatorsysteme der chemoenzymati-
schen, modularen Synthese als Immobilisate zur Anwendung kommen, um die Basis
fir ein zukiinftiges Prozessdesign nach Abbildung 2.3 zu legen.

immobilisierter immobilisierter
Organokatalysator Biokatalysator

Thermostat

© Rithrer ©

Abbildung 2.3. Schematischer Aufbau eines kontinuierlichen Durchflussreaktorkonzeptes zur
chemoenzymatischen Darstellung von 1,3-Diolen.

Als Modellsystem wird im Rahmen dieser Arbeit die gut untersuchte Darstellung von
1-(3-Chlorphenyl)butan-(1R35)-diol ((1R,35)-10) gewihlt.[¢5) KRISTENSEN ef al.
gelang im Arbeitskreis HANSEN bereits die Heterogenisierung des verwendeten Or-
ganokatalysators an einem Polystyroltriger.°¢*] RULLI ef al konnten anschliefend
zeigen, dass sich das resultierende Prolinamid-Immobilisat (55)-11 im Festbettreak-
tor verlustfrei iiber mehrere Cyclen zur Darstellung des Aldolintermediates (R)-4-(3-
Chlorphenyl)-4-hydroxybutan-2-on ((R)-12) aus 3-Chlorbenzaldehyd (13) und

Aceton wiederverwendet werden (Schema 2.3).[¢°]

QA ~ %
(e]
(e} Ph
O:(\)\O\)L J\ﬁh
Or. N Ph
N B on
Q (89)-11 OH O

CIO)LH . o im Festbettreaktor Cl (1'3)
)K RT,24h

13 S aufeinander folgende Reaktionszyklen (R)-12

93-95% Umsatz
88-92% ee

Schema 2.3. Darstellung des Aldolproduktes (R)-12 mit dem von KRISTENSEN und HANSEN
entwickelten Organokatalysator (5,$)-11 nach RULLL[®!
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Die Herausforderung besteht nun 1.) in der effizienten Immobilisierung einer Alko-
holdehydrogenase entsprechender Selektivitit und 2.) der Implementierung beider
Einzelschritte in einer kombinierten Synthesesequenz (Schema 2.4).

[¢]

X~ b
(¢)
{\)\\ (0] Ph -
- = O Y
0 (89)-11 P N?‘s)\ﬁph
CIO)LH e

13 immobilisierter immobilisierter OH OH
Organokatalysator Biokatalysator Cl 5
R)-12 (R)>(8)
(859)-11 (8)-selektive
Alkoholdehydrogenase
P (1R38)-10

Schema 2.4. Sequentieller Aufbau von (1&,35)-10 unter Verwendung immobilisierter Katalysato-
ren. Oben: Struktur des von KRISTENSEN et a/. entwickelten Prolinamidimmobilisates
(89)-11.

Ein besonderes Augenmerk liegt zunichst auf der Heterogenisierung des Biokatalysa-
tors (zweiter Schritt der Synthesesequenz aus Schema 2.4). Um den Anforderungen
eines nachhaltigen Prozessdesigns sowie der 6konomischen Attraktivitit der Synthe-
seroute gerecht zu werden sollte 3.) das fiir die Immobilisierung verwendete Triger-
material gut zuganglich sein. Idealerweise muss der Trager nicht synthetisiert werden
und ist kostengiinstig kommerziell erhiltlich. Das Immobilisat sollte sich 4.) mog-
lichst simpel und S.) mit geringem Zeitaufwand priparieren lassen. Hierbei sollte 6.)
die Immobilisierungseffizienz im Bezug auf die Restaktivitit des Enzyms im Vergleich
zur freien Alkoholdehydrogenase bei mindestens 50% liegen Dartiber hinaus sollte
die heterogenisierte ADH, sowohl im Kontext der praktischen Synthesearbeiten als
auch der Riickgewinnung und Wiederverwendung, 7.) eine einfache Handhabbarkeit
sowie 8.) eine hohe physikalische, mechanische und chemische Robustheit besitzen.

simple und schnelle

Praparation
kostengiuinstiger >50% Restaktivitit im
Triger Vergleich zur freien ADH
QH O immobilisierter QH OH
Cl ® Biokatalysa‘tor cl R~79)
((S5)-selektive
| Alkoholdehydrogenase)|
(R)-12 (1R35)-10
einfache hohe Riickgewinnung
Handhabbarkeit und Wiederverwendbarkeit

mechanische, physikalische
sowie chemische Robustheit

Schema 2.5. Anforderungen an das Biokatalysatorimmobilisat bei der Synthese von (1R35)-10
aus (R)-12.
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Eine Ubersicht der Anforderungen an das Biokatalysatorimmobilisat ist in Schema
2.5 gezeigt. Nach der erfolgreichen Darstellung eines ADH-Immobilisates, welches
alle genannten Kiriterien erfillt, soll die Optimierung des isolierten Biotransformati-
onsschrittes sowohl im Hinblick auf eine méglichst hohe Katalyseeffizienz (erreich-
barer Umsatz bzw. Enantiomerentiberschuss und Diastereomerenverhiltnis des Diols
(1R35)-10) als auch der Recyclierbarkeit des verwendeten Immobilisates folgen.

Sobald das heterogene Biokatalysatorsystem fiir die enzymatische Synthese von
(1R35)-10 aus (R)-12 etabliert werden konnte, soll die Kombination mit der von
RULLI et al. beschriebenen, organokatalytischen Aldolreaktion unter Verwendung des
immobilisierten Prolinamids (5,5)-11 gemif8 Schema 2.4 erfolgen. Um die Basis fiir
ein zukiinftiges Prozessdesign nach Abbildung 2.3 zu schaffen miissen hierfiir kompa-
tible Reaktionsbedingungen — insbesondere im Bezug auf das verwendete Solvenssys-
tem - gefunden werden, da die Darstellung von (1R35)-10 ohne die Aufarbeitung
oder Isolierung des Hydroxyketons 12 gelingen soll.
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2.2  Stand der Wissenschaft

2.2.1 Synthesestrategien zur Darstellung von 1,3-Diole

Wie in Kapitel 2.1 gezeigt stellen 1,3-Diolteilstrukturen wichtige Motive in pharma-
zeutischen Wirkstoffen dar. Im Folgenden werden ausgewihlte Beispiele diskutiert,
mit welchen Methoden diese Verbindungsklasse synthetisch zuginglich ist."

Zur direkten Erzeugung beider Stereozentren von 1,3-Diolen in einem Schritt hat
sich nach wegweisenden Arbeiten von NOYORI"! die nach ihm benannte, durch Bi-
arylbisphospino-Ruthenium homogen katalysierte, asymmetrische Hydrierung eta-
bliert.”>) Obwohl das Verfahren hocheffektiv verliuft, sind auf diesem Wege in der
Regel ausschlieflich anti-Diole wie 15 zuginglich (Schema 2.6).

RuClL,[(R)-binap]

O O H, OH OH
N PN
14 anti-15

15a: R = Ph; 92% Ausbeute, 94% ee
15b: R = Me; 95% Ausbeute, >99% ee

Schema 2.6. Anti-selektive Hydrierung nach NOYORL

Analoge Ruthenium-katalysierte Versuche zur Synthese von syn-Diolen lassen sich
nur in Einzelfillen realisieren und bediirfen neben geinderten Chelatliganden am
Zentralmetall harsche Bedingungen (60°C, 100-130 bar H,, bis zu 235 Stunden Reak-
tionsdauer).l”" So lisst sich beispielsweise 3,5-Dioxo-methylhexanoat zwar zum syn-
Diol umsetzen, der Enantiomereniiberschuss liegt mit <5% jedoch weit unter den
Spezifikationen fiir pharmakologische Wirkstoffe.!”!

Einen alternativen Zugang zu 1,3-Diolen bei milderen Reaktionsbedingungen stellt
die biokatalytische Reduktion von 1,3-Diketonen dar. Obwohl hierbei in den meisten
Fillen B-Hydroxyketone erhalten werden,”*”S) konnte die mikrobielle Doppelzen-
trenreduktion in ausgedehnten Screeningstudien von FAUVE und VESCHAMBRE fiir
die Alkyldione 16a-d gezeigt werden. Allerdings wurden auch hier, wie bei der
NovoRI-Hydrierung, ausschlieflich die antiProdukte 17a-d erhalten (Schema
2.7).l7¢]

mikrobielle Reduktion mit

M Mortierella isabellina (_)H OH
R R RS (SR’
16 17
55-70% Ausbeute
99% ee

Schema 2.7. Mikrobielle Reduktion verschiedener 1,3-Diketone (16a/17a: R = Me, R‘ = Me;
16b/17b: R = Me, R‘ = Et; 16¢/17c: R = Et, R = Et; 16d/17d: R = Et, R = n-Pr).

" Eine umfangreichere Zusammenfassung bietet der Ubersichtsartikel von BODE et a/[”"]
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PATEL et al. und MULLER et al konnten jedoch zeigen, dass die Darstellung von syn-
Diolen auf biokatalytischem Wege gelingt, sobald das 1,3-Dionmotiv als Teilstruktur
von Ketoestern auftritt (Schema 2.8).77%! Die Produkte werden hierbei zwar hoch-
selektiv gebildet, die Synthesestrategie ldsst sich jedoch nicht generalisieren. So merk-
ten auch BODE et al an, dass 1,3-Diolsynthesen de facto anfillig fiir kleinste Anderun-

gen in der Eduktgeometrie oder den Reaktionsbedingungen sind.[””’
enzymatische Reduktion mit Reduktasen aus
Acinetobacter calcoaceticus (R = OBn)
6o o6 o oder Lactobacillus kefir (R = Cl) OH OH O
Rwom RWOEt
18 syn-19
>99% ee

Schema 2.8. Enzymatische Reduktion von 1,3-Diketoestern.

Um dennoch auf Zielmolekiile mafigeschneiderte Syntheselésungen zur Darstellung
von 1,3-Diolteilstrukturen definierter Konfiguration zu finden bedarf es somit Me-
thoden, die sich moglichst variabel einsetzen lassen. Vorteilhaft sind hier modulare
Prozesse, mit denen sich durch die Wahl geeigneter Agenzien aus einer Ausgangsver-
bindung verschiedene Produkte herstellen lassen. Im Kontext der 1,3-Diolsynthese
kann dies chemisch durch die stereoselektive Reduktion prochiraler B-Hydroxy-
ketone erreicht werden, die je nach Reaktionsbedingungen und Katalysatoren, Rea-
genzien oder Mediatoren zu syn- oder anti-Diolen fiihren kann.[”"!

/B‘(nBu)z
OH O O 0
(nBu),B
70 e 7 U
20
NaBH, | 78°C
2h
OH OH OH OH
TR0 - OO
syn-21 (98%) anti-21 (2%)

Gesamtausbeute 94%
Schema 2.9. Syn-selektive Reduktion von B-Hydroxy-1,3-diphenylpropanon (20).

Besitzt das Reduktionsmittel beispielsweise die Fihigkeit, an der Hydroxylfunktion zu
binden und einen intramolekularen Hydridtransfer zu initiieren, wird vorzugsweise
das antiProdukt gebildet. Wird dem Hydroxyketon allerdings ein Additiv zur Vor-
orientierung des Substrates zugegeben, fiithrt eine nachfolgende, intermolekulare
Hydridaddition zum syn-Diol. Letztere wird zumeist nach der weit verbreiteten Me-
thode von NARASAKA und PAI unter Verwendung stochiometrischer Mengen chelati-
sierender Borane und Reduktionsmittel durchgefiihrt (Schema 2.9).17%]
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Anti-Diole sind aus p-Hydroxyketonen in guten Ausbeuten und hohen Diastereose-
lektivititen unter anderem iiber die Umsetzung mit Samariumiodid in einem Ge-

8] der stereoselektiven Tishchenko-

misch aus Wasser, THF und Triethylamin,
reaktion®? oder der Reduktion mit Tetramethylammoniumtriacetoxyborhydrid
(TABH) zuginglich.!*>**] Letzterer Ansatz fiihrt iiber einen siurekatalysierten Ligan-
denaustausch eines Acetatrestes von TABH durch das Substrat zur Ausbildung eines
entsprechenden Alkoxydiacetoxyborhydridintermediates (beispielhaft als 22-TABH
fir die Synthese des Leucascandrolid A-Baustein 23 in Schema 2.10 gezeigt). Der

anschlieBende intramolekulare Hydridiibertrag fithrt zum anti-Produkt.!*!

-
-

OAc
0 \

R \O//B\()Ac
MeCN, -40°C, 70 h T,

TABH, AcOH

R
22 - TABH
OTBS
23 OEt
97% Ausbeute o)

anti:syn > 95:5
Schema 2.10. Anti-selektive Reduktion zum Leucascandrolid A-Baustein 23.

Bemerkenswert ist, dass in dem in Schema 2.10 gezeigten Beispiel ausschliefllich die
Reduktion mit TABH zielfithrend ist und sich das B-Hydroxyketon 22 sowohl bei der
Umsetzung mit Samariumiodid als auch unter Tishchenko-Bedingungen als inert
erweist, obwohl fiir alle Methoden Umsetzungen einer Vielzahl von Substraten ge-

zeigt werden konnten.”"!

Neben den hier vorgestellten, klassisch-chemischen Prozessen, denen allen gemein
ist, dass stochiometrische Mengen an Reduktionsmitteln und/oder chelatisierenden
Reagenzien eingesetzt werden miissen, konnten auch Biotransformationen von f-
Hydroxyketonen realisiert werden. Als vorteilhaft erweist sich hierbei, dass die en-
zymatische Reduktion eines gegebenen Substrates sowohl katalytisch verlduft, als
auch durch die Wahl des Biokatalysators gezielt zum syn- oder anti-Produkt fiihrt,
ohne dass groflere Anderungen an den Reaktionsbedingungen vorgenommen werden

miissen (Schema 2.11).[86%%)
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OH O O

R LMk —

24
R=Cl, CN,OH

(R)-selektiver
Biokatalysator

-,

(S)-selektiver
Biokatalysator

OH OH O

R

PSP

®)

syn-25

OH OH O

R

PSP

s)

anti-25

Schema 2.11. Diastereoselektive Biotransformation von verschiedenen 1,3-Diketoestern in ihre

syn-und anti-Diole.

Werden die p-Hydroxyketone hierbei enantiomerenrein eingesetzt, lassen sich gezielt

alle vier moglichen Diastereomere der 1,3-Diole 25 erzeugen. Als beeindruckendes

Beispiel sei hier das von BAER et al beschriebene, modulare System zur hochselek-

tiven Synthese der 1,3-Diole 29 auf Basis einer chemoenzymatischen Reaktions-
filhrung genannt (Schema 2.12).[%"]

0
) Ph
C#L N Y>ph
NH OH

(8,5)-27

L >

R)N A Ph

<:('.\ N®Y-ph
NH OH

(RR)-27

(S)-ADH
—
NAD",
2-PrOH
OH O
Cl
(R)-28
95% Umsatz (R)-ADH
[v) e —
82% ee NADP",
2-PrOH
(S)-ADH
NAD",
2-PrOH
OH O
CIM
(5)-28
0,
90% Umsatz (R)-ADH
83% ee L
NADP,
2-PrOH

OH OH

(1R35)-29
>95% Umsatz
d.r. (syn/anti) 1:11
>99% ee

OH OH

SO

(1R3R)-29
>95% Umsatz
d.r. (syn/anti) 11:1
>99% ee

OH OH

(1535)-29
>95% Umsatz
d.r. (syn/anti) 11:1
>99% ee

OH OH

(153R)-29
>95%Umsatz
d.r. (syn/anti) 1:10
>99% ee

Schema 2.12. Chemoenzymatische, diastereoselektive Darstellung von syn- und an#i-Diolen nach

BAER et al
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In sequentieller Weise wird das erste Stereozentrum zunichst per asymmetrischer
Aldolreaktion generiert und in einer nachfolgenden, diastereoselektiven Biotransfor-
mation das Diol erzeugt. Je nach eingesetztem Organokatalysator und Enzym gelingt
so die gezielte Darstellung nur eines definierten 1,3-Diols. RULLI et a/ konnten spater
zeigen, dass sich das Synthesekonzept auch auf ein gedndertes Substitutionsmuster
am aromatischen Ring iibertragen und der Gesamtprozess weiter optimieren ldsst. In
der im wissrigen Medium durchgefiihrten Eintopf-Synthese werden Diastereome-
renverhiltnisse von > 25:1 bei Enantiomereniiberschiissen von >99% erreicht.[*!
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2.2.2 Prolin und seine Derivate als Katalysatoren der asymmetri-
schen Aldolreaktion (AAR)

Seit der Pionierarbeit von LisT und BARBAS**! im Jahr 2000 hat sich die durch kleine,
organische Molekiile katalysierte intermolekulare, asymmetrische Aldolreaktion
(AAR)P*¥) zwischen Aldehyden und Ketonen als vielseitig anwendbare C-C-

9498] 711 den am haufigsten genutzten Strukturmoti-

Kniipfungsreaktionen etabliert..
ven der hierbei verwendeten Katalysatoren gehort das Prolingeriist, wobei frithe Ver-
suche noch auf der Verwendung der unfunktionalisierten Aminosaure 30 in hoch
siedenden bzw. toxischen Losungsmitteln wie DMSO und DMF sowie Katalysator-

beladungen von bis zu 30 mol% basierten (Schema 2.13).18%!

o
()
OH
NH
(5)-30 OH O
R H (e} 30 mol% Nr®)
| - |
v DMSO [
R 2-8h, RT
(R)-31
62-94% Ausbeute
60-76% ee

Schema 2.13. Prolin-katalysierte, asymmetrische Aldolreaktion von Aceton mit substituierten
Benzaldehyden (31a: R = H; 31b: R = p-Br, 31c: R = p-NO,, 31d: R= 0-Cl).

Formal dhnelt die in situ Ausbildung eines Enaminintermediates dabei dem Katalyse-

mechanismus von Klasse 1 Aldolasen (Schema 2.14).[9-106!

(e}
0 )K H,0 ?
(S) ©
Pon \_/ ol ©
N

NH 7/
H,0

(8)-30

OH O
2 on

H,0

R (R)31 N
_ —s 7]/
(@]
o
N H
[ N
Dk I
Xy H
& »
— - R

Schema 2.14. Katalysemechanismus der Prolin-katalysierten Aldolreaktion zwischen Aceton und
Benzaldehyden [107108]
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Dennoch zeigten frithe organokatalytische Systeme im Gegensatz zu jhrem enzymati-
schen Analogon verminderte Umsitze und einen teilweisen oder vollstindigen Ver-

lust der Enantioselektivitit in wasserreichen Reaktionsmilieus.[9%93109-112]

In vielen Fillen konnten jedoch Umsatzsteigerungen bzw. verbesserte Selektivititen
der Prolin(derivat)-katalysierten AAR erreicht werden, wenn den jeweiligen organi-
schen Solventien in kleinen Mengen Wasser als Additiv zugesetzt wurde.[''>1%! Die
ersten Prolin-basierten Organokatalysatoren, die in Wasser als Losungsmittel ver-
wendet werden konnten, wurden 2006 unabhingig voneinander von BARBAS!2") und
HavasHi!2122 yorgestellt.

0
& N VYN
N
na o
% % (8)-33 9‘?}0
(S
/©)LH . é 10 mol% R)
O,N V\ﬁ‘s;‘;f O,N
32 Sk, 34
99% Ausbeute
36% ee

anti:syn79:21

Schema 2.15. Decyl-Prolinamid-katalysierte AAR zwischen Cyclohexanon und p-Nitrobenz-
aldehyd (32) in Wasser.

Wihrend BARBAS mit verschiedenen alkylsubstituierten Prolinamiden zwar die Kata-
lysatorbeladung auf 10 mol% senken konnte, wurden hohe Katalysatoraktivititen in
Wasser nur firr mit dem Losemittel nicht mischbare Edukte wie Cyclohexan und p-
Nitrobenzaldehyd (32) erhalten (Schema 2.15).1'2°) Ohne den Zusatz weiterer Co-
katalysatoren wie chiralen Sulfonsduren oder Carbonyl-aktivierenden Lewissidure-
additiven wurden hingegen nur miflige Selektivititen erreicht. Bei gleichen Reakti-
onsbedingungen, Katalysatormengen und Edukten wird mit dem von HAYASHI ent-
wickelten Hydroxyprolinderivat (5)-35 zwar ein minimal niedrigerer Umsatz detek-
tiert, das Aldolprodukt kann allerdings praktisch enantiomerenrein (>99% ee) erhal-
ten werden (Schema 2.16).[1%2]

0
©)
%51*0 OH
NH
(e} (@) (8)-35 OH O
~(S
32 ’ 34
86% Ausbeute
>99% ee

anti:syn20:1

Schema 2.16. TBDPS-Prolylether-katalysierte AAR zwischen Cyclohexanon und p-Nitrobenz-
aldehyd (32) in Wasser.
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Weiterhin erméglicht der HAYASHI-Katalysator (5)-35 die Umsetzung einer wasser-
mischbaren Akzeptorkomponente wie Aceton. Anzumerken ist jedoch, dass die Effi-
zienz der Aldolreaktion im Vergleich zur Verwendung hydrophober Edukte sinkt.
Trotz verlingerter Reaktionszeiten werden geringere Umsitze und Selektivititen
erzielt (Schema 2.17).

o (8)-35 OH O
/@)LH .0 10 mol% D)
N )K Wasser O,N
1 18 h, RT (R)-36
63% Ausbeute
67% ee

Schema 2.17. TBDPS-Prolylether-katalysierte AAR von Aceton mit p-Nitrobenzaldehyd (32) in
Wasser.

In der Folgezeit wurde in vielen Forschungsgruppen ein enormer Aufwand betrieben,
Prolin-basierte Organokatalysatoren zu entwickeln, die sich in rein wissrigen Medien

wie ,Mikroaldolasen“[®108]

verhalten. Den Vertretern dieser Katalysatorklasse sind
folgende Strukturmerkmale gemein: Sie besitzen 1.) einen Pyrrolidinring, 2.) keine
freien Carbonsiuregruppen, 3.) sterisch anspruchsvolle Substituenten am Katalysa-
torriickgrat, sowie 4.) funktionelle Gruppen, die als Wasserstoffbriickendonoren fun-
) [123-126]

gieren konnen (Abbildung 2.4).

2,0 L
..
NH OH NH OH
37 38 L’\‘\’

cO Et S
\CO Et
TBSO!- II}]I
NH OH

40 41

Abbildung 2.4. Einige Beispiele fiir Prolin-basierte Organokatalysatoren, die in wissrigen Medien
eingesetzt werden konnen.

Obwohl heute anerkannt ist, dass die effizientesten Organokatalysatoren fiir asym-
metrische Aldolreaktionen im wissrigen Medium auf Prolinbasis solche sind, die eine
Amideinheit sowie Wasserstoffdonoren besitzen, lassen sich dennoch nicht alle Ver-

bindungen dieser Klasse fiir wassermischbare Edukte einsetzen.'”]
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Bemerkenswerte Ausnahmen stellen die von SINGH entwickelten Katalysator (.5,S)-
27 und (5;5)-43 dar (Schema 2.18).[12812%]

(0] R
A
(0] 0.5 mol% :
o A °
O,N ges. Natriumchloridlésung O,N
32

10h,-5°C
S (R)-36

mit (5;5)-27 (R = £Bu): 78% Ausbeute, 86% ee
mit (5,8)-43 (R =Ph): 80% Ausbeute, 85% ee

Schema 2.18. Prolinamid-katalysierte AAR zwischen Aceton und p-Nitrobenzaldehyd (32) nach
SINGH.

Zwar liegt der erreichte Enantiomereniiberschuss fiir das Aldolprodukt (R)-36 in
dem von BARBAS etablierten Referenzsystem aus Aceton und p-Nitrobenzaldehyd
(32) nur bei 86%, bei geindertem Substitutionsmustern am Donoraldehyd werden
jedoch in vielen Fillen Produkte mit optischen Reinheiten von >99% erhalten. Hier-
bei findet die AAR vollstindig im wissrigen Medium statt und geniigt so den Krite-
rien einer nachhaltigen Prozessfithrung, etwa im Hinblick auf die Vermeidung von
okologisch bedenklichen Lésungsmitteln.['**'3!] Der Zusatz von Additiven oder
Cokatalysatoren ist nicht notwendig. Des Weiteren gelingt die Umsetzung im Gegen-
satz zu L-Prolin oder seinem Derivat ($)-35 statt mit 30, respektive 10 mol% bereits

mit 0.5 mol% (5;5)-27 bzw. (§,5)-43.

KRISTENSEN et al. gelang 2009 im Arbeitskreis HANSEN die Heterogenisierung des
letztgenannten Prolinamidkatalysators (5,5)-43 durch Copolymerisation mit Styrol
und Divinylbenzol.!**%*) In einer Kooperationsarbeit mit RULLI konnte nachfolgend
das Recyclierungspotential des Organokatalysatorimmobilisates gezeigt werden. So
lieBen sich fiir die AAR zwischen Aceton und 3-Chlorbenzaldehyd (13) im Festbett-
reaktor in mehreren nacheinander durchgefithrten Reaktionscyclen fiir (R)-12 stets
Umsitze von iiber 93% bei 90+2% ee erreicht werden (Schema 2.19).[)

(0] HO é

(¢]
O Ph

O:{).\g}g)\#ﬂf’h

NH OH
? ($9)-11 OH O

CIO)LH . (¢} im Festbettreaktor Cl (k)
A RT,24h

5 aufeinander folgende Reaktionszyklen

13 (R)-12
93-95% Umsatz

88-92% ee

Schema 2.19. Die Heterogenisierung des Prolinamidkatalysators ermoglicht eine Mehrcyclen-
reaktionsfiihrung,
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2.2.3 Enzymatische Ketonreduktion mit Alkoholdehydrogenasen

Obwohl die Natur einen immens groflen Fundus zur katalytischen Umsetzung ver-
schiedenster Substrate bietet, wurde die Verwendung von Biokatalysatoren auf in-
dustrieller Ebene im Vergleich zu etablierten, chemischen Methoden lange Zeit als
nicht kompetitiv angesehen.!'*'*) Hauptursichlich hierfiir waren, trotz milder Reak-
tionsbedingungen und teilweise beachtlicher Selektivititen, zumeist schlechte Pro-
duktivititen, zu hohe Katalysator- und Prozesskosten sowie die problematische Ab-

132] Historisch gesehen liegen viele dieser Prob-

trennung der Biomasse vom Produkt.!
leme in der Verwendung von Wildtyporganismen als Biokatalysatoren begriindet. Die
eingesetzten Stimme, oft Hefen, wuchsen nur langsam, zeigten selten Toleranzen
gegen hohe Substrat- oder Produktkonzentrationen und fithrten wegen der Anwe-
senheit verschiedenster, nicht erwiinschter Enzyme zu Neben- oder Folgereaktio-
nen.!'3 Nachdem Anfang der 1980er Jahre rekombinante DNA-Techniken etabliert,
mit Hilfe von Genomsequenzierungen einzelne Enzyme identifiziert und diese aus
entsprechenden Expressionssystemen iiberexprimiert werden konnten, setzte sich in
der Synthese chiraler Verbindungen in den letzten Jahrzehnten zunehmend der Ein-
satz isolierter Enzyme durch. Diese besaflen, im Vergleich zur Verwendung von Wild-
typ-Ganzzellbiokatalysatoren wie Hefen, einen signifikant erhohten Proteinanteil der

Biomasse und waren mit den modernen Methoden zudem leicht zuganglich.

Zu den mittlerweile in groflen Mengen kommerziell verfigbaren, isolierten Enzymen
gehoren Ketoreduktasen (KREDs, Enzymklasse EC 1.1.1.X)," welche die stereoselek-
tive Reduktion prochiraler Carbonylverbindungen katalysieren (Schema 2.20).

(0] KRED OH

M

R® R R R

Schema 2.20. Allgemeines Schema zur enzymatischen Reduktion von Carbonylverbindungen
mittels Ketoreduktasen.

Heute gehort die enzymatische Ketonreduktion zu den etablierten Synthesemetho-
136-139

den, welche auch industriellen Anspriichen geniigen.| ] Diverse Synthone phar-
makologisch aktiver Stoffe lassen sich bereits biokatalytisch darstellen. So ist bei-
spielsweise die Synthese der Montelukast-Vorstufe 44 im 230 kg Mafistab und einer
Substratkonzentration von 100 g/L méglich (Schema 2.21).1'*) Die verwendete Ke-

to-reduktase CDX-026 ist kommerziell von Codexis erhaltlich.[3%]

Die Reduktion erfolgt hierbei, wie bei allen Enzymen dieser Klasse, durch die Uber-
tragung eines Hydrids aus dem natiirlichen Coenzym NAD(P)H, welches in stochi-
ometrischen Mengen benétigt wird, auf das Substrat. Im Allgemeinen lésst sich diese
Biotransformation in folgenden Schritten zusammenfassen: 1.) Die Ausbildung eines
trimeren Komplexes aus Enzym, reduziertem Cofaktor und Substrat, 2.) den Hydrid-
transfer vom Coenzym auf die Carbonylverbindung und 3.) die Freisetzung des chira-

len Reduktionsproduktes aus dem Enzym-(oxidierter ) Cofaktor-Komplex.!!3]

" Syncozymes bietet iiber 150,[** Codexis beinahe 300 verschiedene KREDs an.!'3]
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CDX-026 KRED | 40-45h
NADPH 45°C

>95% Ausbeute
>99.9% ee

Schema 2.21. Biokatalytische Darstellung des Montelukast-Precursors 44.

Der Hydridtransfer auf das sp*-hybridisierte Keton (Schritt 2) ist dabei stereo-
chemisch auf vier Wegen (E1 - E4) méglich, die sich durch die Kombination 1.) eines
re- oder si-Seitenangriffs sowie 2.) den Ubertrag des pro-R (Hr)oder pro-§ (Hs)
Wasserstoffs vom Nicotinamidcofaktor ergeben (Abbildung 2.5).1141142]

E3

0] HSH E2 HR O
A\ R Teeal B
H N IR NH
2 | ] E1 | 2
I\\I siSeite re Seite I\J
ADPR ADPR
OH OH
®Y 1, 7 1L

Abbildung 2.5. Stereochemisches Modell der Hydridiibertragung von NAD(P)H auf ein Keton.
L steht hierbei fiir einen groflen, S fiir einen kleinen Rest. ADPR = Adenosin-
diphosphatribosyl.

Der stereochemische Ausgang einer enzymkatalysierten Ketonreduktion lasst sich
hierbei mit Hilfe der PRELOG-Regel vorhersagen.!'*] Asymmetrische Reduktionen
nach E1 oder E2 fithren zum (R)-Produkt, E3 und E4 zum ($)-Alkohol. Ausschlag-
gebend fiir die (5)- oder (R)-Selektivitit der jeweiligen Ketoreduktase ist jedoch in
allen Fillen die relative Ausrichtung von Cofaktor und Carbonylverbindung zuein-
ander. Dies wird in der aktiven Tasche des Enzyms durch die Priorientierung des
Coenzyms sowie die Fixierung des Substrates erreicht.



STAND DER WISSENSCHAFT | 27

Letzteres ist durch die Koordination des Carbonylsauerstoffs an Metallionen wie
Zink (z. B. bei ADHs des Menschen, aus Pferdeleber oder Bickerhefe sowie AtCADS
aus Arabidopsis thaliana)'*'¥") oder Eisen ( wie beispielsweise bei der ADH-4 aus
Saccharomyces  cerevisiae, 4-Hydroxybutyratdehydrogenase aus Clostridium
kluyveri, Methanoldehydrogenase aus Bacillus methanolicus oder der Alkohol-
dehydrogenase aus Zymomonas mobilis)"'**'>°) bzw. die metallfreie ionische Anbin-
dung des Substrates (etwa bei Drosophila lebanoniensis ADH oder HGDH aus
Acidaminococcus fermentans)'>'%* moglich (Abbildung 2.6).

N’[W Arginin-Cluster
NADH
o7 .

o R A K§

) O SNy NN H,NTNH,
T R N AHg HZNYNH
®0-H H, 2l
H H-O o0 NADH H,N" Y0 2
‘\ Q0O H,N
-0 P
H-O o ®,>—§
T O %F%
y O\
H O \ , 0 //O O Y

H

Me H Y
\ Hg / ’ \_)
H ‘ HZN\® ,’/ N
@0 . FNH, (@]
HN N His 297

) o
o
R, Arg 235 éa, s
R, OH
Glu
264

Abbildung 2.6. Mechanismen der enzymatischen Reduktion (links: Zimtalkoholdehydrogenase
AtCADS aus Arabidopsis thaliana, rechts: Hydroxyglutaratdehydrogenase aus
Acidaminococcus fermentans).

Ein beeindruckendes Beispiel dafiir, wie kompliziert das Zusammenspiel aller Teil-
aspekte der enzymatischen Reduktion sein kann, beschrieben LIANG et al 2013 fir
die isolierte Ketoreduktase 1 aus Candida glabrata.'*! Sie konnten zeigen, dass sich
das stereochemische Resultat der Biotransformation allein in Abhingigkeit des Deri-
vatisierungsmusters am Substrat 46 vollstindig umkehren ldsst (Schema 2.22).

Y KRED-1 aus OH
Candida glabrata para: 94% Umsatz, >99% ee (S)
0°C. 12 h meta: 99% Umsatz, 99% ee (S)
06 ortho: 94% Umsatz, 96% ee (R)
E F
46 47

Schema 2.22. Enzymatische Reduktion Fluor-substituierter Acetophenone mit Candida glabrata
KRED.
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Erklart werden kann dies durch zusitzliche, spezifische Wechselwirkungen bestimm-
ter Aminosdurereste (im vorliegenden Beispiel werden Wasserstoffbriicken mit
Tyr17S und Ser134 postuliert) in der aktiven Tasche des Enzyms, die die Substrat-
bindung und -orientierung zusitzlich zu der Fixierung am Carbonylsauerstoff beein-
flussen kénnen.

Eine Einteilung der Vertreter der Enzymklasse EC 1.1.1.X kann im Allgemeinen den-
noch auf Basis des Hydridtransfers nach E1 — E4 erfolgen. Wihrend die Ubertragung
nach dem E4-Modus bisher unbekannt ist, lassen sich beispielsweise die Dehydro-
genasen aus Pseudomonassp.!'*" oder Lactobacillus kefir*'>>) der E1-, die Reduktasen
aus Geotrichum candidum*® und Mucor javanicus''>” der E2-, sowie die ADHs aus
Moraxella sp.,''*) Thermoanaerobium brokii**") Pferdeleber!'®) oder Bickerhefe!'+*
der E3-Klasse zuordnen. Im Allgemeinen ist die Anzahl an Enzymen mit PRELOG-
Stereospezifitit wesentlich grofler als die mit anti-PRELOG-Spezifitit und die meisten
KREDs iibertragen in einem re-Seitenangriff den pro- R-Wasserstoff des Cofaktors auf
das Substrat (E3-Mechanismus).!'*!) Dennoch wurden in den letzten Jahrzehnten
auch zahlreiche Reduktasen mit (R)-Selektivitit identifiziert und in der asymme-
trischen Synthese chiraler Verbindungen eingesetzt. Heute sind sowohl (R)- als auch
(8)-Alkohole im Substratkonzentrationsbereich um 100 g/L auf biokatalytischem
Wege gut zuginglich (Abbildung 2.7).!132160]

s 7\ s Y s 1\
OH
0 OH -
®) (R)
07 (s) o
OH cl ©/
48 49 50
100 g/L 156 g/L 212g/L
. J . J . J
Rhodococcus Lactobacillus
KRED-101['25] ervthropolis ADH!'5°] kefir ADH0]
>95% Umsatz 94% Umsatz >95% Umsatz
>99% ee >99% ee >99% ee

Abbildung 2.7. Beispiele fiir biokatalytische Reduktionsprodukte im Konzentrationsbereich um
100 g/L.

Speziell im Labormafistab wurden grofle Erfolge bei der biokatalytischen Reduktion
auch sterisch anspruchsvollerer Substrate erzielt. So kann mit der KRED aus Candida
magnoliae neben der Synthese von (R)-2-Octanol ((R)-51) auch die Darstellung von
(R)-1-Adamantylethanol ((R)-52) in nahezu optischer Reinheit realisiert werden
(Schema 2.23).11¢1)
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53 54

Carbonylreductase aus Candida magnoliae

18h, RT
;.kH/\/\/ O
(R) ®)
(R)-51 (R)-52
92% Ausbeute 95% Ausbeute
>99% ee >99% ee

Schema 2.23. Biotransformation von 2-Octanon (53, links) bzw. Adamantylethanon (54, rechts)
mittels der KRED aus Candida magnoliae.

Durch die kontinuierliche Weiterentwicklung rekombinanter Expressionsmethoden
und die intensive Sequenzierungsarbeit ganzer Genkarteien unterschiedlicher Orga-
nismen ist die Anzahl isolierter Reduktasen in den letzten Jahrzehnten stark an-
gestiegen. Die enorme Fiille verfigbarer Reduktasen liefert mittlerweile maf-
geschneiderte Losungen fiir die biokatalytische Synthese chiraler Alkohole abseits der
in Abbildung 2.5 vereinfacht dargestellten Substratbeschaffenheit (ein grofer und ein
kleiner Rest).

o) OH OH
(U wean P10 = (P
30°C,24h
55 (8)-56 (R)-56
mit KRED 119 mit KRED 121
95% Ausbeute 95% Ausbeute
95 % ee 98 % ee

Schema 2.24. Asymmetrische Reduktion eines Biarylketons.
So kénnen auch Carbonylverbindungen mit zwei groflen Resten wie Biarylketone!'¢!
asymmetrisch zu den entsprechenden (R)- und (8)-Produkten 56 umgesetzt
(Schema 2.24) bzw. Naturstoffe wie Carvon (57), die eine Enoneinheit besitzen,
selektiv reduziert werden (Schema 2.25).11%]

o ADH aus \OH
D. grovesii @ '
28°C,72h
57 (R)-58
90% Ausbeute
76% ee

Schema 2.25. Asymmetrische Reduktion von Carvon (57).
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Ebenso stehen heute auch Biokatalysatoren zur Verfiigung, die nicht nur enantio-,
sondern auch chemo- oder regioselektive Reduktionen katalysieren kénnen. Bei-
spielsweise lassen sich Diketone mit elektronisch unterscheidbaren Substituenten wie
1-(4-Acetylphenyl)-2,2,2-trifluorethanon (59) zum enantiomerenreinen Mono-
alkohol 60 umsetzen (Schema 2.26).116416%]

(@] (@] (@]
\/@)K KRED-A1li KRED-Alx
B T — —_—
E,C ¥ F,C F,C(R)
OH 0 OH
(85)-60 59 (R)-60
>95% Ausbeute >95% Ausbeute
>99%% ee >99%% ee

Schema 2.26. Beispiele fiir chemoselektive Biotransformationen mit Ketoreduktasen.

Noch bemerkenswerter ist die von BOTES et al veroffentlichte, diastereoselektive
Monoreduktion von Bicyclo[2.2.2]octan-2,6-dion (61), die gezielt zum endo- bzw.
exo-Produkt 62 fithrt (Schema 2.26).1¢¢)

ADH aus
Candida wickerhamii HO

() O
(154R65)-ex0-62

| 66% Ausbeute
— - 98% ee
(@] (@]

61
ADH aus 0= "))
Cryptococcus albidus OH
(1R45,65)-endo-62
79% Ausbeute
98% ee

Schema 2.27. Beispiele fiir regioselektive Biotransformationen mit Ketoreduktasen.

Da bei der Anwendung biokatalytischer Verfahren keine Schutzgruppen eingefiihrt
werden miissen und chemokatalytische Synthesen bei der Umsetzung anspruchsvol-
ler Substrate wie 59 oder 61 zumeist Racemate liefern, "'’} sind Enzyme mehr als
nur eine Ergidnzung zu etablierten Methoden.

Um jedoch auch unter dem Gesichtspunkt der Prozessdkonomie mit chemischen
Verfahren konkurrieren zu kénnen, bedarf es neben einem einfachen Zugang zum
(Bio)Katalysator ein kostengiinstiges Reduktionsmittel. Die Hydridquellen aller Re-
duktionen mittels Ketoreduktasen sind natiirliche Coenzyme (NAD(P)H, siehe auch
Abbildung 2.5 und Abbildung 2.6), deren Herstellung im Vergleich zu klassischen
Hydridreagenzien wie NaBH,, LiAlH, oder Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL-H)
wesentlich kostenintensiver ist.”

" Preis pro 100 g in Euro: NaBH, (S5), LiAlH4 (104), DIBAL-H (182). Preis pro 1 g in Euro: NADH (594),
NADPH (1600).01¢8]
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Um die unékonomische Verwendung grofler Mengen reduzierten Cofaktors zu ver-
meiden wurden Methoden entwickelt, den stochiometrischen Einsatz dieses Reduk-

n.1169172] Die Regenerierung oxidierter Cofaktormolekiile

tionsaquivalents zu umgehe
kann durch Zuschalten einer zweiten Reaktion erreicht werden, bei der ein Cosub-
strat verbraucht und das Coenzym wieder in seine reduzierte Form tiberfiithrt wird.
Im bienzymatischen Ansatz wird die biokatalytische Reduktion mit einer zweiten,
enzymkatalysierten Umsetzung gekoppelt, die in entgegengesetzter Redoxrichtung

unter Verbrauch von NAD(P)* NAD(P)H (re)generiert (Schema 2.28).

0 ADH _ OH 0 ADH _ OH
T TN e | e =, *x
NAD(P)H g NAD (P)* NAD(P)H NAD(P)*
s.N. —= \ / Cosubstrat )O]\ - \ / )Oj
Enzym ADH
im Uberschuss

Schema 2.28. Enzym- (links) und substratgekoppelte (rechts) Cofaktorregenerierung. N. = std-
chiometrisch auftretendes Nebenprodukt.

Verbreitete Regenerierungssysteme sind hierbei (Enzym/Cosubstrat) Glucose-

(1731741 Formiatdehydrogenase/Formiat,'7177)  Phosphit-

180,181]

dehydrogenase/Glucose,
dehydrogenase/Phosphit!’®!”) oder Hydrogenase/molekularer Wasserstoff..
Allen Systemen ist gemein, dass ein weiteres Enzym benotigt wird. Dieses muss so-
wohl giinstig verfiigbar sein als auch eine hohe Aktivititen bzw. Stabilitit unten den
Reaktionsbedingungen der enzymatischen Reduktion besitzen. Weiterhin miissen die
stochiometrischen Nebenprodukte zusitzlich vom Reaktionsprodukt abgetrennt
werden. Als 6konomisch attraktive und effiziente Alternative hat sich die substrat-
gekoppelte Cofaktorregenerierung etabliert (Schema 2.28, rechts). Hierbei kataly-
siert die fir die Reduktion des Substrates verwendete KRED gleichzeitig die Oxida-
tion eines niedermolekularen ,Opferalkohols“ wie Isopropanol.'$%'%2] Da beide
Schritte generell reversible sind, wird die thermodynamische Gleichgewichtslage in
der Regel durch die Zugabe eines Uberschusses an Alkohol produktseitig verscho-

(133) Durch den Einsatz von Reduktasen hoher Stabilitit gegeniiber organischen

ben.
Solventien, wie der ADH aus Rhodococcus sp., die einen Losungsmittelanteil von
S0 Vol-% toleriert,'®! konnten unter substratgekoppelter Cofaktorregenerierung
bereits industriell relevante Prozesse wie die Produktion von 2-Butanol oder 4-Chlor-
3-(8)-hydroxybuttersiureethylester mit weit unterstdchiometrischer Mengen an

NAD(P)H realisiert werden.!'8+185]
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2.24 Immobilisierung von Biokatalysatoren: Verfahren und An-
wendungsbeispiele

Obwohl die Biokatalyse mittlerweile Einzug in die industrielle organische Synthe-
se,[1%1%) ingbesondere in den Bereichen der Produktion von pharmakologischen
Wirkstoffen, Feinchemikalien oder Biotreibstoffen,!!**1**) gehalten hat, ist ihre breite
Anwendung oft aufgrund fehlender Langzeitstabilitit oder der schwierigen Riick-
gewinnung und Wiederverwendung der eingesetzten Enzyme eingeschrinkt. Diese
limitierenden Faktoren lassen sich jedoch erfolgreich mit Hilfe der Immobilisierung
des Biokatalysators adressieren.!'*2?l Obwohl der erste biokatalytische Prozess unter
Verwendung eines immobilisierten Enzyms, der im industriellen Mafistab durch-
gefiihrt wurde, bereits vor beinahe SO Jahren Produktionsreife erlangte,*** beinhal-
ten nur circa 20% aller Biotransformationsprozesse Enzyme in immobilisierter

(194204] Geschuldet ist dies den fiir jeden Herstellungsprozess individuellen An-

Form.
forderungen an den heterogenisierten Katalysator, wodurch Universallésungen aus-
geschlossen sind.[*s) Infolgedessen wurden in den letzten Jahrzehnten zahlreiche
Immobilisierungsmethoden entwickelt, von denen im Folgenden beispielhaft eine
Auswahl solcher vorgestellt wird, die eines Triger(material)s bediirfen (Abbildung

2.8). Fiir trigerfreie Heterogenisierungen von Biokatalysatoren, beispielsweise durch

(spontane) Selbstimmobilisierung mittels Quervernetzung, sei auf Ubersichtsartikel
zum Thema CLECs (cross-linked enzyme crystals)* bzw. CLEAs (cross-linked

207]

verwiesen.[20820%]

enzyme aggregates)[
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Abbildung 2.8. Ausgewihlte Immobilisierungsmethoden (links: Kovalente Verbriickung durch
Ausbilden von Amidbindungen; mitte: nicht-kovalente Anbindung des Enzyms
durch ionische Wechselwirkungen mit dem Tragermaterial; rechts: Einkapselung
des Enzyms in einer Matrix). Das Enzym ist hierbei in griin, das Trigermaterial in

blau dargestellt.

Ein nach prozesstechnischen Kriterien idealer Triger vereint chemische Inertheit mit
ausreichender Stabilitit, Langlebigkeit, Regenerierbarkeit, physikalischer Wider-
standsfihigkeit, einfacher Handhabung sowie einer hohen Kosteneffizienz.*'*! Die
Immobilisierung eines Biokatalysators auf einer solchen Matrix erméoglicht neben der
vereinfachten Abtrennung des Enzyms, welche eine Kontaminierung des Produkt-
(gemisches) durch den Katalysator verhindert, vor allem seine Wiederverwendung in
aufeinander folgenden Reaktionscyclen.
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Insbesondere bei der Verwendung kostenintensiver Enzyme entscheidet sich anhand
der Recyclierbarkeit, ob sich ein Produktionsprozess nach 6konomischen Gesichts-
punkten realisieren lasst. Einhergehend mit der meist gleichzeitig erhohten Stabilitat
immobilisierter Biokatalysatoren im Bezug auf thermische oder durch Solventien
verursachte Denaturierung werden im Vergleich zur homogenen Biotransformation
auch hohere Produktivititen erzielt. So konnen pro Kilogramm immobilisierter Peni-
cillin G Amidase 600 kg 6-Aminopenicillinsiure (6-APA) synthetisiert werden.2°!
Mit an Cellulose immobilisierter Glucoseisomerase lassen sich im Produktionsmafi-
stab sogar 11000 kg Fructose-Glucose-Sirup (HFCS, high fructose corn sirup) pro
Kilogramm Immobilisat herstellen.!"]

Die Grundvoraussetzung fiir die Gestaltung solcher nachhaltigen Biotransformatio-
nen ist die Langlebigkeit des heterogenen Katalysators unter Prozessbedingungen. Zu
den robustesten Immobilisaten gehoren solche, bei denen das Enzym kovalent an der
Matrix gebunden ist. Weit verbreitet ist hierbei die Anbindung iiber Amidbriicken
(Abbildung 2.8, links). In Gegenwart von Promotoren wie Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) konnen die Carbonsiurefunktionalititen eines Trigermaterials mit M-
Hydroxysuccinimid (NHS) in Aktivester iiberfithrt werden, die mit freien Amin-
gruppen am Enzym zu Amiden abreagieren.*'>2!*) Hiufig geschieht die Ankniipfung
tiber die e-Aminfunktion von Lysin. Als vorteilhaft erweist sich die hohe Reaktivitit

216) Als kommerzielle

der Aminosiure sowie ihre Haufigkeit in der Enzymoberfliche.!
Variante der kovalenten Enzymbindung haben sich Triger mit Oxiranresten, wie

Eupergit C® (Evonik Industries), etabliert (Schema 2.29).

Eupergit C (Ausschnitt)

Schema 2.29. Kovalente Immobilisierung eines Enzyms (in griin dargestellt) an Eupergit C.

Eupergit C° ist ein makroporoses Copolymersystem aus N, N-Methylen-bis-
acrylamid, Glycidylmethacrylat, Allyl-glycidylether und Methacrylamid mit einem

mittleren Porendurchmesser von 25 nm.[2!”]
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Der Trager ist tiber die gesamte pH-Skala von 0-14 stabil und findet aufgrund seiner
chemischen, sowie auch mechanischen Robustheit Anwendung im industriellen
Mafstab.2'#21°] Als Beleg fiir die auerordentliche Langlebigkeit eines Eupergit-
Enzym-Immobilisates sei an dieser Stelle die Heterogenisierung der Penicillin
Amidase genannt, die nach iiber 800 Reaktionscyclen eine konservierte Restaktivitit
von 60% aufweist.?")

Der intrinsische Nachteil kovalenter Immobilisierungsmethoden liegt allerdings in
der Anbindungsart selbst. Allen Tragern ist die hohe Dichte an bindungsbildenden
Funktionalititen gemein. Enzyme werden so, aufgrund ihrer Grofle, in der Regel
multi-kovalent gebunden, wodurch zufillige Orientierungen relativ zum Triger zu-
stande kommen. Da keine Méglichkeit zur Vorausrichtung des Enzyms oder der di-
rekten Begrenzung der Bindungsanzahl besteht, resultieren ungewollte Konformati-
onsinderungen durch die irreversible chemische Verinderung des Biokatalysators,

221-223] So werden zwar in der

was die Aktivitit des Enzyms drastisch verringern kann.!
Regel hohe bis nahezu quantitative Immobilisierungsausbeuten erreicht, die relative

Aktivitit des Biokatalysators kann jedoch im Vergleich zum freien Enzym bis auf 15%
absinken.?**!

Um den Anteil unfunktionaler Biomasse zu verringern, bieten sich nicht-kovalente
Immobilisierungsmethoden an, bei denen das Enzym nicht durch irreversible, chemi-
sche Verinderungen inaktiviert wird. Hohe Kompatibilititen weisen hierbei wasser-
unlésliche Biopolymertriger wie beispielsweise Chitosan,?25*1¢) Cellulose,?*"2*")
Stirke, 3% Pectin*!! oder Sepharose!?*?! auf. Ausgenutzt wird bei diesem Immobili-
sierungskonzept die Nettooberflichenladung von Enzymen, die je nach pH-Wert und
isoelektrischem Punkt verschieden sein kann, sich jedoch mit Rechenmodellen gut
voraussagen lisst.2**! Wird ein Trigermaterial entsprechend entgegengesetzter La-
dung verwendet, fihrt die Ausbildung stark polarer, ionischer Wechselwirkungen zur
Immobilisierung des Enzyms (Abbildung 2.9).

OH
(@] ( © —
HO fe} /N®‘:::::_—@
Hl NC) ’
®
? o o ®

Abbildung 2.9. Schematische Darstellung der Anbindung eines Enzyms (in griin dargestellt) iiber
ionische Wechselwirkungen an DEAE-Sephadex.

Zwar ist die Anbindung des Biokatalysators wesentlich schwicher als durch kovalente
Verbriickungen, jedoch muss das Enzym chemisch nicht verindert werden, wodurch

seine native Form wihrend der Heterogenisierung weitestgehend konserviert

234 Ein Anwendungsbeispiel der Immobilisierung via ionischer Wechselwirkun-

wird.!
gen, das von industrieller Bedeutung ist, stellt der TANABE-Prozess zur Racemat-
203]

spaltung M-acylierter Aminosiuren dar (Schema 2.30).
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Hierbei wird eine Aminoacylase aus Aspergillus oryzae an DEAE-Sephadex (Diethyl-
aminoethylcellulose) im Festbettreaktor verwendet.

NHAc Aminoacylase an NH,

OH DEAE-Sephadex - OH
R/S( + H,0 P R + CH,COOH

O 0

+

NH,
(Ac),O, T /H(OH

R
o

Schema 2.30. Racematspaltung acylierter Aminosduren mittels immobilisierter Aminoacylase
(TANABE Prozess).

Prinzipiell kénnen in gleicher Weise auch nicht-natiirliche Trager zum Einsatz kom-
men. Ebenso geeignet sind beispielsweise Ionentauscher wie Amberlit.!**>?3¢) Wie bei
anderen verbreiteten, nicht-kovalenten Heterogenisierungsmethoden wie der Ad-
sorption an makropordsen Trigern wie Celite oder Accurel,*?*! liegt der Nachteil
der ionischen Anbindung von Biokatalysatoren in den nur schwach ausgeprigten
Wechselwirkungen zwischen Enzym und Tréiger. Hierdurch scheidet eine Verwen-
dung solcher Immobilisate in wissrigen Medien meist aus, da das Enzym leicht vom

205224 Eine Recyclierung ist somit

Trager heruntergewaschen bzw. abgeldst wird.[
ausgeschlossen. Des Weiteren kann die Orientierung der adsorbierten bzw. durch
ionische Wechselwirkungen am Triger gehaltenen Enzyme, dhnlich wie bei kovalen-
ten Immobilisierungsmethoden, nicht beeinflusst werden. In zufilliger Anordnung
bilden sich zumeist mehrere heterogene Schichten, wodurch die Enzymaktivitit auf-

grund sterischer Hinderung vermindert sein kann.[24]

Um ein Hochsmafl an Enzymnativitit zu gewihrleisten, konnen Biokatalysatoren
auch ganzlich ohne chemische Modifikationen oder den Zusatz von Detergenzien in
wiederverwendbare Aggregate iiberfithrt werden, indem das Enzym in ein Polymer-
netzwerk eingebracht wird. Hierbei wird der Katalysator rein physikalisch zuriickge-
halten, sobald die Porengrofle des Trigermaterials kleiner als die des Enzyms ist. In
der Regel werden diese Einschluss- oder Einkapselungsimmobilisate in situ durch
Zugabe eines oder mehrerer Enzyme zur Monomermischung hergestellt.?2#2#]
Durch Zuftigen entsprechender Polymerisationsinitiatoren wird der Biokatalysator
anschlieffend im Netzwerk eingeschlossen, behilt hierbei aber seine konformationelle
Freiheit.” Breite Anwendung haben Silicium-basierte Sol-Gele gefunden, die je nach
Precursorzusammensetzung und Polymerisationsbedingungen Netzwerke unter-

242-244

schiedlicher Struktur und Pordsitit aufweisen. ! I Als nicht-silikonbasierte Poly-
mertriger haben sich epoxidaktivierte Hydrogele bzw. Polyvinylalkohole eta-

bliert. [245-247)

" Im wértlichen Sinne sind diese Einschlusskonstrukte zwar keine Immobilisate, da das Enzym als ,frei“ ange-
sehen werden kann und formal keine oder nur minimale Wechselwirkungen mit dem Trigermaterial ausge-
bildet werden, in der Literatur hat sich der Begriff jedoch fiir alle heterogenisierten Biokatalysatoren etabliert.
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Obwohl die Aktivitit von Einschlussimobilisaten aufgrund des eingeschrinkten Mas-
sentransfers limitiert ist und in der Regel geringere Enzymbeladungen als mit den
zuvor diskutierten Immobilisierungsmethoden erzielt werden,>**! bietet diese Art der
Heterogenisierung dennoch viele Vorteile: Die Immobilisate sind mechanisch robust,
chemisch — beispielsweise gegen organische Losungsmittel — sowie thermisch stabil
und besitzen sowohl unter Prozess- als auch unter Lagerungsbedingungen erhohte
Lebenszeiten.[2#?*!] Entscheidend ist hierbei, dass ihre Synthese wenig zeitaufwendig
ist und keiner chemischen Modifikation des Enzyms bedarf, was die Methode insbe-
sondere fiir die Heterogenisierung solcher Biokatalysatoren wertvoll macht, die durch
Funktionalisierungen deaktiviert werden.*! Weiterhin konnen leicht mehrere En-
zyme nebeneinander immobilisiert werden, wodurch heterogen katalysierte Kaska-
denreaktionen ermdglicht werden. Sollten das Enzym und die verwendeten Mono-
merbausteine inkompatibel sein, konnen auch vorgefertigte Polymere verwendet
werden. Als beeindruckendes Beispiel sei hier die Immobilisierung von Alkoholde-
hydrogenasen aus Lactobacillus brevis sowie Thermoanaerobicum sp. an dem kom-
merziellen, superabsor-bierendem Polymer Favor® (Evonik) zur enzymatischen Re-

duktion prochiraler Ketone wie 63a-c genannt (Schema 2.31).[249250]

superabsorbierte
(8)-selektive ADH QH
Rl@ R2
(R)-64
O Isopropanol / Wasser 97-98% Ausbeute
RIJLRZ 9/1(V/V) >99% ee
63 /C')\H
superabsorbierte RI(R?
(R)-selektive ADH (5)-64
98-100% Ausbeute
>99% ee

Schema 2.31. Enzymatische Reduktion mittels superabsorbierter Alkoholdehydrogenase (64a:
R! = Ph, R? = Me; 64b: R! = 4-Pyridyl, R? = Me; 64c: R! = EEOOCCH,, R? = Me).

In wissrigem Isopropanol gelang die hochselektive Umsetzung diverser Ketone mit
>97% Ausbeute und >99% ee. Hierbei wurden in vier aufeinander folgenden Reakti-
onscyclen unter Verwendung desselben Immobilisates weder die Auswaschung des
Katalysators noch eine verminderte Aktivitit beobachtet. Bemerkenswert ist hierbei,
dass es gelang, den fiir die enzymatische Reduktion notwendigen Cofaktor NAD*
ebenfalls im Superabsorber zu immobilisieren. Derartige Coimmobilisate aus En-
zym(en) mitsamt ihrer Cofaktoren lassen sich mit den zuvor diskutierten Methoden
wie der kovalenten oder ionischen Anbindung nicht realisieren.
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2.3  Ergebnisse und Diskussion

2.3.1 Ketonreduktion mit immobilisiertem Biokatalysator

Das Ziel des ersten Schwerpunktes dieser Doktorarbeit ist die (Weiter) Entwicklung
einer nachhaltigen 1,3-Diolsynthesesequenz. Als Modellsystem wird im Rahmen
dieser Arbeit die gut untersuchte Darstellung von 1-(3-Chlorphenyl)butan-(1R3.5)-
diol ((1R35)-10) gewihlt.l**5] Beide Katalysatorsysteme der chemoenzymatischen,
modularen Synthese sollen hierbei, wie in Schema 2.32 gezeigt, als Immobilisate zur
Anwendung kommen. Ein besonderes Augenmerk liegt dabei zunichst auf der Hete-
rogenisierung des Biokatalysators (zweiter Schritt der Synthesesequenz aus Schema
2.32). Wichtige Aspekte sind hierbei die Auswahl eines geeigneten Trigers, die Un-
tersuchung der Recyclierbarkeit des Immobilisates sowie die Einzelschrittoptimie-
rung der isolierten Biotransformation unter Verwendung der heterogenisierten Alko-

o O~<
~ 0
o
4\)\\ O Ph -
= O 3
(@) (S)S)‘ll OI‘OAW\N?'S)\'LPh
H
NH OH

holdehydrogenase.

13 immobilisierter immobilisierter OH OH
Organokatalysator Biokatalysator Cl -
(R)-12 (R)>7(S)
(85,8)-11 (S)-selektive
Alkoholdehydrogenase
P (1R38)-10

Schema 2.32. Sequentieller Aufbau von 1-(3-Chlorphenyl)butan-(1R,35)-diol ((1R35)-10) unter
Verwendung immobilisierter Katalysatoren.

2.3.1.1 Synthese der Referenzverbindungen und Etablierung der
Analytik

Wie in fritheren Arbeiten bereits gezeigt, werden beim Einsatz hochspezifischer Alko-
holdehydrogenasen (ADH) aus Rhodococcus species (Rsp) oder Lactobacillus kefir
(Lk) zur asymmetrischen Reduktion des isolierten Aldolproduktes (R)-12 keine Ne-
ben- oder Zerfallsprodukte detektiert.[>¢) NMR-spektroskopische Untersuchungen
der aus entsprechenden Biotransformationen erhaltenen Rohproduktgemische zei-
gen ausschliefflich charakteristische Signalsitze des Substrates (R)-12 bzw. des Diols
(1R35)-10 (beispielhaft in Abbildung 2.10 gezeigt).

Fir das gewihlte Modellsystem sind, wie in Abbildung 2.10 verdeutlicht, alle nicht-
aromatischen Signalsitze von (R)-12 und (1R,35)-10 spektroskopisch unterscheid-
bar. Fiir alle in diesem Kapitel beschriebenen Umsatzberechnungen werden die gut
voneinander getrennten Signale bei 5.04 und S5.13 ppm verwendet, die jeweils das
Proton am (R)-konfigurierten Stereozentrum abbilden.
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cl : 4.5 mol-% NAD* cl

(R) (R)>(S)
2.5 mL 2-Propanol

7.5 mL Puffer pH 7, 100 mM

OH O 50 U/mmol Rsp-ADH OH OH

(R)-12 6h,RT (1R39)-10
ee =95% >46% Umsatz
0.5 mmol >99% ee
OH O OH OH
Cl ~ Cl ~
(R) R)>(8)
(R)-12 (1R39)-10 HDO
95% ee >99% ee
An N ] A Jl.

Abbildung 2.10. Oben: Reaktionsgleichung zur enzymatischen Darstellung von (1R35)-10 aus
(R)-12. Unten: 'H-NMR-Spektrum des entsprechenden Rohproduktgemisches
bestehend aus (R)-12 (95% ee, blau) und dem Diol (1R,35)-10 (>99% ee, griin)
bei 46% Umsatz.

Eine Umsatzberechnung auf dieser Basis kann durch Korrelation der Integralverhalt-
nis der beiden Signale bei 5.04 ppm (zugehérig zu (1R,35)-10) und 5.13 ppm ((R)-
12) erfolgen. Wegen des Fehlens von Neben- oder Zerfallsprodukten ergeben sich fiir
den Gesamtumsatz (Ugs) und den auf die Bildung von (1R,35)-10 produktbezoge-
nen Umsatz (Up,):

Uges [%] =1- (FIS.ISPPm . (FIS.13ppm + FIS.O4ppm)-l) - 100
Up: [%] = Fls.04 ppm - (F15.13 ppm T ];“15.04]@)]@)[11)'1 -100

mit FI, = Flichenintegral des NMR-Signals bei x ppm.

Die erhaltenen Werte werden im Folgenden jeweils gerundet und in ganzen Zahlen
angegeben.

Zur Validierung der in dieser Arbeit verwendeten Methodik zur Enantioselektivitats-
bestimmung der enzymatischen Reduktion werden zunichst analog des literatur-
bekannten, modularen Systems zum schrittweisen Aufbau der Stereozentren von 1,3-
Diolen auf Basis von 3-Chlorbenzaldehyd (13) (1R3R)-10 und (1R35)-10 herge-
stellt.[0c!]

OH OH OH OH OH OH
Cl N~ Cl - Cl
(R (R) R)(S)
(1R39)-10 (1R35)-10 rac-10

Abbildung 2.11. Referenzverbindungen fiir die Etablierung der Analytik.
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Die Darstellung des racemischen Diols rac-10 als Gemisch aus syn und ant/ erfolgt
hierbei in einer sequentiellen Synthese. Abweichend von etablierten Vorschriften[¢"5S!
gelingt die Darstellung des prochiralen p-Hydroxyketons rac-12 unter Verwendung
von Natriumhydroxid anstelle von methanolischer Ammoniaklésung. Die anschlie-
Bende Reduktion mit Natriumborhydrid liefert rac-syn-10 und rac-anti-10 in einem
Verhiltnis von 2:1 (syn:anti). Das fiir die Etablierung der HPLC-Analytik verwendete

Diastereomerengemisch wurde in einem Verhiltnis von 1.0:1.1 (syn:anti) verwendet
(Abbildung 2.12).

153R)-10 1R35)-10
e (1535) 10 (- (r3m10 (1439

150
140,
130,
120
110;
100
80,
80;
70
80,
50
40,
30
20!
10;
o

- R"‘[ ]

Abbildung 2.12. HPLC-Chromatogramm der Mischung aus rac-syn-10 und rac-anti-10. Mess-
bedingungen: Chiralpak® OJ-H Siule, temperiert auf 30°C; Laufmittel
CO,:Isopropanol 97:3 (V:V), flow 1.0 mL/min. Als Retentionszeiten werden
erhalten: t,= 43.0 min ((5,$)-10), 44.8 min ((SR)-10), 51.2 min ((RR)-10) und
55.2 min ((R,5)-10).

Die unvollstindige Trennung der Signale bei t,=43.0 min ((1535)-10) und 44.8 min
((183R)-10) kann hierbei vernachlissigt werden, da im Rahmen dieser Arbeit aus-
schlieflich (R)-konfiguriertes Aldolprodukt (R)-12 mit einem Enantiomereniiber-
schuss von >95% ee als Substrat Verwendung findet. Die hieraus resultierende
Trennschirfe der Methode ist in Abbildung 2.13 gezeigt. Ein 1:1 (n:n) Gemisch aus
(1R3R)-10 und (1R,35)-10 mit Diastereomerenverhiltnissen von jeweils >35:1 dr
zeigt Basislinientrennung der jeweiligen Unterschussdiastereomere (153R)-10) und

(1539)-10).

e Flichenintegrale [%
e 1.01 ((1535)-10)
e 1.17 ((153R)-10)
e 48.11 ((1R3R)-10)
o 49.71 ((1R35)-10)
|i " A 2
39 40 T-u 42 43 44 45 48 a7 A.: 48 S0 51 5.2 <3 54 5 <8 7 Rr[ms

Abbildung 2.13. HPLC-Chromatogramm einer 1:1 Mischung aus (1R3R)-10 und (1R35)-10.
Messbedingungen: Chiralpak® OJ-H Siule, temperiert auf 30°C; Laufmittel
COz:Isopropanol 97:3 (V:V), flow 1.0 mL/min. Als Retentionszeiten werden
erhalten: t,= 41.8 min ((,$)-10), 43.5 min ((S,R)-10), 49.4 min ((R,R)-10) und
53.2 min ((R,5)-10).
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In Kreuzversuchen kann weiterhin gezeigt werden, dass der hochste noch exakt de-
tektierbare Wert fiir die Bestimmung des Enantiomereniiberschusses fiir (1R,3R)-10
bei 99% ee bzw. fiir (1R,3.5)-10 bei 99.5% ee liegen.

Wie der Vergleich zwischen den Chromatogrammen aus Abbildung 2.12 und Abbil-
dung 2.13 zeigt, filhren technisch bedingte Abweichungen wihrend der Messungen
zu Retentionszeitverschiebungen, wobei das jeweilige Signalmuster erhalten bleibt.
Bei Verschiebungen von Atg > 2 min sowie allen Chromatogrammen, bei denen eine
eindeutige Zuordnung der Signale fraglich ist, werden die Analysemischungen durch
kreuzweises Aufstocken der fraglichen Proben mit dem korrespondierenden Dias-
tereomerengemisch aus rac-syn-10 und rac-anti-10 oder der entsprechenden Gegen-
enantiomeren-angereicherten Verbindung (R R)-10 respektive (R $)-10 iiberpriift.
Weiterhin kann eine eindeutige Zuordnung der Signale mit Hilfe supplementirer 'H-
NMR-Spektren erreicht werden.
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2.3.1.2 Verwendung einer superabsorbierten Alkoholdehydro-
genase aus Rhodococcus speciesim wissrigen Medium

Aus vorherigen Arbeiten zum Einsatz superabsorbierter ADHs unter Verwendung
von Acetophenon als Modellsubstrat ist bekannt, dass sich sowohl mit Rsp- als auch
Lk-ADH-Immobilisaten produktbezogene Umsitze von >90% realisieren lassen. ("]
Allerdings wurden hierbei, dhnlich wie in dem von JEROMIN vorgestellten System,

Enzymaktivititen von >1000 U/mmol Substrat eingesetzt.!®52425]

Um die Anwendbarkeit dieser Immobilisate zur Synthese von 1,3-Diolen hingegen
unter Prozessbedingungen abschitzen zu konnen, wird im Folgenden ein Rsp-ADH-
Imobilisat verwendet, dessen Enzymbeladung deutlich niedriger ist und in dem Be-
reich (10 bis 62 U/mmol) liegt, der bei der Verwendung des nicht heterogenisierten
Biokatalysators fiir die Reduktion des P-Hydroxyketons 12 zur Anwendung
kommt.[°*16365] Hierzu werden 190 pL (S0 U) des Enzymrohextraktes (265 U/mL)
zusammen mit 15 mg (4.5 mol%) NAD", gelést in 180 pL Kaliumphosphatpuffer
(pH 7, 100 mM), auf 63 mg Favor SXM 9155° Superabsorber von Evonik Industries
gegeben, mit 13 yL Isopropanol versetzt und die Suspension 10 min geriihrt. Nach-
dem sich das Gemisch gallertartig verfestigt hat werden 510 uL 2-Propanol zugegeben
und fir weitere 10 min gerithrt. Das durch den Enzymrohextrakt blassgelb gefirbte
Hydrogel wird abgesaugt, mit 255 pL 2-Propanol gewaschen und 15 min am Luft-
strom getrocknet. Es werden 160 mg mechanisch voneinander trennbare, adhisive
Gelkiigelchen mit einem Restwassergehalt von 60% (m/m) erhalten. Die Immobili-
sierungseffizienz lasst sich im Bezug auf die enzymatische Restaktivitit analog zu der
von JEROMIN beschriebenen Methode ermitteln.**! Hierzu wird ein Anteil des
Hydrogels in einen grofien Uberschuss Puffer gegeben — es werden in etwa 20 mL
Puffer pro S0 mg Superabsorberimmobilisat verwendet — und der Uberstand an-
schliefend spektrophotometrisch vermessen. Die entsprechende gravimetrische Ak-
tivitit des Immobilisates ergibt sich rechnerisch aus dem hierbei verwendeten Ge-
samtvolumen korreliert mit dem Gesamtgewicht des Hydrogels.

Das fiir die folgende Biotransformation von (R)-12 im wiéssrigen Medium verwende-
te Coimmobilisat aus Rsp-ADH und NAD* besitzt eine Aktivitit von 0.2 U/mg, was
einer Immobilisierungseffizienz von 64% entspricht. Nach 24 h betrigt der erzielte
produktbezogene Umsatz beim Einsatz von 80 mg des Immobilisates (respektive
16 U bzw. 32 U/mmol) in 25 Vol-% 2-Propanol >95% (Abbildung 2.14, Cyclus 1).
Das Diol (1R,35)-10 wird dabei in >99% ee erhalten und spiegelt fritheren Ergebnisse
bei der Verwendung nicht-immobilisierter ADHs wieder.[**¢!63¢5] Wie in diesen Ar-
beiten bereits etabliert, findet die Oxidation von Isopropanol als substrat-gekoppeltes
Cofaktorregenerierungssystem Anwendung (entsprechend Kapitel 2.2.3, Schema
2.28).

Um die Wiederverwendbarkeit des superabsorbierten Coimmobilisates aus ADH
nebst Cofaktor zu zeigen, wird das nach der Umsetzung abgetrennte Immobilisat fiir
den erneuten Einsatz in weiteren, analogen Reaktionscyclen isoliert. Hierfiir wird das
gesamte Reaktionsgemisch samt Hydrogel zunichst iiber eine Glasfilterfritte abge-
saugt und das Immobilisat mit 256 pL 2-Propanol nachgewaschen.
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Die vereinigten Filtrate werden anschliefSend drei Mal mit je 10 mL Dichlormethan
extrahiert, das Solvens am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand NMR-
spektroskopisch untersucht (siehe Kapitel 2.3.1.1). Die Wiederfindung der Gesamt-
stoffmenge von >95% indiziert die Aufarbeitungsmethode dabei als robust und garan-
tiert so die valide Umsatzanalytik.

Dem Hydrogel, dessen Morphologie sich zwischen den Cyclen bzw. wihrend seiner
Isolierung nicht dndert, werden anschliefend frisches Solvens sowie Substrat zuge-
fiigt, jedoch weder Cofaktor noch Enzym. Nach weiteren 24 h Reaktionszeit wird ein
produktbezogener Umsatz von 40% (>99% ee) erreicht. Beim dritten aufeinander
folgenden Einsatz desselben Immobilisates kann kein Umsatz zum Diol (1R,35)-10
detektiert werden (Abbildung 2.14).

Immobilisat bestehend aus
32 U/mmol Rsp-ADH
4.5 mol-% NAD*

OH O 63 mg Favor SXM 9155 OH OH
Cl - Cl -
) (R)>(S)
24h, RT
(R)-12 pro Cyclus zugefiigt (1R35)-10
95% ee 2.5 mL 2-Propanol 599% ce

0.5 mmol 7.5 mL Puffer (pH 7, 100 mM)

oo . 96 % >99

30 - B Umsatz [%]

Dee [%]
60 -
40
40 -

20 -

1 2 3

Reaktionscyclus

Abbildung 2.14. Recyclierungsversuche zur Synthese von (1R35)-10 mittels immobilisierter
Rsp-ADH.

Als Erklarung fiir den beobachteten Umsatzriickgang bei gleichbleibend hoher Enan-
tioselektivitit von >99% lisst sich das Auswaschen (leaching) des Enzyms bzw. des
Cofaktors vermuten. Ahnliche Effekte wurden bereits fiir Systeme beobachtet, bei
denen Biokatalysatoren nicht-kovalent, also rein physikalisch — beispielsweise durch
Adsorption an geeignete Trigermaterialien wie EP-100 oder Celite — immobilisiert
wurden.?*?"] Es wird postuliert, dass derartige Anbindungen zu schwache Wechsel-
wirkungen zwischen Triger und Enzym ausbilden, so dass sich der Katalysator leicht

auswaschen lasst.[24!]
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Eben solche schwachen Anbindungskrifte sind jedoch auch in dem von JEROMIN
postulierten Bindungsmechanismus der Einkapselung des Enzyms im Polymernetz-

werk des Superabsorbers zu erwarten.*#

I Die Struktur des Superabsorberhydrogels
dhnelt hierbei literaturbekannten Systemen, welche das ,Einfangen® von Biokatalysa-
toren in Polyvinylalkoholgelen (PVA-Gele) beschreiben.*252%] Wihrend Ganz-
zellkatalysatoren in solchen Hydro- oder Kryogelsystemen erfolgreich eingesetzt
werden konnten, fithrten analoge Versuche mit freien Enzymen aufgrund ihrer we-
sentlich geringeren Dimensionen und der damit verbundenen freien Beweglichkeit

durch die Hydrogelporen zum Auswaschen der Biokatalysatoren.*!]
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2.3.1.3 Verwendung einer superabsorbierten Alkoholdehydrogena-
se aus Rhodococcus speciesim organischen Solventien

Neben dem Kunstgriff der Quervernetzung des Enzyms zum Zweck der Molekular-
AN

gewichtserhohung,***) welche den Riickhalt des Enzyms im Hydrogel zur Folge hat,
besteht die Moglichkeit, das Enzym derivatisierungsfrei nicht-kovalent im Hydrogel
zu halten. Dies geschieht durch Zugabe organischen, nicht wassermischbaren L6-

sungsmittels zum Hydrogel, wodurch dieses als wissriges Kompartiment fungiert

(Abbildung 2.15).124

Hydrogelimmobilisat im Hydrogelimmobilisat im
wissrigen Medium organischen Medium
r e = wissriges Milieu
s . = organisches Solvens
- ¢
L = Enzym
{2? = Hydrogel
& J | J

Abbildung 2.15. Schematische Darstellung eines Hydrogelimmobilisates im wéssrigen Medium
(links) bzw. in einem organischen, mit Wasser nicht mischbaren Solvens
(rechts). Im homogenen Solvenssystem (bezogen auf die eingeschlossene,
wissrige Phase im Hydrogel und das umgebende Losungsmittel) links ist der
Riickhalt des Enzyms klein, der Ubergang in den Losungsmitteliiberstand fiihrt
zum “leaching”. Rechts bedingt die Phasentrennung zwischen Hydrogel und or-
ganischem Solvens den Riickhalt des Enzyms im wissrigen Kompartiment.

Entsprechende Losungsansitze wurden bereits erfolgreich in den Gruppen um AN-
SORGE-SCHUMACHER und KROUTIL durchgefiihrt.>¢?%! Hierbei konnten einerseits
tiberexprimierte Carbonylreduktasen in Ganzzellkatalysatoren erfolgreich in mikro-
wissrigen Reaktionsmedien mit 99% (V/V) organischen Solventien eingesetzt wer-
den.2572%%] Andererseits gelang aber auch der Einsatz isolierter Enzyme, wie bei-
spielsweise der Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus kefir, in PVA Kiigelchen,
wenn n-Hexan als Losungsmittel verwendet wurde.?*®) Letzterer Ansatz, der auf-
grund der Zugabe von organischen Losungsmittels zur Ausbildung eines wissrigen
Kompartiments im organischen Solvens fithrt, kann schematisch als ,artifizielle Ganz-
zelle” beschrieben werden, da die wissrig/organische Grenzschicht des Hydrogels
der abschirmenden Zellwand entspricht.

Um die im wissrigen Reaktionsmilieu beobachteten leaching-Effekte zu minimieren
werden im Folgenden analoge Versuchsreihen in nicht wassermischbaren organi-
schen Solventien durchgefithrt (Abbildung 2.16). Im Gegensatz zu rein wissrigen
Medien muss hierbei allerdings der Reaktionsparameter der Wasseraktivitit (aw)
beachtet werden.!?*2¢ Diese beschreibt die iiber alle Phasen des Systems (Hydrogel
bzw. wiissriges Kompartiment, organisches Losungsmittel, Gasraum) gleich verteilte
verfigbare Wassermenge, wobei sich die lokale Konzentration unterscheiden

kann.[2%]
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Da die Enzymaktivitit direkt von der verfiigbaren Wassermenge der Phase, in der sich
der Biokatalysator befindet, abhangt und diese im Allgemeinen bei sinkender Wasser-

aktivitit ebenfalls abnimmt, miissen Anderungen dieses Parameters vermieden wer-
den [258,259]

Wihrend sich der Wasserwert im wissrigen Milieu bei der Widerverwendung des
selben Immobilisates durch Zugabe frischen Puffers nicht dndert (siehe Kapitel
2.3.1.2), akkumuliert sich ein anteiliger Wasserverlust des Hydrogels iiber folgende
Reaktionscyclen im organischen Milieu. Aus diesem Grund wird das jeweils verwen-
dete Losungsmittel mit Wasser vorgesittigt (was einem a,, der organischen Phase von
1 entspricht). Um einer Erhéhung des organischen (Lésungsmittel) Anteils im wiss-
rigen Kompartiment vorzubeugen wird auflerdem eine wesentlich geringere Menge
Isopropanol zur Cofaktorregenerierung verwendet, da grofle Mengen des Alkohols
als Phasenvermittler wirken und so auch zum Verlust von Wasser aus dem Hydrogel

fithren wiirden.
Immobilisat bestehend aus
32 U/mmol Rsp-ADH
4.5 mol-% NAD*
QH o 63 mg Favor SXM 9155 QH OH
Cl - al -
(R) — R)7(S)
5 Aq. 2-Propanol
180 pL Puffer (pH 7, 100 mM)
(R)-12 7.5 mL mit H, O gesittigtes, organisches Solvens (1R35)-10
95% ee 24h RT >99% ee
0.5 mmol ’
(1R3S)-10
Isooktan, log P = 4.5 (R)-12 93% Umsatz
Cyclohexan, logP =3.2 89% Umsatz
Chloroform, log P =2.0 46% Umsatz
Ethylacetat, log P = 0.7 24% Umsatz

T T T
525 520 N 510 505 500 495

Abbildung 2.16. '"H-NMR-spektroskopische Untersuchungen der Synthese von (1R35)-10 mit-
tels immobilisierter Rsp-ADH in organischen Lésungsmitteln.
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Wird die Biotransformation des Substrates (R)-12 in Solventien unterschiedlicher
Polaritit durchgefiihrt, so zeigt sich eine signifikante Abhingigkeit des erzielten, pro-
duktbezogenen Umsatzes vom log P Wert des jeweiligen Losungsmittels. Wihrend
bei der Verwendung von polarem Ethylacetat (log P = 0.7)" nach 24 h Reaktionszeit
lediglich ein Umsatz von 24% detektiert wird, liefern unpolare Losungsmittel wie
Cyclohexan (log P = 3.2)" oder Isooktan (log P = 4.5)" im selben Zeitraum vergleich-
bar hohe Umsatzraten wie sie bei der Verwendung von freier bzw. heterogenisierter
Rsp-ADH im wissrigen Milieu erzielt werden (siehe Kapitel 2.3.1.2).160616365 I, allen
Fillen wird das Diol (1R,3.5)-10 nahezu enantiomerenrein mit >99% ee erhalten.

Der beobachtete Effekt lisst sich mit dem intrinsischen Losungsvermogen der ver-
wendeten Solventien erkliren. Je polarer das verwendete Losungsmittel, desto grofier
werden im vorliegenden System die Substrat/Solvens-Wechselwirkungen und desto
stirker ist die Solvatation. Dies fithrt zu einem verminderten Verteilungskoeffizienten
des Substrats (R)-12 zwischen wissrigem und organischem Kompartiment, was, bei
einem angenommenem hohen Ky-Wert, eine verminderte Reaktionsrate zur Folge
hat. Wird hingegen ein schlecht solvatisierendes Losungs-mittel wie Isooktan ver-
wendet, steigt die Reaktionsrate durch die Verschiebung des Verteilungskoeffizienten

hin zum wissrigen Kompartiment.

Obwohl alle Losungsmittel mit Wasser vorgesittigt sind und hierdurch ein Austrag
des im Hydrogel gebundenen Wassers in die organische Phase vermieden wird, kann
nicht ausgeschlossen werden, dass ein anteiliger Durchtritt des Losungsmittels in das
Hydrogelkompartiment zur Deaktivierung der immobilisierten ADH fithrt. Dieses
wiirde ebenfalls zu geringeren Umsatzraten beim Einsatz von Losungsmitteln niedri-
ger log P Werte fithren.

Aus prozesstechnischer Sicht ist bemerkenswert, dass trotz der Verwendung von nur
1/13 der Isopropanolmenge, die im wissrigen Medium eingesetzt wird (siehe Kapitel
2.3.1.2), im organischen Milieu dennoch eine effektive Cofaktorregenerierung ge-
wihrleistet werden kann und nahezu gleiche Umsitze erzielt werden. Des Weiteren
entfillt bei der vorliegenden Versuchsfiihrung die Extraktion des Diols (1R35)-10
aus der wissrigen Phase. Alle in Abbildung 2.16 gezeigten Umsitze sind durch einfa-
ches Dekantieren und anschlieSendes Nachwaschen des Immobilisates mit wenigen
Millilitern Losungsmittel zu erzielen. Das Extraktionsvermégen von Cyclohexan,
Chloroform oder Ethylacetat reicht hierbei aus, um eine Wiederfindungsrate von
>95% im Bezug auf die Gesamtmassenbilanz von (1R,35)-10 und (R)-12 zu gewihr-
leisten. Das bei der Reaktion verwendete Losungsmittel ist hier gleich dem Extrakti-
onsmittel. Isooktan erweist sich hingegen als schlechtes Extraktionsmittel, weshalb
das Immobilisat nach Reaktionen in diesem Solvens mit Ethylacetat nachgewaschen
wird, um eine Wiederfindungsrate von >95% und damit die Validitit der Umsatzbe-
stimmung gemf3 Kapitel 2.3.1.1 zu gewihrleisten.

" Die log P Werte sind der Arbeit von LAANE et al entnommen. 26
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Der Nachweis der verstirkten Riickhaltung des Enzyms im Hydrogelkompartiment
im Vergleich zum wissrigen System aus Kapitel 2.3.1.2 kann im Folgenden durch
Recyclierungsstudien gezeigt werden (Abbildung 2.17). Hierbei wird das Reaktions-
gemisch nach jedem Cyclus vom Immobilisat abdekantiert und im Gegensatz zu obi-
ger Vorschrift auch bei der Verwendung von Isooktan mit dem jeweiligen Losungs-
mittel nachgewaschen um prozesstechnisch unvorteilhafte Losungsmittelwechsel
zwischen den Cyclen zu vermeiden.

Immobilisat bestehend aus
32 U/mmol Rsp-ADH
4.5 mol-% NAD*

OH O 63 mg Favor SXM 9155 OH OH
Cl - cl -
(R) RI(S)
24h, RT
(R)-12 mngyclus zugefiigt (1R38)-10
95% ee S Aq. 2-Propanol >99% ee
0.5 mmol 180 pL Puffer (pH 7, 100 mM)

7.5 mL mit H, O gesittigtes
Cyclohexan ODER Isooktan

Cyclohexan Isooktan
100 - 89— — — 100 4 93 - 91— g9 —
86 85
79 83
80 - 80 -
60 - 60 -
40 - 40 -
20 - 20 -
O =1 T T 1 0 = T T 1
1 2 3 4 1 2 3 4
Reaktionscyclus Reaktionscyclus
B Umsatz [%] Dee[%] B Umsatz [%] Dee[%]

Abbildung 2.17. Recyclierungsversuche zur Synthese von (1R 35)-10 mittels immobilisierter Rsp-
ADH im organischen Milieu (links: in Cyclohexan; rechts: in Isooktan).

Wihrend fiir das gute Extraktionsmittel Cyclohexan so eine Wiederfindungsrate von
>95% fiir die Summe aus Substrat (R)-12 und Produkt (1R,35)-10 erhalten wird,
liegt diese im Fall von Isooktan aufgrund des geringeren Extraktionsvermdgens im
Bezug auf (R)-12 und (1R35)-10 bei maximal 80%. Beiden Systemen ist gemein,
dass der durchschnittliche Umsatzverlust pro Cyclus bei lediglich 2.5% liegt, wihrend
im wissrigen Medium bereits nach dem zweiten Cyclus keine Umsetzung detektier-
bar ist. Weiterhin liegt die Enzymaktivitit der eingesetzten Rsp-ADH iiber vier Cyc-
len gemittelt bei 8 U/ mmol(R)-12, was unterhalb des Wertes von 10 bis 62 U/mmol
bei der Verwendung freien Enzyms liegt.[%¢1%>65] Gleiches trifft auf die verwendete
Menge an Coenzym zu, die ge-mittelt bei 1.1 mol% im Vergleich zu 4.5 mol% NAD*
bei analoger Versuchsfithrung im Wissrigen liegt.
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Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass ein derivatisierungsfreies, effektives Ver-
fahren zur Coimmobilisierung der Rsp-ADH sowie des Cofaktors NAD* auf dem
okonomisch vorteilhaften und hochverfiigbaren Superabsorberpolymer Favor SXM
9155° etabliert werden konnte. Bei einer Immobilisierungseffizienz von 64% besitzt
das Immobilisat exzellente Recyclierungseigenschaften, wobei bereits wenige Aquiva-
lente Isopropanol zur effektiven Cofaktorregenerierung geniigen. Im Vergleich zum
analogen wissrigen System besitzt das Coimmobilisat in Cyclohexan eine niedrigere
Katalysatorbeladung bei gleichzeitiger Herabsetzung der notwendigen Cofaktormen-
ge. Da die Biotransformation vollstindig im organischen Medium durchgefiihrt wer-
den kann, wird ein anschliefender Extraktionsschritt obsolet, was die gesamtprozess-
technische Effizienz weiter erhoht.
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2.3.2 Darstellung des Aldolproduktes in organischen Medien

Zur Realisierung eines gemif Schema 2.4 (siche Kapitel 2.1) verlaufenden
chemoenzymatischen Gesamtprozesses von 1,3-Diolen auf Basis von Chlorbenzalde-
hyden ist die Kompatibilitit der beiden Einzelschritte obligatorisch. Das in fritheren
Arbeiten etablierte sequentielle Syntheseverfahren, in dem isolierte Synthesestufen
Verwendung finden, konnte bereits erfolgreich im wissrigen Milieu eingesetzt wer-
den.[*¢3] Mit dem urspriinglich von SINGH entwickelten Prolinamidderivat (.,$)-27
wurde ein Organokatalysator gefunden, der die Synthese des Aldolproduktes (R)-12

128l RULLI et al. konnten weiterhin zeigen, dass eine Hete-

im Wissrigen ermdglichte.|
rogenisierung des Katalysators durch Copolymerisation des monomeren Prolinderi-
vates mit Styrol und Divinylbenzol méglich ist und sich das Immobilisat in einem

semikontinuierlichen Durchflussreaktor einsetzen lasst.[6265]

Da das in dieser Arbeit etablierte Biokatalysatorimmobilisat (siehe Kapitel 2.3.1.2
und 2.3.1.3) zur Reduktion des Aldolproduktes (R)-12 aufgrund des beobachteten
leaching-Effektes nicht mit einer Prozessfilhrung im wissrigen Milieu vereinbar ist,
wird im Folgenden die Kompatibilitit mit der asymmetrischen Aldolreaktion herge-
stellt.

2.3.2.1 Synthese der Referenzverbindungen und Etablierung der
Analytik

Um quantitative Vergleiche mit den bereits etablierten Systemen zu gewihrleis-
ten,!*>28] werden zunichst alle Nebenprodukte, die in fritheren Arbeiten bei der Al-
dolreaktion zwischen 3-Chlorbenzaldehyd (13) und Aceton bereits identifiziert wur-

den (Schema 2.33),1¢%65] als Referenzverbindungen synthetisiert.

O
(s), Ph
C,)L N ph
N T oH

0 (89)-27 OH O
Cl - o) 0.5 mol% Cl (f) cH
R
* )K ges. NaCl-Lsg. 3
RT,24h
13 9 Aq. (R)-12
10 mmol
isolierte Nebenprodukte
(0] OH O OH
1
65 66

Schema 2.33. Benchmarksynthese zur Darstellung von (R)-12 im wissrigem Milieu (oben) und
die bei der Synthese identifizierten Nebenprodukte (unten).
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Nachfolgend lassen sich sowohl eine '"H-NMR spektroskopische Umsatz- als auch
eine Enantiomereniiberschussbestimmung etablieren und validieren.

Der tatsichliche Anteil der Nebenprodukte im Rohprodukt ist stark von den Reak-
tionsbedingungen abhingig.[) Das bei Aldolreaktionen am hiufigsten auftretende
Nebenprodukt 65 entsteht durch die anschliefende Dehydratisierung des gebildeten
B-Hydroxyketons. Die resultierende a,B-ungesittigte Carbonylverbindung wird in
einer Mannich-Reaktion/Eliminierung-Sequenz meist irreversibel gebildet, da sie
gegeniiber dem entsprechenden Aldolprodukt thermodynamisch bevorzugt ist.2*!
Der Anteil des durch Folgereaktion eines -Hydroxyketons wie (R)-12 mit einem
weiteren Akzeptoraldehyd entstehenden Bis-Aldolproduktes 66 hingt in starkem
Mafe von der Stochiometrie der Edukte ab.!¢5! Alle Komponenten kénnen NMR-
spektroskopisch voneinander unterschieden und nebeneinander im Rohprodukt
nachgewiesen werden (Abbildung 2.18). Die Umsatzbestimmung erfolgt analog zu
der in Kapitel 2.3.1.1 beschriebenen Berechnung auf Basis der Flichenintegrale des
NMR-Spektrums aus dem Rohproduktgemisch. Die erhaltenen Werte werden auf
halbe Prozente gerundet angegeben.

Cl
OH O OH cH

i cl cl ® 3
/ (R)-12
\l 65
i

Abbildung 2.18. Ausschnitt des '"H-NMR Spektrums des Rohproduktgemisches der in Schema
2.33 gezeigten Benchmarkreaktion. Charakteristische, gut voneinander getrennte
Signale liegen bei 5.12 ppm (dt) fiir (R)-12, 5.19 ppm (dd) fiir das Bis-
Aldolprodukt 66 und 6.73 ppm (d) fiir das Kondensationsprodukt 65.

Die gezielte Darstellung des Kondensationsproduktes 65 gelingt in literaturanaloger
Weise mit Hilfe von Pyrrolidin und Benzoesdure in einer Ausbeute von 8%, wobei auf

266] Die Zuweisung des Signals bei

jegliche Reaktionsoptimierung verzichtet wurde.!
5.19 ppm im Rohproduktspektrum zum Bis-Aldolprodukt erfolgt durch Literatur-

abgleich. (¢!

Zur Etablierung einer HPLC-Analytik zwecks Enantiomereniiberschussbestimmung
wird zunichst das racemische Aldolprodukt rac-12 gemifl Schema 2.34 synthetisiert.

(@) OH O
Cl ! fe) 8.5 mmol NaOH cl
O) " )K Wasser WCHS
RT, 1.5h
13 2 Aq. rac-12

S mmol

Schema 2.34. Darstellung des racemischen Aldolproduktes rac-12 im Basischen.
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Der Umsatz von 30% ist dabei fiir chromatographische Zwecke vollkommen aus-
reicht, weflhalb die Reaktion zu diesem Zeitpunkt gestoppt wird. Nach siulenchro-
matographischer Aufreinigung kann rac-12 in einer Ausbeute von 8% neben Kleinst-
mengen des Kondensationsproduktes 65 isoliert werden. Entscheidende Messpara-
meter zu der auf dem Racemat rac-12 basierenden ee-Wert-Bestimmung — wie die
verwendete Festphase (Chiralcel® AD-H) oder die Laufmittelpolaritit (S Vol-% 2-
Propanol) - sind dabei zwar aus fritheren Arbeiten bekannt,!*#¢5! die Analytikmetho-
de muss jedoch auf die Verwendung von tiberkritischem Kohlendioxid als unpolarer
Laufmittelkomponente in einer superkritischen Fluidchromatographie (SFC) ange-
glichen, evaluiert und neu etabliert werden. Der per SFC erhaltene ee-Wert liegt mit 5
Vol-% 2-Propanol in CO; als Laufmittel bei <0.5% (Abbildung 2.19).

o oH O DR

Cl - cl

(R) CH, (s) CH,
" (R)-12 (8)-12

b Flichenintegrale [%

= 49.96 (R)-12

N 50.04 (8)-12 .

Abbildung 2.19. HPLC-Chromatogramm des racemischen Aldolproduktes rac-12 mit <0.5% ee.
Messbedingungen: Chiralpak® AD-H Siule, temperiert auf 40°C; Laufmittel
CO,:Isopropanol 95:5 (V:V), flow 1.8 mL/min. Als Retentionszeiten werden
t,=23.1 min (R)-12) und t,= 29.0 min (R)-12) erhalten.

Wie in Kapitel 2.3.1.1 bereits beschrieben kénnen messtechnisch bedingte Reten-
tionszeitabweichungen nicht vermieden werden. Das Signalmuster bleibt allerdings in
jedem Fall erhalten. Bei Verschiebungen von Atr > 2 min werden die Messungen
durch kreuzweises Aufstocken der fraglichen Proben mit den korrespondierenden
Gegenenantiomeren-angereicherten Verbindungen (R)-12 respektive ($)-12 verifi-
ziert.
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2.3.2.2 Darstellung von (R)-12 im organischen Medium

Um die Kompatibilitit der Aldolreaktion mit einer in Cyclohexan ablaufenden Bio-
transformation zu gewihrleisten, werden fiir die Reaktionsfithrung zwei Moglichkei-
ten in Betracht gezogen: entweder wird die Reaktion zwischen 3-Chlorbenzaldehyd
(13) und Aceton in Substanz oder ebenfalls in Cyclohexan durchgefiihrt.

Obwohl die Darstellung des 4-Chlor-substituierten Derivates von (R)-12 bereits in
Substanz gelang,[°"%*) zeigen analoge Ansitze mit Aldehyd 13 im vorliegenden System
niedrige Umsitze um 40% (Tabelle 2.1, Eintrige 2 und 3). Im Vergleich zur Refe-
renzsynthese im wissrigen Medium (gesittigte Natriumchloridlésung) werden au-
Berdem verschlechterte Selektivitit beobachtet (vergleiche Eintrag 1 und 3 bzw. 2
und 4).

") é )
P
C(",C))L N -ph
NH OH
0 (59)-27 OH O

Cl 0.5 mol% Cl -
H (R)
9 Aq. Aceton

1 Vol-Aq. Solvens (bezogen auf Aceton)
13 24h, T (R)-12
0.5 mmol

Tabelle 2.1. Versuchsiibersicht zur Synthese von (R)-12 im wissrigen und organischen Medium.

3) b) c) d) _
Eintrag Solvens T Uses Ur: 65 66 ee ((R)-12)

[©C] [%] %] [%] [%] [%]
19 ges.NaCl-Lsg. RT 865 80 4 3 95
29 ges. NaCl-Lsg. 10 85 80 3 2 97
39 Aceton RT 42 38 2 LS 83
49 Aceton 10 395 36 1 2 91
59 Cyclohexan RT 96 89 S 2 83
69 Cyclohexan 10 98 92 3 3.5 92
79 Cyclohexan 10 80 74 LS 45 89
8% Cyclohexan 10 74 69 1 3.5 90

a) Gesamtumsatz bezogen auf den Verbrauch des Substrates 13; b) Produktbezogener Umsatz bezogen auf
die Bildung von (R)-12; c) Substanzbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Alkens 6S; d) Substanz-
bezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Bis-Aldolproduktes; e) Verwendung einer bereits linger
gelagerten Charge (C1) des Aldehyds 13 von ABCR f) Verwendung einer neuen Charge (C2) des Aldehyds
13 von TCI Europe; g) Aldehyd 13 aus Charge C2 wird vor der Umsetzung frisch destilliert.

Das im Vergleich zum wissrigen System schlechte Ergebnis der Umsetzung im
organischen Milieu deckt sich mit den in der Literatur veroffentlichten Daten von
VISHNUMAYA et al. fiir die Synthese von (R)-12 mit (.5,5)-27.11212] Der Effekt lisst
sich mit der Struktur des Organokatalysators selbst erklaren.
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Wihrend friihe Versuche zur asymmetrischen Aldolreaktion (AAR) mit Prolin noch
hohe Katalysatormengen von bis zu 30 mol% benétigten und zumeist in DMSO oder
DMF durchgefiihrt wurden,®! trugen DFT-Rechnungen?”?") und empirische
Daten[?7?73) sukzessive zum tieferen Verstindnis des Katalysemechansimus‘ bei und
fihrten so zu Organokatalysatorklassen, die verschiedene Strukturmerkmale in sich
vereinten. So besitzen moderne Katalysatoren neben einem Pyrrolidin- oder Thiazo-
lidinring keine freien Carbonsiurefunktionalititen und sind sowohl mit sperrigen,
hydrophoben Resten als auch Wasserstoffdonorgruppen ausgestattet (siehe Abbil-
dung 2.4 sowie Schema 2.18).1123:129.274-285]

Der Erfolg dieser Prolinderivatkatalysatoren der ,zweiten Generation®, welche in
Wasser teilweise bereits effektive Umsetzungen bei der Verwendung von 1 mol% und
niedriger ermdglichen, 23125129274 beruht auf dem hydrophoben Effekt. Wihrend die
Ausbildung von Wasserstoftbriicken den Ubergangszustand stabilisiert, schirmt das
hydrophobe Riickgrat des Katalysators das Enaminintermediat ab. Weiterhin fiihrt
die Umsetzung von mit Wasser nicht mischbaren Ketonen oder Aldehyden (wie dem
hier verwendeten 3-Chlorbenzaldehyd (13)) zur Ausbildung von feinen Emulsionen
im wissrigen Medium, in deren konzentrierter organischer Phase hohe Konzentrati-

onen der Substraten und des Katalysators vorliegen.[120122274]

Umso erstaunlicher ist das Ergebnis der in Cyclohexan, also im homogenen Reakti-
onsgemisch durchgefiihrten AAR (Tabelle 2.1, Eintrige S und 6). Obwohl hier der in
der Literatur als Triebkraft postulierte hydrophobe Effekt des Losungsmittels fehlt,
werden beinahe quantitative Umsitze verzeichnet, die entsprechend sogar hoher als
die in gesittigter Natriumchloridldsung liegen (vergleiche Tabelle 2.1 Eintrag 1 und $
bzw. 2 und 6). Der leichte Selektivititsverlust ist hierbei vernachlissigbar, da die er-
zielbaren ee-Werte temperaturabhingig sind (vergleiche Tabelle 2.1 Eintrag 3 und 4
bzw. 5 und 6) und sich im gegebenen Reaktionszeitraum ohne Umsatzverlust verbes-

sern lassen.!128:129.274]

Das gute Ergebnis lisst sich jedoch bei Verwendung einer anderen Charge des Akzep-
toraldehyds 13 nicht wiederholen (siche Tabelle 2.1 Eintrag 7). Obwohl die vom
Hersteller angegebene Reinheit von 97% innerhalb der Spezifikation dieser Arbeit
liegt (>95%, siehe Kapitel 6.1) und keinerlei Verinderungen am System vorgenom-
men werden, wird ein um beinahe 20% verminderter Umsatz von 80% detektiert.
Wird der Aldehyd unmittelbar vor der AAR destillativ aufgereinigt, wobei laut 'H-
NMR Spektroskopie eine Reinheit von >99% erreicht wird, sinkt der Umsatz sogar
noch leicht weiter auf 74% (vergleiche Tabelle 2.1 Eintrag 6, 7 und 8). Eine Erklirung
liefert die NMR-spektroskopische Untersuchung der verwendeten Substrate
(Abbildung 2.20).

Der Vergleich zwischen den Substratchargen zeigt Signalunterschiede im Bereich von
§ = 7.43 und 7.95 bis 8.15 ppm. Der auf 3-Chlorbenzaldehyd (13) bezogene molare
Anteil der Verunreinigung betrigt entsprechend der Reinheitsspezifikation des Her-
stellers nur wenige Prozent (<3%) und lieB sich mit Hilfe des Destillationsriickstan-
des sowie der gezielten Oxidation von 13 (siehe hierzu Kapitel 6.3.1.2.3) als korres-
pondierende 3-Chlorbenzoesiure (67) identifizieren.
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O

CDCI3 cl O)L
H

13

5% Saure Charge C1

(6]
CIO)L
H
13

<2% Siure Charge C2

(@]
1
C O)LH

13
Charge C2
<0.5% Saure J (frisch destilliert)
O
67
>95% Saure Destillationssumpf

1 (ppm)

Abbildung 2.20. "H-NMR-Spektren der verschiedenen Substratchargen (vergleiche Tabelle 2.1).

Da spektroskopisch keine weiteren Verunreinigungen oder Fremdstoffe neben 3-
Chlorbenzaldehyd (13) und seiner Siure nachgewiesen werden konnen, ist zu ver-
muten, dass bereits ein geringer Siureanteil (im Fall von Eintrag S und 6 aus Tabelle
2.1 <5%) im Substrat einen signifikanten Einfluss auf die Reaktionsdynamik besitzt.
Entsprechend wird ein niedrigerer Umsatz detektiert, sobald der Anteil der 3-
Chlorbenzoesiure (67) wie in Eintrag 7 auf <2% sinkt oder fehlt (Eintrag 8). Verifi-
zieren ldsst sich diese These durch gezielten Zusatz von zwei bis finf Prozent der
Sidure 67 zum Reaktionsgemisch (Tabelle 2.2).

Im Vergleich des ,internen Benchmarks“ der Synthese von (R)-12 in Cyclohexan
unter Verwendung der mit Siure verunreinigten Charge des Substrats 13 (Tabelle
2.1, Eintrag 6) mit dem frisch destillierten Substrat bei Zugabe von S mol% Siure
(Tabelle 2.2, Eintrag 1) konnen sowohl Umsatz als auch Selektivitit reproduziert
werden. Der produktbezogene Umsatz sinkt aufgrund des erhohten Nebenpro-
duktanteils durch Kondensation leicht auf 83%.
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Der Dehydratisierung des Aldolproduktes (R)-12 kann sowohl durch ein Absenken
der Reaktionstemperatur als auch durch Einsatz geringerer Mengen Siure (2% statt
5%) entgegen gewirkt werden (vergleiche Tabelle 2.2, Eintrag 1 und 2 bzw. 3 und 4).

0 /é )
(s) P
C,)L N fph
NH OH
(85,9)-27
0 0.5 mol% OH O

Cl 2-5 mol% 67 Cl -
H " (®)
9 Aq. Aceton

1 Vol-eq (bezogen auf Aceton)

13 mit Wasser gesittigtes Cyclohexan (R)-12
0.5 mmol 24h,T
(frisch destilliert)

Tabelle 2.2. Versuchsiibersicht zur Synthese von (R)-12 in Cyclohexan unter Zugabe von 3-

Chlorbenzoesure (67).
Fintrag 67 OT U Up? 65° 669 ee ((R)-12)
[mol%] [°C] [%] [%] [%] [%] [%]
1 5 10 94 83 7.5 3.5 93

2 2 10 96.5 90 2.5 3.5 922

39 2 RT 95 85.5 7 2.5 84

49 2 10 98 91 3.5 3.5 93

59 2 3 95 91 2 2 95.5

a) Gesamtumsatz bezogen auf den Verbrauch des Substrates 13; b) Produktbezogener Umsatz bezogen auf
die Bildung von (R)-12; c) Substanzbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Alkens 65; d) Substanz-
bezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Bis-Aldolproduktes 66; e) Reaktion wurde unter Schutzgas
durchgefiihrt.

Durch externen Zusatz von 3-Chlorbenzoesiure kann (R)-12 in Cyclohexan unter
optimierten Temperaturbedingungen in ebenso hoher Enantiomerenreinheit von
95.5% ee wie im wissrigen System erhalten werden, wobei der produktbezogene Um-
satz mit 91% sogar leicht hoher liegt (vergleiche Tabelle 2.1, Eintrag 1 und Tabelle
2.2, Eintrag S).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die Kompatibilitit der AAR mit einer
anschliefenden Biotransformation unter Einsatz des in dieser Arbeit etablierten
Superabsorberimmobilisates der Rsp-ADH vollstindig hergestellt werden konnte.
Unter Einsatz von 2 mol% des Siureadditives 67 kann die Synthese von (R)-12 mit
beinahe quantitativem Umsatz von 95 bis 98% (91% produktbezogener Umsatz) und
hoher Enantiomerenreinheit von iiber 95% ee realisiert werden. Die durch (S;5)-27
katalysierte AAR findet hierbei im unpolaren Solvens Cyclohexan statt — einem Lo-
sungsmittel, welches im Kontext der Prolin(derivat)-katalysierten Aldoladdition bis-

her in der Literatur nicht beschrieben wurde.123-129274-285]
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2.3.2.3 Exkurs 1) Mechanistische Betrachtung der Prolinamid-
katalysierten Aldolreaktion

Um den in Kapitel 2.3.2.2 beschriebenen Einfluss eines Siurecokatalysators auf die
Reaktionsdynamik der asymmetrischen Aldolreaktion (AAR) zu verstehen, bedarf es
einer genaueren mechanistischen Betrachtung der im Katalysecyclus auftretenden
Intermediate sowie der méglichen Nebenreaktionen. Wahrend die Enantioselektivi-
tit der AAR auf der Stufe der Aldoladdition bestimmt wird (vergleiche die Uber-
gangs-zustinde 68si und 68re in Schema 2.35), ist der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt die Ausbildung des Enamins 69 (siehe auch Kapitel 2.2.2).[269272:273256]

@)
AL w0
AH @O
H

(5,9)-27 (5,5)-27-AH

70
Ph
Ph

AH

68si
nicht begiinstigter

si-Seitenangriff 68re
begiinstigter

re-Seitenangriff

Schema 2.35. Erweiterter Mechanismus der Prolinamid-katalysierten AAR unter Einbezug eines
Saureadditives.
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Bereits kurz nach den wegweisenden Arbeiten von LisT!***!) und BARBAS(***>% zur
Prolin-katalysierten intermolekularen, direkten Aldolreaktion zwischen Aldehyden
und Ketonen wurde erkannt, dass sich diese Enaminbildung durch Zugabe geeigneter

272273287) Als vielversprechende Cokatalysatoren zeigten

Additive beschleunigen lasst.!
sich hierbei Bronstedsiuren. So konnten CHIMNI et al. zeigen, dass Prolinderivate der
allgemeinen Struktur (8)-72 als Katalysatoren der AAR hohere Umsitze und Selekti-
vititen liefern, sobald diese durch die Zugabe von Protonensiuren in die korrespon-

dierenden Iminiumspezies (5)-72.AH iiberfiihrt werden (Schema 2.36).[11527527¢]

N
(s) R
®NH2
0 (8)-72 - AH OH O
o) 20 mol% R
)K + H (R)
Wasser
O,N RT O,N
32 (R)-36

via
o) 7 Q)L H
A (@] O oN

Schema 2.36. Umsetzung von 4-Nitrobenzaldehyd 32 und Aceton in einer durch ein protoniertes,
chirales Prolinamid katalysierten asymmetrischen Aldolreaktion.

Obwohl die erhéhte Katalysatoreffizienz von ($)-72-AH im Vergleich zu ($)-72 auf-
grund der durch die Protonierung am Pyrrolidinstickstoff herabgesetzten Nucleophi-
lie im Kontext eines nucleophilen Angriffs auf Aceton und der Ausbildung einer ent-
sprechenden Iminiumverbindung (analog Struktur 70 aus Schema 2.35) dabei zu-
nichst kontraintuitiv erscheint, lasst sich die beobachtete Reaktionsdynamik auf Basis

des in Schema 2.37 dargestellte Dissoziationsgleichgewicht erkliren.[!*!

2 o 0
s) S)
o] R — Ry an
NH, NH
(8)-72 - AH (8)-72

Schema 2.37. Dissoziationsgleichgewicht zwischen ($)-72-AH und ($)-72.

Analog zu klassischen Iminsynthesen durch die Kondensation von Aminen mit Car-
bonylverbindungen lisst sich die Iminium- (Strukturen 70 und 73) bzw. Enaminbil-
dung (Strukturen 69 und 74) zwar unter neutralen Bedingungen realisieren, der Vor-
gang kann jedoch protonenkatalysiert durch die Aktivierung der Carbonylkomponen-
te beschleunigt werden (Schema 2.38).127227328¢]
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S)
A (@] O /o (@]
C OH
) ) it )
® R —_— C])L R + AH R, /®K
NH, NH NH
(8)-72 -AH (8)-72

O A®

O
Qe G O — G
N l\g, N N
HA H,O ~ ]
7// z/ 5 7L(C/)E‘DH H7{O//H
H H Y
74 73

76 75

Schema 2.38. Mechanismus der Enaminbildung zwischen einem protonierten Prolinderivatkata-
lysator ($)-72-AH und Aceton.

Die Verwendung eines protonierten Organokatalysators der allgemeinen Struktur
(8)-72-AH - beispielsweise durch die in situ Neutralisation des Amins mit einer ent-
sprechenden Saure im Reaktionsgemisch der AAR - fithrt durch die vorgelagerte
Dissoziation zu ($)-72 und HA zur Aktivierung der Carbonylverbindung (im vorlie-
genden Beispiel aus Schema 2.38 Aceton) durch Protonierung. Das protonierte Ami-
nol 75 reagiert anschliefend unter Umprotonierung zur kationischen Spezies 76 wei-
ter, welche unter Wasserabspaltung die Iminiumverbindung 73 bildet. Die Deproto-
nierung von 73 fithrt abschliefend zur Regenerierung des katalytischen Protons sowie
Enamin 74, welches unter den Bedingungen der AAR mit einer Akzeptorkomponente
weiterreagieren kann (siehe Schema 2.35). In welcher Gréfenordnung der Umsatz
bei der Verwendung protonierter Organokatalysatoren gesteigert werden kann hingt
dabei zwar auch von allgemeinen Reaktionsparametern wie dem verwendeten Lo-
sungsmittel, welches die Dissoziation begiinstigen oder hemmen kann, ab, von MaA-
YER und SPENCER wurde jedoch gefunden, dass die nucleophile Katalyse im Allge-
meinen umso effektiver wird, je weiter die Basenstirke des Aminkatalysators abge-

senkt wird.[115276:289]

Neben der Auswirkung auf die Reaktionskinetik durch Verschieben der Gleichge-
wichtslage auf Seiten des Enaminintermediates 69 beeinflussen Breonstedsiureco-
katalysatoren indirekt auch den stereoselektiven Ausgang der asymmetrischen Aldol-
reaktion. Allen Prolinamid-basierten Organokatalysatorsystemen ist das Strukturmo-
tiv des Pyrrolidinrings gemein, dessen intrinsische Basizitit zur Bildung racemischen
Aldolproduktes gemif3 den klassischen Bedingungen der basenkatalysierten Aldolad-
dition fithren kann.?**?*"] Diese unselektive Nebenreaktion lisst sich durch die Aus-
bildung der Pyrrolidiniumspezies (S;S)-27-AH unterdriicken.?”>!

Die Auswahl des Sdureadditives richtet sich hierbei nach dem Derivatisierungsmuster
des Prolingrundgeriistes, welches einerseits den pK,-Wert des Pyrrolidinrings leicht
verandert. Andererseits besitzen die Donorsubstituenten der Seitenkette moderner
Katalysatoren funktionelle Gruppen mit Sdure/Base-Motiven, wobei bereits kleine
Anderungen die Ausbildung der stabilisierenden Wasserstoffbriicken (siehe Struk-
tur 68) beeinflussen kann.
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Eine exakte Voraussage des effektivsten Saurecokatalysators, der die unselektive Ba-
senkatalyse unterdriicken kann ohne die Potenz des Organo-katalysators durch ver-
minderte Ausbildung von Wasserstoffbriicken herabzusetzen, gestaltet sich aus die-
sem Grund schwierig. Ublicherweise werden in der Literatur deshalb dquimolare
Gemische aus einem gegebenen Organokatalysator mit Additiven unterschiedlicher
Sdurestirken auf ihre katalytische Aktivitit und Selektivitit hin untersucht. In vielen
Fillen lassen sich so Protonensiuren mifiger Stirke, wie Essigsaurel!16120284287291]
(pKi=4.76)?"]  oder  Benzoesiure  (pK,=4.2)?!  bzw. ihre  Deri-
vate',[118124125127272,279281,287.296297] 3|5 gptimale Cokatalysatoren fiir die AAR zwischen
Benzaldehyden und Aceton bzw. Cyclohexan unter Einsatz eines Prolinamidkatalysa-
tors identifizieren. Da sich mit verschiedenen Benzoesidurederivaten sehr feinschrittig
eine grofle Bandbreite an pK,-Werten abdecken lisst, eignet sich diese Stoffklasse im
Besonderen fiir die genaue Abstimmung der Siurestirke des Cokatalysators auf die
Eigensdurekonstante des verwendeten Organokatalysators.

" Die pK.-Werte von Benzoesiurederivaten unterscheiden sich je nach Substitutionsmuster und Funktionali-
tat, wobei die jeweiligen ortho-substituierten Verbindungen aufgrund des Nachbargruppeneffektes die starks-
ten Siuren darstellen.”! Hier einige Beispiele (BS=Benzoesiure): pK. = 2.05 (2-Amino-BS), 3.07 (3-
Amino-BS), 2.38 (4-Amino-BS);?* 2.21 (2-Nitro-BS), 3.46 (3-Nitro-BS), 3.40 (4-Nitro-BS); 2.98 (2-
Hydroxy-BS), 4.12 (3-Hydroxy-BS), 4.54 (4-Hydroxy-BS), 3.89 (2-Methyl-BS), 4.28 (3-Methyl-BS), 4.35
(4-Methyl-BS).!
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2.3.3 Untersuchungen zum Einfluss der Autoxidation des Sub-
strates auf die Reaktionsdynamik der Aldolreaktion

Eine kritische Betrachtung der Rohproduktspektren der in Kapitel 2.3.2.2 etablierten
asymmetrischen Aldolreaktion (AAR) zwischen 3-Chlorbenzaldehyd (13) und Ace-
ton in Cyclohexan (Schema 2.39) zeigt eine besondere Auffilligkeit.

fe) 0.5 mol% (S,8)-27 OH O

Cl 2 mol% 67 Cl :
H - (R)
9 Aq. Aceton

1 Vol-eq (bezogen auf Aceton)

13 mit Wasser gesittigtes Cyclohexan (R)-12
0.5 mmol 24 h,3°C 95% Umsatz
(frisch destilliert) 91% produktbezogener Umsatz
95.5% ee

Schema 2.39. Darstellung von (R)-12 in Cyclohexan unter Zugabe von 2 mol% der zur Ausgangs-
verbindung 13 korrespondierenden Benzoesiure 67.

So konnen nach 24 Stunden in allen Versuchen Siureanteile bestimmt werden, die
minimal @iber denen der anfinglich verwendeten Stochiometrien liegen. Selbst bei der
Verwendung siurefreien 3-Chlorbenzaldehyds (13) finden sich Spuren (=1%) der
korrespondierenden 3-Chlorbenzoesiure (67, Abbildung 2.21), wihrend sich der
Anteil bei Versuchen unter Einsatz von 2-5 mol% 3-Chlorbenzoesaure nach 24 Stun-
den im Schnitt um 1-3% erhoht.

o

A e
L 0 s(;'sm " J 13

(frisch destilliert)
Rohproduktgemisch
der AAR nach 24 h
66  (R)-12
13 65 L
| u
918 914 910 816 812 718 714 710 616 612 518 514 510

3 (ppm)

Abbildung 2.21. Vergleich der Spektren frisch destillierten 3-Chlorbenzaldehyds (67, oben) und
dem Rohproduktgemisch der AAR (unten). Der Ubersichtlichkeit halber wird
auf die Darstellung des gesamten Messbereichs verzichtet und ausschliefflich
Signale zwischen 5.0 und 10.1 ppm gezeigt.
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Da, wie bereits gezeigt, selbst geringe Mengen 3-Chlorbenzoesiure (67) einen signi-
fikanten Einfluss auf die Reaktionsdynamik der AAR ausiiben, kann unter Einbezug
der literaturbekannten Oxidationsempfindlichkeit von Aldehyden!®*®! vermutet wer-
den, dass der Cokatalysator auch durch Autoxidation des Substrates in situ gebildet
werden kann. Im Folgenden wird diberpriift, ob die autoxidative Cokatalysatorgene-

rierung in signifikantem Maf3e auftritt.
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2.3.3.1 Exkurs 2) Theoretische Betrachtung der Aldehydoxidation

Die aerobische Oxidation von Aldehyden mit Luftsauerstoff gehort mit einer Atom-
effizienz von bis zu 100% zu den effektivsten Reaktionen der organischen Chemie
(Schema 2.40).[1312%! Jiingste Veroffentlichungen berichten in diesem Zusammen-

300,301

hang von katalysator- und solvensfreien Durchfithrungen,| I die allen Kriterien

der ,Griinen Chemie* geniigen.>*!

a (@] (0]
O = +
o o o )L H-q R)kOH R)kOH
RN SN o S Y
R H i R o~ ii )k -G R il
R O b o o

, +
Criegee-Intermediat R)kOH HkOR

Schema 2.40. Reaktionsschema der aerobischen Oxidation von Aldehyden. i) (freie) Radikal-
kettenreaktion; ii) nucleophile Addition; iii) Umlagerung iiber a) Hydrid- oder
b) Alkyl/Arylwanderung.

Bei tendenziell zwei moglichen Umlagerungsmdéglichkeiten (Pfad a und b, Schema
2.40, Schritt iii) des hierbei aus dem Aldehyd und Sauerstoff gebildeten Criegee-
Intermediates dominiert in den meisten Fillen die Hydridwanderung (Pfad a),
wodurch ein stochiometrischer Umsatz zur korrespondierenden Siure erméglicht

wird [300,301]

Im industriellen Mafistab werden Aldehydoxidationen zumeist in organischen Sol-
ventien durchgefiihrt, wobei ein Sauerstoffgasstrom durch die Losung geleitet wird.
Als geschwindigkeitslimitierender Schritt kann der Sauerstoffmassentransfer aus der
Gasphase identifiziert werden,**) da die Konzentration molekularen Sauerstoffs in

303304 Wird jedoch ein ausreichender Mas-

allen gingigen Losungsmitteln gering ist.!
sentransfer gewihrleistet, konnen in kiirzester Zeit grofle Mengen Aldehyd oxidiert
werden. Wihrend VANOYE sich die Oberflichenvergroflerung innerhalb eines Durch-
flussreaktors zunutze machte,*® wurde von SHAPIRO eine elegante Methode der

Oxidation ,an Wasser” vorgestellt (Schema 2.41).12%¢]

(@) (@)
Luftsauerstoff
H > OH
Wasser
12 h, RT
83% Umsatz

Schema 2.41. Oxidation von Benzaldehyd an Wasser.

Durch die Bildung einer fein verteilten Emulsion nicht-wassermischbaren Benzalde-
hyds mit Wasser wird eine analoge Oberflichenvergréfierung erreicht, die den direk-
ten Massentransfer von Luftsauerstoff in die Substratphase ermdglicht. Auf diesem
Weg konnen innerhalb von 12 Stunden 83% Benzaldehyd oxidiert werden,*® wih-
rend im solvensfreien Verfahren nach VANOYE innerhalb von 15 Minuten 5% Benzoe-

sdure generiert werden.
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2.3.3.2 Aerobe Oxidation von 3-Chlorbenzaldehyd (13) im wissri-
gen und organischen Milieu

Ob die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse der aeroben Oxidation von Benz-
aldehyd?*®! mit Luftsauerstoff auf 3-Chlorbenzaldehyd (13) iibertragbar sind, kann
anhand von Oxidationskinetiken in verschiedenen Losungsmittelsystemen tiberpriift
werden. Zum einen ldsst sich so feststellen, ob sich die Oxidationsempfindlichkeit
unsubstituierten Benzaldehyds auf das in dieser Arbeit verwendete Chlorderivat iiber-
tragen lisst. Zum anderen konnen vergleichende Studien zeigen, ob auch dann ein
ausreichender Sauerstoffmassentransfer gewihrleistet ist, wenn der Aldehyd in einem
organischen Solvens geldst vorliegt.

Unter exakt gleichen Versuchsbedingungen wie sie in Kapitel 2.3.2.2 zur Darstellung
von (R)-12 beschrieben sind, wird der Fortschritt der Siurebildung durch Aut-
oxidation frisch destillierten 3-Chlorbenzaldehyds (13) sowohl in gesittigter Natri-
umchloridlésung als auch in Cyclohexan NMR-spektroskopisch erfasst (Abbildung
2.22). Einzig der Organokatalysator (8$)-27 wird nicht zugesetzt, um die Oxidation
unabhingig von der asymmetrischen Aldolreaktion (AAR) untersuchen zu kénnen.

(@) (Luft) O
O, (Luft
Cl H - 2 Cl OH
9 Aq. Aceton
1 Vol-Ag. Solvens (bez. auf Aceton)

13 2241, RT 67
0.5 mmol

NUE
40 -
30 - ges. Natriumchloridlosung

20 - ==¢= Cyclohexan

-

10 -

3-Chlorbenzoesiure [%]

0 ; T T T T T T T T T T )
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Zeit [h]

Abbildung 2.22. Autoxidationskinetik von 3-Chlorbenzaldehyd (13) in gesittigter Natrium-
chloridésung und Cyclohexan.

Im heterogenen Gemisch des in fritheren Arbeiten etablierten, wissrigen Benchmark-
systems mit gesittigter Natriumchloridlosung!®*>'?*] lassen sich die Ergebnisse
SHAPIROs bestitigen.>! Wie bei der Verwendung von Benzaldehyd an Wasser zeigt
auch die Emulsion aus 3-Chlorbenzaldehyd und Natriumchloridlosung einen raschen
Verlauf der aeroben Oxidation. Bereits nach zwei Stunden ist beinahe ein Viertel,
nach 24 Stunden 40% des Substrates autoxidativ zur Sdure umgesetzt. Im Vergleich
hierzu zeigt das homogene Gemisch aus 3-Chlorbenzaldehyd in Cyclohexan zwar
ebenfalls einen steten Anstieg der Siurekonzentration, der Stoffmengenanteil an 3-
Chlorbenzoesiure liegt jedoch zu jedem Messzeitpunkt unterhalb des Wertes im
wissrigen Milieu.



70 | CHEMOENZYMATISCHE SYNTHESE VON 1,3-DIOLEN

Um den beobachteten Losungsmitteleffekt erkliren zu konnen bedarf es neben der
verallgemeinerten, qualitativen Literaturaussage beziiglich der generell schlechten
Loslichkeit molekularen Sauerstoffs in gingigen Losungsmitteln*>3%4 der genaueren
Kenntnis der lokalen Sauerstoftkonzentrationen.

Wihrend die Loslichkeit von Sauerstoff in Wasser gut untersucht ist, finden sich nur
wenige Arbeiten, die organischer Solventien beziiglich ihres Losungsvermogens fiir
Sauerstoff untersucht haben.**3%) Diese urspriinglich in Ostwald-Koeffizienten
ausgedriickten Werte***'%) wurden von BATTINO in einem Ubersichtsartikel zusam-
mengefasst, auf ein einheitliches Bezugssystem referenziert und als stoffmengenantei-
lige Loslichkeiten ausgedriickt um so ein breites Spektrum an Losungsmitteln abzu-
bilden.** Fiir die Sauerstoffloslichkeit in Wasser, ausgedriickt in Millilitern Sauer-
stoff pro Liter, ergibt sich so:

mL 4.689-10°
[ = (1)
mol

mit X1 = Molenbruch von Sauerstoff bei einem Partialdruck von 101.325 kPa; V1° = molares Volumen von
Wasser bei der Temperatur T.

Um hieraus einen fiir alle Losungsmittel giiltigen Term zu generieren, wird Gleichung
1 wie folgt um stoffspezifische Kenngrofien erweitert:

— Xl'VL[mLM]'FOZ'pOZ [%]
sl [ 9]
pslmr]  C2lmol

(2)

mit x1 = Molenbruch von Sauerstoff bei einem Partialdruck von 101.325 kPa; Vi = molares Volumen von
Luft; Fo, = Faktor des anteiligen Sauerstoffvolumens an Luft; po, = Dichte von Sauerstoff; Ms = Molekular-
gewicht des Losungsmittels; ps = Dichte des Losungsmittels; Mo> = Molekulargewicht von Sauerstoff.

Mit V. = 22.4 L-mol’ (molares Volumen eines idealen Gases bei Normbedingun-
gen),P!l Fo, = 02094 (Volumenanteil an Sauerstoff in trockener Luft bei
p=101.325 kPa),%] po, = 1.429 kg-m™ (Dichte von Sauerstoff bei Normbedingun-
gen)P2 und Mo, = 32 g-mol™ ergibt sich nach Umformung:

mol] _ X1469- 103[m ] 0. 001429[ ]

A:S[[fi 32[mol]

(3)

mL

mit 1 = Molenbruch von Sauerstoff bei einem Partialdruck von 101.325 kPa; 3] Ms = Molekulargewicht des
Lésungsmittels; ps = Dichte des Losungsmittels.

Bei 25°C ergibt sich so fiir Wasser mit x; = 2.3-10"° eine Sauerstoftkonzentration von
0.27 pmol-mL™. Fiir Aceton (y1 = 8.4-10*) und Cyclohexan (x; = 12.34-10"*) werden
bei gleicher Temperatur jeweils ¢ = 2.40 ymol-mL" erhalten. Obwohl kleinere Nihe-
rungen wie die Annahme von Luft als idealem Gas oder die Verwendung von sauer-
stoffspezifischen Kenngrofien, die fiir das Gas bei 0°C gelten, in die Berechnung ein-
fliefen, stimmen die Rechenergebnisse mit den von QUARANTA empirisch gefunde-
nen Werten fiir Wasser und Aceton tiberein, weshalb auch die errechnete Sauerstoff-

konzentration in Cyclohexan als ausreichend valide angenommen werden kann.>*
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Bei der Verwendung der organischen Solventien liegt die Sauerstoftkonzentration
insgesamt rund neunmal hoher als in Wasser, die Oxidationsgeschwindigkeit sowie
der erzielte Umsatz sind jedoch in Wasser wesentlich hoher. Dieses kontraintuitive
Ergebnis lasst sich mit der Emulsionsbildung des Aldehyds in Wasser erkliren. Hier-
durch ist nicht die Sauerstoffkonzentration in Wasser, sondern vielmehr die verfiigba-
re Menge an Sauerstoff aus der Luft relevant.

Fiir die Synthese von (R)-12 wird ein verschlossener Kolben mit 10 mL Nennvolu-
men, sowohl wihrend der AAR als auch fiir die obigen Oxidationsversuche, benutzt.
Das jeweils verwendete Acetonvolumen betragt 337 uL, hinzu kommen 337 yL gesit-
tigter Natriumchloridldsung bzw. Cyclohexan sowie 71 pL 3-Chlorbenzaldehyd. Da
das Totvolumen des Kolbenhalses das Gesamtvolumen der Edukte und Lésungsmit-
tel iibersteigt, kann letzteres fiir die Berechnung der Sauerstoffmenge in der Gasphase
des Reaktionsgefifles vernachlissigt werden. Fiir 10 mL Luft ergibt sich mit einem
Sauerstoffvolumenanteil von 20.94%, einer -dichte von 1.423.10° g:ml” und einem -
molekulargewicht von 32 g-mol" eine Stoffmenge von n = 93.12 pmol an molekula-
rem Sauerstoff. Bei einer Atomeffizienz von 100% stehen somit 186.24 ymol atoma-
ren Luftsauerstoffs zur Autoxidation des Aldehyds zur Verfiigung. Dem gegeniiber
stehen im Wissrigen 1.80 pmol bzw. im rein organischen Milieu 3.24 ymol atomaren
Sauerstoffs.

Da die in der fliissigen Phase gelste Sauerstoffmenge bei einer Ansatzgréfie von
0.5 mmol 3-Chlorbenzaldehyd in beiden Systemen weniger als 1% Siure generieren
kann, ist fiir die Autoxidation des Aldehyds ausschliellich die verfiigbare Menge an
Luftsauerstoff ausschlaggebend. Hierbei bestitigen sich am vorliegenden Modellsys-
tem die von SHAPIRO fiir andere Aldehyde gefundenen Ergebnisse:***) Wihrend die
Oxidation des Aldehyds an Wasser einer Umsetzung in Substanz entspricht,” ist die
Oxidationsrate im organischen Solvens durch den Sauerstoffmassentransport von der
Gas- in die organische Phase limitiert.

In gleichem Maf3e lasst sich die verminderte Oxidationsgeschwindigkeit im wissrigen
System ab sechs Stunden Reaktionszeit erkliren. So bildet die entstehende Siure 67
durch Ausfillung (Schmelzpunkt: 153-157°C, Loslichkeit in Wasser: 0.3-0.4 g/L)!'*]
an der Luft/Substrat-Grenzphase eine feste Schicht, die den Sauerstofftransport zu-
nehmend einschrinkt. Unter Einbezug der grofiten Fehlerquellen bei Berechnung der
Gesamtsauerstoffmenge, insbesondere der nicht exakt quantifizierten externen Zu-
standsgroflen wie beispielsweise des Luftvolumens im Kolben, kann aufgrund des
verfiigbaren Sauerstoffs (im geschlossenen System 186 umol + Anteil, der im Solvens
gelost ist) dennoch von einem Maximalumsatz von circa 40% (500 pmol Ansatz 13)
ausgegangen werden, welcher nach sechs Stunden bereits beinahe erreicht ist.

" Siehe Kapitel 6.3.1.2.3: Bei der solvensfreien Oxidation von 3-CBA mit Luftsauerstoff wird nach 24 h im
offenen Kolben ein Umsatz von 43% detektiert.
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2.3.3.3 Vermeidung der Cokatalysatorgenerierung durch Autoxida-
tion: Asymmetrische Aldolreaktion unter Ausschluss von
Sauerstoff

Um den Einfluss der autoxidativ gebildeten 3-Chlorbenzoesiure wihrend der AAR zu
quantifizieren, werden Versuche unter Sauerstoffausschluss durchgefiithrt. Frisch
destillierter, siurefreier 3-Chlorbenzaldehyd wird sowohl im wissrigen als auch im
organischen Benchmarksystem mit Aceton umgesetzt. Vor der Verwendung werden
die Losungsmittel sowie Aceton durch wiederholte Ultraschallcyclen unter Unter-
druck entgast. Zwischen den Cyclen wird mit Argon beliiftet und das Schutzgas durch
die jeweiligen zu entgasenden Stoffe geleitet. Die AAR wird nach mehrmaligem Tau-
schen der Atmosphare im Reaktionskolben unter Schutzgasatmosphire durchgefiihrt
und mit den entsprechenden, nicht entgasten Gemischen verglichen.

0o
) Ph
g ($)~Ph
NH O

H

0 (8,5)-27,0.5 mol% OH O

Cl 2 mol% 67* Cl -
H (R)
9 eq Aceton (337 uL)*
1 Vol- . Natriumchloridlo 4
13 ol-eq ges. Natriumchloridlésung (R)-12

(bez. auf Aceton)
24h, RT

Tabelle 2.3. Einfluss der Autoxidation auf die Synthese von (R)-12 im wissrigen Medium
(* = optionale Zugabe; + = optional entgast).

Zugabe Solvens Ug® Up? 659 669 679 ee((R)-12)

BIntrag - (on67 entgast  [%]  [%]  [%] [%] [%]  [%]
19 x v 68 59 0 9.5 0 82.5
2 x x 8 715 05 10 05 82
39 v v 91.5 835 4 2.5 1 93
4 v x 90 83 3 2.5 1 94

a) Gesamtumsatz bezogen auf den Verbrauch des Substrates 13; b) Produktbezogener Umsatz bezogen auf
die Bildung von (R)-12; c) Substanzbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Alkens 65; d) Substanz-
bezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Bis-Aldolproduktes 66; e) wihrend der Reaktionsdauer durch
Autoxidation erzeugter Anteil der Siure am Rohprodukt; ) Reaktion unter Schutzgas.

Im wissrigen Medium kann hierbei ein signifikanter Umsatzriickgang beobachtet
werden, sobald die Reaktion unter Sauerstoffausschluss durchgefithrt wird. Wihrend
fur die AAR unter Luftausschluss ein Umsatz von 68% detektiert wird, liegt dieser im
aeroben System bei 82% (vergleiche Tabelle 2.3 Eintrag 1 und 2). Die Ergebnisse
korrelieren hierbei mit der autoxidativen Bildung geringer Mengen an 3-Chlor-
benzoesiure (67) im letzteren System.
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Wird die Saure 67 bereits zu Beginn der Reaktion zugefiigt, unterscheiden sich die
Umsatzraten der aeroben und anaeroben Durchfilhrung nur marginal (vergleiche
Tabelle 2.3 Eintrag 3 und 4), jedoch erhéht sich die Enantiomerenreinheit des Aldol-
produktes um mehr als 10% ee. Gleichzeitig wird die Bildung des Nebenproduktes 66
um den Faktor vier verringert (vergleiche Tabelle 2.3 Eintrag 2 und 4). Dadurch, dass
das Sdureadditiv erst wihrend der Reaktion gebildet wird, gewinnen sowohl die
Aldoladdition von Aceton an (R)-12 als auch die basenkatalysierte, unselektive Aldol-
reaktion zum racemischen Produkt rac-12 an Bedeutung (siehe hierzu auch Exkurs 1
in Kapitel 2.3.2.3).2%2%] Beide Effekte sind in der Eigenbasizitit des Prolinamid-
katalysators begriindet. Solange keine Siure die Basizitit des Imidazolringes von
(8,8)-27 neutralisiert, kann (5,5)-27 als Brenstedbase durch Deprotonierung von
Aceton die Bildung von Propen-2-olat erméglichen, welches entgegen des Enamin-
mechanismus’ zur Bildung von rac-12 fihrt. Da das Aldolprodukt 12 eine minimal
héhere CH-Aciditit als Aceton aufweist, ist die Enolbildung durch Deprotonierung
weiter begiinstigt und fithrt in Abwesenheit von 67 zur erhohten Bildung von 66.

Obwohl die Oxidationskinetik von 3-Chlorbenzaldehyd (13) in gesittigter Natrium-
chloridlésung einen raschen Anstieg der 3-Chlorbenzoesiure-Konzentration zeigt
(sieche Abbildung 2.22), werden bei aerober Reaktionsfiihrung der AAR nach 24
Stunden lediglich 0.5 mol% der Siure detektiert (Tabelle 2.3, Eintrag 2). Da die Ver-
suche bei standardisierter Rithrgeschwindigkeit und gleichen Bedingungen durchge-
fihrt werden, lasst sich als einziger Unterschied die Anwesenheit des Prolinamids
(55)-27 ausmachen. Griinde fiir den Einfluss des Organokatalysators auf die Oxida-
tionsrate des Aldehyds — denkbar wire beispielsweise eine Aggregatbildung mit dem
Substrat 13 — konnen zum jetzigen Zeitpunkt nicht genannt werden. Festzuhalten
bleibt aber, dass bereits 0.5 mol% 3-Chlorbenzoesiure (67) ausreichen, um die Pro-

duktbildung zu beschleunigen.

Analog zu den Versuchen im wissrigen Milieu zeigen sich in Cyclohexan die gleichen
Tendenzen: Die optische Reinheit des Aldolproduktes (R)-12 ist im anaeroben Sys-
tem durch die Abwesenheit des Sdurecokatalysators 67 vermindert, sowohl Gesamt-
als auch produktbezogener Umsatz liegen niedriger als beim analogen Versuch an
Luft (vergleiche Tabelle 2.4 Eintrag 1 und 2). Im organischen Solvens sind diese Ef-
fekte jedoch stirker ausgeprigt als im wissrigen Vergleichssystem (vergleiche Tabelle
2.3 Eintrag 1 und 2 mit Tabelle 2.4 Eintrag 1 und 2).

Generell ist festzustellen, dass im Organischen alle (Neben)Reaktionen langsamer
ablaufen. Wihrend in gesittigter Natriumchloridlésung unter Sauerstoffausschluss
nach 24 Stunden ein produktbezogener Umsatz von 59% erreicht wird, liegt dieser in
Cyclohexan bei lediglich 30%. Gleichzeitig werden nur 2.5% des Bis-Aldol-
produktes 66 erhalten, welches im Wiassrigen bei analoger Versuchsfithrung einen
Anteil von 10% am Rohproduktgemisch ausmacht. Im Gegensatz zum wissrigen
System liegen in Cyclohexan alle Substanzen nebeneinander in einer homogenen
Phase vor, wodurch die Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit durch den hydro-

phoben Effekt einer Substratemulsion in Wasser nicht zum Tragen kommt.!2%?74

" Grundlage ist die Berechnung der Aziditit des a-Protons mit Hilfe des strukturbasierten Berechnungszu-
satzmoduls zum Marvin® Zeichenprogramm von ChemAxon.*¥ pK, (CH,, Aceton) = 25, (CHy, 12) = 24.
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0 é
(s) Ph
C,)L N fph
NH OH
o (8,5)-27,0.5 mol%

cl 2 mol% 67* cl :
H (R)
9 eq Aceton (337 uL)*

13 1 Vol-eq Cyclohexan? (R-12
(bez. auf Aceton)
24 h, RT

Tabelle 2.4. Einfluss der Autoxidation auf die Synthese von (R)-12 im organischen Medium
(* = optionale Zugabe; + = optional entgast).

Zugabe Solvens Ug® U 659 669 679 ee((R)-12)

Eintrag von67 entgast  [%] (%]  [%] [%] [%] [%]
19 x v 33 30 1 2.5 0 76.5
2 x x 51 46 2 3 0.5 79.5
39 v v 93 84 6 2.5 1 83
4 v x 94 86 4 2.5 1 83

a) Gesamtumsatz bezogen auf den Verbrauch des Substrates 13; b) Produktbezogener Umsatz bezogen auf
die Bildung von (R)-12; c) Substanzbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Alkens 65; d) Substanz-
bezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Bis-Aldolproduktes 66; e) wihrend der Reaktionsdauer durch
Autoxidation erzeugter Anteil der Siure am Rohprodukt; f) Reaktion unter Schutzgas.

Festzuhalten bleibt, dass die Anwesenheit von (Luft)Sauerstoff bei der AAR zwischen
3-Chlorbenzaldehyd und Aceton einen signifikanten Einfluss auf die Reaktionsdyna-
mik besitzt. Durch Autoxidation des Aldehyds werden auf der Zeitachse der Reaktion
geringe Mengen an 3-Chlorbenzoesiure gebildet, welche als Bronstedsiure sowohl
geschwindigkeits- als auch selektivititssteigernd auf die Bildung von (R)-12 wirken.

Da die Oxidationsempfindlichkeit von Aldehyden in der Literatur gut beschrieben
ist,[13129%3%U kann vermutet werden, dass die Generierung geringer Mengen an Siure
durch Luftsauerstoff auch in anderen Modellsystemen der AAR zwischen Aldehyden
und Ketonen einen Einfluss auf die beschriebenen Umsitze und Enantiomereniiber-
schiisse besitzt. So wurden in verschiedenen Veroffentlichungen zwar die jeweils kor-
respondierenden Siuren der fiir die AAR eingesetzten Aldehyde als effektive Additive
identifiziert, ein Zusammenhang zur Oxidation des Aldehyds und einer in situ Erzeu-

gung des Saurecokatalysators wurde aber nicht hergestellt.!!18124127,279,281,296,297]
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2.34 Chemoenzymatische Zwei-Stufen-Eintopf-Synthese des
Diols (1R,35)-10

Nachdem durch die Realisierung der asymmetrischen Aldolreaktion zwischen 3-
Chlorbenzaldehyd und Aceton in Cyclohexan die Kompatibilitit mit der in dieser
Arbeit etablierten Biotransformation des Aldolproduktes (R)-12 durch die am Super-
absorber immobilisierte Rsp-ADH erreicht werden konnte, wird eine Prozessfithrung
gemifl Schema 2.4 moglich. Hierbei werden beide Einzelschritte, moglichst ohne
Aufarbeitung des Intermediates, in einer Zwei-Stufen-Eintopf-Synthese des Diols
kombiniert.

Um die vollstindige Kompatibilitit der Einzelschritte zu validieren und abzuschatzen,
ob sich die bei der asymmetrische Aldolreaktion (AAR) in geringen Mengen auftre-
tenden Nebenprodukte (siehe Kapitel 2.3.2.2) oder das zugesetzte Siureadditiv de-
stabilisierend oder —aktivierend auf die ADH-katalysierte Biotransformation auswir-
ken, wird zunichst die gut untersuchte, mit freiem Prolinamidkatalysator (;5)-27
etablierte AAR mit der enzymatischen Reduktion durch immobilisierte Rsp-ADH in
Cyclohexan kombiniert (Schema 2.42). Die Gegenwart des Organokatalysators hat,

wie bereits gezeigt wurde, indes keinen Einfluss auf die Biotransformation. ¢S

Zwei-Stufen-Reaktion QH OH
a1 ? )CL ohne Zwischenisolierung cl R~ CH3
+ freier Organokatalysator
immobilisierter Biokatalysator (R,S)-10
)
13 4.5 mmol 89% Gesamtumsatz
0.5 mmol 89% produktbez. Umsatz
>99% ee
>35:1dr
(0]
(s) Ph
Ny
NH OH
(5,8)-27,0.5 mol%
2 mol% 67 immobilisierte ($)-ADH
Cyclohexan OH O aus Rhodococcus ip.
3°C,24h al B 4.5 mol% NAD
— (R "CH,

Cyclohexan, RT, 24 h

5 Aq. 2-Propanol
nicht isoliert 4 P

(R)-12
95% Gesamtumsatz
91% produktbez. Umsatz
95% ee

Schema 2.42. Chemoenzymatische Darstellung von (1R35)-10 in Cyclohexan unter Verwendung
des freien Organokatalysators (S,5)-27.

Die Ansatzgrofle an 3-Chlorbenzaldehyd entspricht hierbei dem Benchmarksystem
aus Kapitel 2.3.2.2. Das Aldolprodukt (R)-12 wird bei 3°C mit einem produkt-
bezogenen Umsatz von 91% und 95% ee erhalten.
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Nach dem Entfernen aller fliichtigen Bestandteile im Vakuum wird das Rohprodukt,
bestehend aus (R)-12 und niedermolaren Anteilen des Alkens 65, des Bis-
Aldolproduktes 66 sowie 3-Chlorbenzoesiure erneut in Cyclohexan aufgenommen.
Es werden 80 mg des nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift 3 (AAV3, Kapitel
6.3.1.1.3) priparierten ADH-Immobilisates mit einer Aktivitit von 0.2 U/mg zuge-
fugt, woraus sich rechnerisch eine minimal hoheren Katalysatorbeladung von
34.5U/mmol (R)-12 im Vergleich zum Benchmarksystem aus Kapitel 2.3.1.3
(32 U/mmol) ergibt. Nach 24 Stunden wird (1R35)-10 mit einem produktbezoge-
nen Umsatz der Biotransformation von 89% erhalten. Hierbei sind weder die erzielte
Umsatzrate, noch die Enantio- oder Diastereoselektivitit im Vergleich zum enzyma-
tischen Benchmark aus Kapitel 2.3.1.3 verandert. Der produktbezogene Gesamt-
umsatz von 3-Chlorbenzaldehyd zu (1R,35)-10 errechnet sich so zu 81%.

Es zeigt sich, dass keine der im Rohprodukt von (R)-12 enthaltenen Komponenten
einen Einfluss auf die enzymatische Reduktion des Aldolproduktes mit Hilfe der hete-
rogenisierten Rsp-ADH besitzt. Die Ergebnisse aus Kapitel 2.3.1.3 fiir die Verwen-
dung des isolierten p-Hydroxyketons (R)-12 konnen exakt reproduziert werden. Eine
Aussage dariiber, ob auch die aus der AAR stammenden Nebenprodukte 65 oder 66,
wie bereits in friiheren Arbeiten fiir freie Alkoholdehydrogenasen beschrieben, 645
durch die superabsorbierte Rsp-ADH zu ihren korrespondierenden Alkoholen redu-
ziert werden, kann nicht getroffen werden. Beide Carbonylverbindungen liegen zu
circa 2% im Rohproduktgemisch vor. Eine anteilige enzymatische Reduktion fiihrt
hierdurch zu Stoffmengenanteilen der Alkohole, die unterhalb der Detektionsgrenze
der verwendeten NMR-spektroskopischen Umsatzbestimmung liegen.

Auf eine Extraktion, Aufarbeitung oder Aufreinigung des Rohproduktes (R)-12 kann
bei der vorgestellten Reaktionsfithrung vollstindig verzichtet werden. Lediglich das
Entfernen tiberschiissigen Acetons ist obligatorisch, um eine ungiinstige Gleichge-
wichtslage bei der folgenden Biotransformation zu vermeiden, da nur wenige Aquiva-
lente Isopropanol zur substratgekoppelten Cofaktorregenerierung verwendet werden.

Um diese vielversprechenden Ergebnisse auf eine Prozessfilhrung unter kombinierter
Verwendung sowohl eines immobilisierten Bio- als auch Organokatalysators iibertra-
gen zu konnen, wird die katalytische Aktivitit verschiedener Prolinamidkatalysatoren
dhnlicher Strukturmotive beziiglich der AAR in Cyclohexan evaluiert. Neben dem
bereits erfolgreich eingesetzten iso-Butylderivat (5;5)-27 kommen das Phenylanalo-
gon (55)-43 sowie der von KRISTENSEN et al an Polystyrolkiigelchen immobilisierte
Katalysator (5;5)-11 zum Einsatz (Tabelle 2.5).[65¢]

Im Vergleich zur Katalyse mittels (55)-27 zeigt das Phenylderivat ($,$)-43 unter
gleichen Versuchsbedingungen eine leicht erh6hte Produktbildungsrate und optische
Reinheit des Aldolproduktes (R)-12, wobei sich die gesteigerte Katalysatoraktivitit
mit den Literaturdaten von VISHNUMAYA deckt.['?%2°! Mit der von KRISTENSEN hete-
rogenisierten Version des Phenylderivates lassen sich die Ergebnisse der AAR fiir
(85)-27 im Rahmen der Fehlergrenzen der verwendeten Analytik jedoch exakt re-
produzieren.
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(5,5)-27,0.5 mol%
ODER (5,5)-43, 0.5 mol%

[e) (0] ODER (,$)-11, 10 mol% OH O
‘ [ -
Cl 2 mol% 67 cl
+ A (R) CH,
Cyclohexan
24h, RT
13 4.5 mmol (R)-12
0.5 mmol
O Ph
(¢} o th () Ph
(s) Ph N7s)
AN N T pn HOodh
NH
NH H HO Ph NH HO
(859)-27 (55)-43 (859)-11

Tabelle 2.5. Darstellung von (R)-12 unter Verwendung verschiedener Prolinamdikatalysatoren in

Cyclohexan.
. Ugesa) UPrb) 656) 66d) ee ( (R) - 1 2)
Eintrag  Katalysator [%] [%] %] [%] [%]
1 (55)-27 95 85.5 7 2.5 84
2 (59)-43 94.5 89 2.5 .S 89
3 ($59)-11 96.5 85.5 7.5 1.5 84

a) Gesamtumsatz bezogen auf den Verbrauch des Substrates 13; b) Produktbezogener Umsatz bezogen auf
die Bildung von (R)-12; c) Substanzbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Alkens 65; d) Substanz-
bezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Bis-Aldolproduktes 66.

Die erhohte Katalysatorbeladung von 10 mol% liegt hierbei in der Struktur des
Prolinamidimmobilisates selbst begriindet. Fiir eine Diskussion der makromolekula-
ren Umgebung und den Herausforderungen der Copolymerisierungsmethode zur
Synthese des Immobilisates sei auf die Arbeiten von RULLI und HANSEN verwie-

Sen.[65,69]

Die nahezu identischen Ergebnisse der (85)-27- und (5$)-11-katalysierten AAR
sollten die vorherigen Resultate aus Tabelle 2.5 nach Angleichen der Katalysatorbela-
dung fiir den Aldoladditionsschritt auf einen Prozess unter Verwendung sowohl des
immobilisierter Organo- als auch Biokatalysators iibertragbar machen (Schema 2.43).
Die Durchfithrung des chemoenzymatischen Prozesses ist hierbei analog zu der in
Schema 2.42 gezeigten. Der einzige Unterschied besteht im Abdekantieren des Roh-
produktgemisches von (R)-12 vom Organokatalysatorimmobilisat und nachwaschen
mit wenig Cyclohexan. Die guten Ergebnisse aus der Kombination des mit freiem
Organokatalysator ($,$)-27 erhaltenen B-Hydroxyketons (R)-12 mit der nachfolgen-
den Biotransformation lassen sich hierbei vollstindig auf den Prozess unter Verwen-
dung heterogenisierter Katalysatorsysteme tibertragen.
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o o Zwei-Stufen-Reaktion QH OH
ohne Zwischenisolierung Cl :
cl \ A 5 (R)>(s)CH,4
+ immobilisierter Organokatalysator
immobilisierter Biokatalysator (R,S)-10
el
13 4.5 mmol 89% Gesamtumsatz
0.5 mmol 89% produktbez. Umsatz
>99% ee
o ph >3S5:1dr
y Ph
NH OH
(5,8)-11, 10 mol%
2 mol% 67 immobilisierte ($)-ADH
Cyclohexan aus Rhodococcus sp.
° OH O
3°C,24h o = 4.5 mol% NAD*
L ®) CH,

Cyclohexan, RT, 24 h

5 Aq. 2-Propanol
nicht isoliert 4 P

(R)-12
95% Gesamtumsatz
91% produrkbez. Umsatz
95% ee

Schema 2.43. Chemoenzymatische Darstellung von (1R35)-10 in Cyclohexan unter Verwendung
des heterogenisierten Organokatalysators (S5)-11.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die chemoenzymatische Synthese von
(1R35)-10 gemif einer Prozessfithrung nach Schema 2.4 etabliert werden konnte.
Durch Kombination des Styrol-gebundenen Prolinamidkatalysators ($$)-11 mit
einer superabsorbierten Rsp-ADH kann das Diol (1&,35)-10 ohne Aufreinigung oder
Isolierung des p-Hydroxyketonintermediates mit einem produktbezogenen Gesam-
tumsatz von 81% aus 3-Chlorbenzaldehyd dargestellt werden. Da die gesamte Syn-
thesesequenz in Cyclohexan durchgefiihrt wird, wird das Produkt ohne Extraktion
durch einfaches Entfernen des Losungsmittels erhalten.
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3 Chemoenzymatische Synthese von
(R)-Pantolacton

3.1 Motivation und Zielsetzung

Auf der Basis aktueller Marktzahlen gehen Analysten davon aus, dass der globale
Vitaminmarkt bis 2015 einen Wert von 2.5 Milliarden Euro haben und bis 2018 eine

314315] Bereits heute wer-

konstante, jahrliche Wachstumsrate von 6% aufweisen wird.!
den jedes Jahr Vitamine im Produktionsvolumen von tiber 350 000 Tonnen grof3-
technisch hergestellt.*'*) In der langen Liste grofler Vitaminproduzenten finden sich
neben mittelstindischen, stark spezialisierte Firmen auch global agierende Unter-
nehmen der weltweiten Top 50 wie Sanofi SA, Pfizer Inc., BASF SE oder Royal DSM

NV, [B14315]

Zu den Vitaminen mit grofler Anwendungsbreite gehért Vitamin Bs ((R)-Pantothen-
siure ((R)-77-H)), kommerziell zumeist als D-Calciumpantothenat (78) vertrieben),
welches als unterstiitzendes Therapeutikum bei Hyperlipidimie zum Einsatz kom-

318 319] 74 fin-

men kann,'”) die Wundheilung beschleunigt,***! in Kosmetikprodukten!
den ist und sowohl in der Humanerndhrung wie auch als Supplement in Tierfutter
Verwendung findet, da es als essenzieller Bestandteil des Coenzyms A an vielen Pro-
zessen im Protein-, Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel beteiligt ist.*>>*2!) Insbeson-
dere in der Futtermittelmittelsparte ist die Gewinnspanne jedoch klein: So betrigt
der Marktpreis fiir ein Kilogramm ,feed grade’ D-Calciumpantothenat (z. B. von
BASF unter dem Markennamen Lutavit® Calpan 98% erhiltlich) im Mittel nur

6.50 Euro.322]

Aufgrund der geringen Gewinnmarge basiert der industriell etablierte Herstellungs-
prozess von 78 deshalb auf kostengiinstigen Chemikalien wie Isobutanal (79) und
dem C1-Baustein Formaldehyd, aus denen die stereogene Vorstufe (R)-Pantolacton
((R)-80) gewonnen werden kann.(*325) Das Lacton wird anschlieend mit B-
Alaninat (81) zur Pantothensiure kondensiert und an Ionentauschern zum Calcium-
salz 78 umgesetzt (Schema 3.1).032¢)

" Vollstindige Liste der Hauptproduzenten von Vitaminen: Adisseo France S.A.S, Archer Daniels Midland
Co., 7 Day Health Corp, ABH Nature's Products Inc, AIE Pharmaceuticals Inc, Aland (Jiangsu)
Nutraceutical Co. Ltd., Atlantic Essential Products Inc., Atrium Innovations Inc., Bactolac Pharmaceutical
Inc., Bluebonnet Nutrition Corp., CSPC Pharmaceutical Group Ltd., Danisco A/S, Glanbia Nutritionals
Deutschland GmbH, Kirkman Group Inc., Lonza Group Ltd., Nattopharma ASA, Nature's Plus, NBTY Inc,,
North China Pharmaceutical Corp., Nulab Inc., Nutricap Labs, Nutrilite, Nutrilo GmbH, ParkAcre Enterpri-
ses Ltd., Pharmavite LLC, Private Label Nutraceuticals LLC, , Schiff Nutrition International Inc., Thorne
Research Inc., Vertellus Specialties Inc. und Zhejiang Hangzhou Xinfu Pharmaceutical Co. Ltd., Sanofi SA,
Pfizer Inc., BASF SE und Royal DSM N.V.
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o 0 0
HOL N _ O)K/\N%OH Ca2*
H On )

(R)-80 78

Ionentauscher
(R H
B O)vg ) (@]
OH
(R)-77

Schema 3.1. Darstellung von Calciumpantothenat (78) durch Kondensation von (R)-Panto-
lacton ((R)-80) und B-Alaninat (81).

Rein chemisch fithrt der Zugang zu (R)-80 zunichst iiber sein racemisches Analogon
rac-80, welches anschlieflend durch Zugabe chiraler Auxiliare mittels diastereomerer
Kristallisation in seine Enantiomere getrennt wird (Schema 3.2, linker Zweig).[232¢!
Limitiert wird diese klassische Racematspaltung durch ein theoretisches Ausbeute-
maximum von 50% sowie die notwendige Abtrennung und Aufreinigung der chiralen
Hilfsstoffe. Im Produktionsmafistab werden allerdings zumeist Ausbeuten unter 50%
erreicht, da die optische Reinheit des (R)-Pantolactons ((R)-80) nach einmaliger
Kiristallisation unzureichend ist. Zur Produktivititssteigerung konnen Mutterlaugen
und ($)-80 zwar gesammelt, anschlieflend unter basischen Bedingungen racemisiert
und in den Trennungskreislauf zuriickgefithrt werden, jedoch werden zusitzliche

Extraktions-, Trennungs- und Transformationsschritte benotigt.

Als biokatalytische Alternative zur chemischen Racematspaltung hat sich vor rund
1S Jahren die stereoselektive Ringoffnung des racemischen Pantolactons (rac-80)
mit Lactonohydrolasen (LH) etabliert.??33%] p-spezifische LHs iiberfithren das
(R)-Enantiomer aus dem Racemat rac-80 in sein aliphatisches Pantoat (82), welches
extraktiv vom zuriickbleibenden (.$)-Pantolacton ((5)-74) abgetrennt werden kann
(Schema 3.2, mittig).

Im Vergleich zur diastereomeren Kristallisation werden hierbei zwar Arbeitsschritte
gespart und (R)-80 unter milden Bedingungen und ohne organische Ldsungsmittel
gewonnen, beide Verfahren basieren jedoch auf der vorhergehenden Synthese des
Racemats rac-80 aus giftigem, von der Weltgesundheitsorganisation als karcinogen
eingestuftem Formaldehyd und der Verwendung toxischer Chemikalien (Cyanide)
bzw. Losungsmittel (Methanol).[*!) Weiterhin wird das eingesetzte Extraktionsmittel
1,2-Dichlorethan von der europiischen Chemikalienagentur als besonders besorgnis-
erregend (stark krebserzeugend) gelistet.**2! Zusitzlich bediirfen Einzelschritte der
Industriemethode energieintensive Vorginge wie starkes Erwdrmen oder konstante
Kiithlung der Reaktionsmischung.
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n Stindiges Kiihlen auf T<10°C 85
» Aquimolare Zugabe von Cyaniden o CN
. J O
( R
o
saure Hydrolyse 1o H
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82-H
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i [
Chemische Ringoffnung o ' . - Q
u In Wasser / Methanol HOMOA“X i HO/,(S) Lactonase-k:tlaiy\s\lve:tseei{mgoffnung HO (1?)
u Aquimolare Menge chirales Auxiliar OH i B R"l: ) OH
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HO. @ Chirale Trennung HO (s) ! : :
Y 0 » Diastereomere Kristallisation o I '
OH = Abtrennen des Auxiliars durch Fillung OH Lo
(R)-82 (8)-82 b
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s {} aY CoTTTTTTTTTT T Yo 6 === \: i i s s
A ) | . . 1o, () A . .
Aufarbeitung : Recyclierung des (.S)-Enantiomers : o 1! Aufarbeitung Aufarbeitung
m Evaporation ' m Relactonisierung des ($)-Pantoats 3 b u Extraktion m Relactonisierung des (R)-Pantoats ((R)-82) = Ansduern m Extraktion = Evaporation
L J \,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,(9;%0 ,,,,, ; 3 3 C J L J
( {} o) 7 : 777777777777777777777 ‘ 777777777777777 6 . “ 3 i ( 0 R ( {} o) 7
R ' Racemisierung P . R ) R
Isolierung 1ol ' . Ver:ectzr::rl:irtulr\;aOH HO [ Isolierung Ho®) Isolierung Ho
u Umbkristallisation ' T = 150°C -t » Umbkristallisation u Destillation oder Chromatographie
. nT=1§ :
L (R)-80 G rac80 .‘ L (R)-80 J L (R)-80

Schema 3.2. Schematische Darstellung der Arbeitsschritte der grofitechnischen Methode (links) bzw. der geplanten Syntheseroute (rechts) zur Herstellung von (R)-Pantolacton ((R)-80). Durchgezogene
Linien und Pfeile zeigen den Prozessverlauf, gestrichelte Recyclierungsschritte. Gezeichnete Strukturen bilden das/die Produkt/e des jeweiligen Schrittes ab. Energetisch intensive bzw. dkolo-
gisch/toxikologisch bedenkliche Schritte sind rot, unbedenkliche griin markiert.
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Das Ziel des zweiten Schwerpunktes dieser Doktorarbeit ist es nun, einen unter 6ko-
logischen und toxikologischen Gesichtspunkten optimierten Prozess zur Synthese
des stereogenen Vitamin Bs-Bausteins (R)-Pantolacton ((R)-80) zu realisieren, der
moglichst allen Kriterien der ,Griinen Chemie“ geniigt (Schema 3.2, rechter

302331 Dieser soll von der industriell etablierten, hochverfiigbaren Startver-

Zweig).!
bindung Isobutanal (79) ausgehen und in méglichst wenigen Arbeitsschritten zum
Produkt fithren. Das Lacton soll dabei ohne den Einsatz giftiger oder bedenklicher
Chemikalien mit einem Enantiomereniiberschuss von mindestens 95% ee dargestellt
werden, wobei der aktive Aufbau des Stereozentrums im Prozess implementiert sein
soll. Um die Gesamteffizienz der Route zu maximieren sollen méglichst keine Zwi-
schenisolierungen von Intermediaten durchgefithrt werden und ausschliefSlich kataly-
tische Umsetzungen Anwendung finden. Die verwendeten Katalysatoren sollen hier-
bei entweder kostengiinstig — beispielsweise aus dem ,chiral pool® — verfiigbar oder

mehrfach wiederverwendbar sein.

Kompatible Einzelschritte:

Chemoenzymatischer Prozess

Industriell etablierte Zwei-Stufen-Synthese

Ausgangsverbindung ohne Zwischenisoliel’ung
(@]
Yl\ H (0] Alkoholdehydrogenase 0
organo- HO (ADH) (R)
79 g;, ) O/\ HO o)
katalytisch / \
+ %
0 NAD(P)H NAD(P)*
o (R)-86 (R)-80
H 0 \ / OH
o )J\ ADH )\
8S
Vermeidung
toxischer Chemikalien ) Enantiomerenreinheit:
Katalytische > 95% ee

Umsetzungen

Schema 3.3. Zielsetzungsparameter der nachhaltigen Pantolactonsynthese.

Um alle Aspekte in einer Synthesesequenz (Schema 3.3) verwirklichen zu kénnen,
sollen die Vorteile verschiedener Katalysezweige miteinander kombiniert werden.
Zunichst soll Isobutanal (79) in einer organokatalytischen Aldolreaktion umgesetzt
werden, wobei die Stereoinformation an dieser Stelle durch die asymmetrische
Reaktionsfithrung eingefithrt wird. Anschlieffend soll eine stereoselektive, bio-
katalytische Reduktion zur Umsetzung und nachfolgenden Lactonisierung des
(R)-konfigurierten Aldolproduktes (R)-86 fiihren. Die Regenerierung des Cofaktors
soll hierbei vorzugsweise wie in Kapitel 2.3.1.2 beschrieben (siehe auch Kapitel 2.2.3,
Schema 2.28) monoenzymatisch, das heifit durch dieselbe Alkoholdehydrogenase,
die fiir die Biotransformation eingesetzt wird, gelingen (in Schema 3.3 ist beispielhaft
die Oxidation von Isopropanol zur substratgekoppelten Cofaktorregenerierung dar-
gestellt; niheres siehe Kapitel 2.2.3).
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3.2 Stand der Wissenschaft

Histidin als Katalysator fiir gekreuzte Aldolreaktionen zwi-
schen enolisierbaren Aldehyden

3.2.1

Obwohl mit der Prolin(derivat)-Katalyse sowohl bei der intra- als auch intermoleku-
laren Aldolreaktionen grofle Erfolge erzielt wurden, bleibt die Substratbreite im

Batchverfahren auf die Verwendung nicht-enolisierbarer Aldehyde als Akzeptor- so-

94-98

wie Ketonen als Donorkomponente beschriankt.!**8) Zwar ist auch der Einsatz zweier

enolisierbarer Aldehyde per se moglich, gestaltet sich aber aufgrund von Nebenreak-

[264

tionen - insbesondere der Selbstkondensation der Substrate2* — schwierig und er-

fordert entweder den undkonomischen Einsatz eines grofien Uberschusses einer

[334] oder zeitintensive, in der Regel nur im Labormafstab prakti-

335]

Eduktkomponente
kable (Spritzen)Pumptechniken.! Eine weitere Restriktion Prolin(derivat)-
katalysierter, asymmetrischer Aldolreaktionen (AARs) resultiert aus der thermody-
namischen Instabilitit des entsprechenden Enaminintermediates bei der Verwen-
dung a-verzweigter Aldehyde, welche aus diesem Grund ausschlieflich als Akzeptor-
komponente reagieren. Der Aufbau von Aldolprodukten mit a-quartirniren Kohlen-

stoffen kann somit nicht realisiert werden.

Beide Problemstellungen konnten im Arbeitskreis um MAHRWALD erfolgreich
addressiert und durch den Einsatz von Histidin (88) als Organokatalysator gelost
werden (Schema 3.4).13%¢)

O i 10 mol% L-Histidin (L-88) O  OH
N
YLH H R Wasser HJ%R
1-4d,RT
79 89 90
( Y ( Y
O
O OH \/@ O OH
O N
H ) H ®
O
(R)-90a (R)-90b
70% Ausbeute 75% Ausbeute
93% ee 77% ee
O OH (@] OH O OH
OM Cl OEt
H OOX®Y | | B OX® H™ OX®)
OMe (e}
(R)-90c (R)-90d (R)-90e = (R)-86
92% Ausbeute 95% Ausbeute 60% Ausbeute
84% ee 90% ee 65% ee

Schema 3.4. Histidin-katalysierte gekreuzte Aldolreaktion zwischen enolisierbaren Aldehyden.
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Die Aminoséure zeigt hierbei eine bemerkenswerte Chemoselektivitit, die durch die
elektronische Struktur der Substrate 89 bestimmt wird. So reagieren elektronenreiche
Aldehyde in Histidin-katalysierten asymmetrischen Aldolreaktionen ausschlieflich
als En-, elektronenarme Aldehyde einzig als Carbonylkomponenten (Schema 3.4)."

Weiterhin konnten a-verzweigte Aldehyde hoch diastereoselektiv zu den entspre-
chenden syn-Addukten 91 umgesetzt werden (Schema 3.5). Unter den milden Reak-
tionsbedingungen werden weder die Racemisierung der Ausgangsverbindungen noch

die Epimerisierung der Produkte detektiert.>>¢

o i 10 mol% Histidin (88) 0 OH
+ R
YLH H R Wasser H%
1-4d,RT OR
79 89 3,4-syn-91
L-Histidin (L-88) D-Histidin (D-88)
O OH O OH

AL

3,4-syn-91a 3,4-syn-91b 3,4-syn-91c 3,4-syn-91d
87% Ausbeute 76% Ausbeute 72% Ausbeute 71% Ausbeute
98% ee, 99% de 98% ee, 99% de 92% ee, 99% de 99% de

Schema 3.5. Histidin-katalysierte gekreuzte Aldolreaktion von Isobutanal (79) und verzweigten
Aldehyden fihrt zu syn-Produkten 91.

Durch die gezielte Homoaldoladdition chiraler Aldehyde wie (R)-Isopropyliden-
glyceraldehyd ((R)-92) lasst sich je nach Konfiguration des Organokatalysators auch
die Darstellung von Naturstoffen bzw. —bausteinen, in diesem Fall 2-Hydroxymethyl-
D-lyxose (93) und D-Hamamelose (94), realisieren (Schema 3.6).53¢!

1.) L-Histidin 1.) D-Histidin
2) HY o\, 2)H'
[— O\‘ H —\
92
0. _OH HO___O
(R) (S) (R)(R)
on OH HO™ on
93 94
2-Hydroxy-D-Lyxose D-Hamamelose
82% Ausbeute 77% Ausbeute
98% de 90% de

Schema 3.6. Histidin-katalysierte Homoaldoladdition von (R)-Isopropylidenglyceraldehyd.

" Analog zur organokatalytischen Aldolreaktion mit Prolin ist in Histidin-katalysierten Synthesen auch die
Umsetzung von Aldehyden mit Ketonen!*73*] oder zweier Ketone moglich.**>**] Evaluiert werden soll an
dieser Stelle jedoch lediglich die gekreuzte AAR zwischen enolisierbaren Aldehyden.
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Wihrend der Mechanismus der Prolin-katalysierten Aldolreaktion mittlerweile auf-

geklart und entscheidende Intermediate kristallografisch**

und spektrosko-
pisch[?7134534] nachgewiesen werden konnten, ist relativ wenig iiber die Art der Ste-
reoinduktion bei der Verwendung anderer proteinogener Aminosiuren als Orga-
nokatalysatoren bekannt.[****! Im Vergleich zu Prolin (30), dessen stereochemisch
bestimmender Katalyseschritt die Ausbildung eines Zimmermann-Traxler-artigen
Ubergangszustand zwischen dem Enamin und der elektrophilen Carbonylkomponen-
te ist (siehe Kapitel 2.2.2, Schema 2.14),1*%! unterscheidet sich Histidin (88) in drei
Punkten: 1.) Die Enaminbildung erfolgt am primiren Stickstoff der Aminosiure,
wodurch die C,-N-Bindung frei drehbar bleibt, wihrend das Prolylanalogon geomet-
risch durch den starren Pyrrolidinring fixiert wird. 2.) Die von Histidin abgeleiteten
Enaminverbindungen besitzen eine N-H-Bindung, dessen Proton, konkurrierend
zum Wasserstoffatom der C-terminalen Saurefunktion, das entstehende Alkoxid ab-

[1073.) In Wasser liegt Histidin als zwitterionische, am

fangen bzw. stabilisieren kann.
Imidazolring protonierte Spezies vor. Die Ausbildung einer Wasserstoftbriicke vom

Imidazoliumring kann so potentiell das Enamin-Carbonyl-Intermediat stabilisieren.

Wihrend Punkt 2.) strittig bleibt — friihere Ergebnisse bzw. Berechnungen zeigten,
dass der Protonentransfer vom Stickstoff energetisch weitaus hoher liegt als der ana-
loge Ubertrag von der Siurefunktionalitit aus®®*) — ist der Einfluss der Seitenketten
primdrer Aminosiuren als Organokatalysatoren auf die Effizienz bzw. Selektivitit der
asymmetrischen Aldolreaktion schlecht untersucht (im Fall von Histidin Punkt 3.).
Lediglich bei der Verwendung von Tryptophan wurden von JIANG et al N-H---n-
Wechselwirkungen zwischen Enamin und dem Imidazolring der Seitenkette als Erkla-

rung fiir die beobachtete Stereoselektivitit postuliert.>*

Fiir Histidin konnten die Gruppen um HOUK und MAHRWALD mittels quantenme-
chanischer Berechnungen eine analoge Beteiligung des Stickstoftheterocyclus® an der
Stabilisierung des Enaminintermediates in der AAR feststellen. Fiir die Histidin-
katalysierte Reaktion zwischen Isobutanal (79) und verschiedenen Aldehydakzepto-
ren wurden vier Ubergangszustinde 95a-d identifiziert, die entweder die Wasserstoff-
briickenbindung iiber die Seitenkette (95a und 95b) oder den Siurerest abbilden
(95c und 95d, Abbildung 3.1).035"]

Unabhingig von verschiedenen Resten (R = CH,Cl, CH(OMe),, CO,Et, CH,SBn,
CH,/-Pr) ergibt sich als Ubergangszustand niedrigster Gibbs-Energie (AG*) hierbei
der Re-Seitenangriff des tiber den Imidazolring stabilisierten Enamins auf die Car-
bonylkomponente, welcher zur Ausbildung des experimentell gefundenen Uber-
schussenantiomers fithrt. Die Struktur nichsthéherer, relativer freier Energie (AAGY,
im Mittel +0.6 kcal/mol) ist durch den Si-Seitenangriff des iiber den C-Terminus der
Aminosdure per Wasserstoftbriickenbindung fixierten Enamins auf den Akzeptor
gegeben und fithrt zum empirisch bestimmten Unterschussenantiomer. Die in Abbil-
dung 3.1 als ,nicht begiinstigt’ bezeichneten Ubergangszustinde haben mit Werten
von AAG* = +1.0 bis +3.9 kcal/mol einen entsprechend geringen Anteil an der Wahr-
scheinlichkeitsverteilung. Die als ,begiinstigt® errechneten Strukturen folgen hierbei
Seebachs Regel zur Topologie des Ubergangszustandes von C-C-Bindungsbildungs-
reaktionen, nach der Zustinde niedriger Energie mit minimierten gauche-Wechsel-

wirkungen einhergehen.*52]
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Re- Si Si- Re-Seitenangriff
0 0 0 0
H-NWOQ H-N® o” HN Q HN S 0
\\/N‘H NH \\/N‘H NH \=N NH /H \=N NH H
i \ﬁ o\ﬁ an ¢ 3
X # x
H R
I I I I
0 06 ) 06
W N N
Me

H
g = Meg =
_g-N® Q -N®
H Meo H  NH R O--H \NH

89a 89b 89¢ 89d
begiinstigt nicht begiinstigt begiinstigt nicht begiinstigt

Abbildung 3.1. Ubergangszustinde der Histidin-katalysierten Aldolreaktion zwischen Isobutanal
(79) und einem Akzeptoraldehyd. Oben: Re- und SiSeitenangriffe niedrigster
Energie unter Beriicksichtigung einer Wasserstoffbriickenausbildung zwischen
Enamin und Imidazoliumring (95a und 95b) bzw. der Carbonsiure (95¢ und
95d). Unten: Newman-Projektionenen der Ubergangszustinde entlang der sich
bildenden C-C-Bindungachse. Rot eingezeichnet: Abstoflende gauche-Wechsel-
wirkungen.

Obwohl der stereochemische Ausgang der Histidin-katalysierten AAR mit den
durchgefiihrten, quantenmechanischen Berechnungen gut vorausgesagt werden kann
(Tabelle 3.1), lasst sich die Selektivitit der Reaktion nicht im erwarteten Maf} durch
gezielte Derivatisierungen am Organokatalysatorgeriist auf Basis der Ubergangs-

zustandsstrukturen verandern.!3s!]
o i L-Histidin (L-88) 0 OH
N g
%H H R H)%R
79 89 90

Tabelle 3.1. Berechnete und empirisch gefundene ee-Werte fiir die Histidin-katalysierte, gekreuz-
te Aldolreaktion zwischen Isobutanal (79) und verschiedenen Aldehyden.

Eintrag R ee (ber.)V [%] ee(gef.)” [%] Uberschussenantiomer
1 CH,CI 75 90 (R)
2 CO,Et 80 77 (R)
3 CH,i-Pr 54 56 (5)

a) Berechneter Enantiomereniiberschuss; b) empirisch gefunder Enantiomereniiberschuss.
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Erwartungsgemaf3 sollte die Veresterung des Carbonsiurerestes die Stabilisierung des
Enamins iiber den C-Terminus der Aminosiure unterbinden. Da der tiber den Hete-
rocyclus = stabilisierte, zum Unterschussenantiomer fithrende SiSeitenangriff
(Abbildung 3.1, Struktur 95b, nicht begiinstigt) energetisch weitaus héher liegt als
der entsprechende Re-Seitenangriff (Struktur 95a, begiinstigt),*s!) sollte die optische
Reinheit des Aldolproduktes bei der Verwendung eines Histidinesters im Vergleich

zur Histidin-Katalyse steigen (Schema 3.7).

o o 10 mol% 96a-e OH
+ OEt OEt
YLH HH Wasser H (R)
(o) 2d,RT Y
79 85 (R)-86
( O 7 ( O 7
HN NH, HN NH,
96a =1-88 96b
70% Ausbeute 11% Ausbeute
77% ee 48% ee
- J - J
'a Y ( 7 ( 7
(@] \ (@] (@]
LY o «NNOH «NMOH
\=N NH2 N NH2 HN NHBoc
96¢ 96d 96e
35% Ausbeute 21% Ausbeute keine Reaktion
37% ee 12% ee

Schema 3.7. Aldoladdition von Isobutanal (79) und Ethylglyoxylat (85) unter Verwendung von
L-Histidin (L-88) und seinen Derivaten 96b-e als Katalysatoren.

Es zeigt sich jedoch, dass sowohl Funktionalisierungen am Carbonsiurerest als auch
an der Seitenkette zu verschlechterten Selektivititen und Reaktivititen fithren, wo-
raus geschlossen werden kann, dass die als isoliert betrachteten Wechselwirkungen
aus Abbildung 3.1 zwar fiir qualitative Vorhersage des stereochemischen Ausgangs
der AAR ausreichen, den tatsichlichen Mechanismus der Reaktion aber nur teilweise
wiedergeben. Als Reaktionszentrum kann allerdings, wie erwartet, die priméire Amin-
funktionalitit bestitigt werden.

Festzuhalten bleibt jedoch in jedem Fall, dass sich bei der Verwendung des Orga-
nokatalysators Histidin a-verzweigte Aldolprodukte darstellen lassen, deren Synthese
mit ,klassischen Prolin(derivat)systemen nicht realisierbar ist. Mit kleinen, auch
verzweigten Akzeptoraldehyden lassen sich hierbei teilweise gute Selektivititen von
>90% ee (Schema 3.4), unter Verwendung chiraler Carbonylkomponenten sogar bis
98% ee (99% de) erzielen (Schema 3.5).1336351,353]
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3.2.2 Vitamine, Pantothensiure und Pantolacton

Vitamine sind kleine, organische Molekiile, die dem Organismus nicht als Energietra-
ger dienen, sondern fiir andere, lebenswichtige Funktionen benétigt werden. Sie kon-
nen vom Stoffwechsel jedoch nicht oder nicht in ausreichendem Mafle synthetisiert
werden und missen entsprechend als solche oder als Vorstufen mit der Nahrung

Il.[354

aufgenommen werden miisse 1Vitamine gehoren zu den essenziellen Stoffen und

sind hiufig Bausteine von Enzymen oder prosthetischen Gruppen.

Dass ein Mangel an diesen essenziellen Verbindungen einen gestorten Metabolismus
und die Beeintrichtigung vitaler Funktionen zur Folge hat, wurde 1906 von HOPKINS
(Abbildung 3.2, 1. v. 1.) derart ausgedriickt, dass ,kein Tier allein auf Basis einer Nah-
rung, die ausschlieflich aus reinem Eiweif3, Fett, Kohlenhydraten, Salz und Wasser
besteht, iiberleben kann.” - eine Erkenntnis, die die Suche nach sogenannten ,Wachs-

tumsfaktoren‘ anstief.35]

Abbildung 3.2. Pioniere der Vitaminforschung. Von links nach rechts: Frederick G. Hopkins,
Takaki Kanehiro, Christiaan Eijkman, Casimir Funk.*5¢!

Dass diese tatsichlich mit der Nahrung aufgenommen werden miissen wurde zwar
bereits 1885 vom japanischen Marinearzt KANEHIRO (Abbildung 3.2, 2. v. 1) be-
schrieben, als erste ,echte’ naturwissenschaftliche Untersuchung einer Vitaminman-
gelerscheinung aufgrund falscher Ernihrung werden jedoch EJKMANs (Abbildung
3.2, 3.v. 1) Beobachtungen zur bis dahin unerklirlichen Beri-Beri-Krankheit bewer-
tet. Dieser stellte 1897 fest, dass neben dem Personal und den Patienten eines Mili-
tarhospitals auch die gehaltenen Hithner der Einrichtung typische Symptome der im
Volksmund als Schafsgang bezeichneten Krankheit zeigten. Ihm fiel auf, dass die Tie-
re mit demselben Reis gefiittert wurden, den auch die Menschen zu essen bekamen.
Interessanterweise traten die Krankheitssymptome erst nach der Einfithrung europii-
scher Reisschalmaschinen auf. Wie bereits TAKAKI iiber zehn Jahre zuvor fithrte auch
EJKMAN den Ausbruch der Krankheit auf Mangelernihrung zuriick und konnte zei-
gen, dass das Beimengen der entfernten Silberhdutchen des Reis‘ bzw. die Zugabe von

Reiskleie zu geputztem, weilem Reis die Krankheit heilen konnte.*s”]

Die provokante Aussage EJJKMANSs, weifler Reis konne giftig sein, nahm der polnische
Biochemiker FUNK (Abbildung 3.2, 4. v. 1.) 1912 zum Anlass, sich intensiv mit der
Charakterisierung des ,Gegengiftes‘ zu beschiftigen. Noch im gleichen Jahr gelang
ihm die Isolierung einer bioaktiven Substanz aus Reiskleie, deren Gabe Patienten mit
Beri-Beri heilen konnte.
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Zwar wurde die Struktur des isolierten Thiamins (heutige Bezeichnung Vitamins B;,
Abbildung 3.3) erst 1936 aufgeklart,3***°! FUNK prigte allerdings aufgrund seiner
Erkenntnis, es handele sich bei der Verbindung um ein Amin, dessen Aufnahme fiir
den menschlichen Organismus lebensnotwendig sei, den Kunstbegriff des ,vita-
Amins“.3%) Er postulierte, dass sich Mangelkrankheiten durch Nahrungszusitze ent-
sprechender Mangelsubstanzen, die er Vitamine nannte, nicht nur behandeln, son-

dern auch vorbeugen lieen.**!)

Obwohl viele der heute bekannten Vitamine keine Aminfunktionalitit besitzen, hat
sich der Name dank FUNK etabliert — nicht zuletzt deswegen, weil in der Folge auch
andere Krankheiten als Ergebnisse von Mangelernihrung identifiziert und mit Vita-
minen behandelt werden konnten (Rachitis: Vitamin D, Pellagra: Vitamin
B;,363364) Skorbut: Vitamin C; Strukturen in Abbildung 3.3 gezeigt).[**>%% Bis 1941
wurden alle medizinisch als essenziell geltenden” 13 Vitamine identifiziert,'*”) struk-
turell aufgeklart und nach der 1916 von MCCOLLUM eingefiihrten Klassifizierung mit

Grofbuchstaben (A, B, C, D;%* spiter E und K)B®! eingeordnet.

© OH 0
NH, Cl 00,
® y OH = NH
NN — o ’
/lN/ g OH HO  OH N
Thiamin (Vitamin B, ) L-Ascorbinsiure (Vitamin C) Niacin (Vitamin B,)

o (@)
H
HOMNK‘)@O o
H OH

(R)-Pantothensiure (Vitamin B,) Cholecalciferol (Vitamin D)

Abbildung 3.3. Strukturen einiger Vitamine.

Zu den Vitaminen, die nach der klassischen Einordnung als Wachstumsfaktoren gel-
ten sowie der modernen Klassifizierung als Substanzen, welche unerlisslich fir die
Aufrechterhaltung der Vitalfunktionen des (menschlichen) Organismus‘ sind, ent-
sprechen gehort Vitamin Bs ((R)-Pantothensiure). Nach ersten Experimenten iiber
den Einfluss verschiedener, synthetischer Ndhrmedien auf die Proliferation von He-
fen beschrieb WILLIAMS die Existenz einer oder mehrerer bis dahin unbekannter, von
ihm noch nicht isolierter Substanzen, die in ihrer Wirkung dem ,beri-beri-preventing
vitamin“ (Vitamin B;) dhnlich seien.*’® 1931 schliefllich gelang ihm auf dieser Basis
die Entdeckung eines weiteren, wasserldslichen Vitamins der B-Gruppe.*”!) Die als
(R)-Pantothensiure identifizierte Substanz wurde rasch als der entscheidende
Wachstumsfaktor bei Hefen identifiziert®’>*?! — eine Eigenschaft, die die Verbindung
auch bei Untersuchungen anderer Organismen (Milchsdurebakterien, Hithner, Miu-
se, Ratten) zeigte.l37+37¢]

" Nach strengen Gesichtspunkten gilt dies nur fiir 11 der 13, da Vitamin D und Bs unter bestimmten Voraus-
setzungen vom Korper synthetisiert werden und damit auch als nicht-essenziell eingestuft werden kénnen.
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In Mangelerndhrungsstudien mit defizitiren Mengen an Vitamin Bs oder durch aus-
schliefliche Gabe des antagonistisch wirkenden (.5)-Enantiomers*” konnte in den
folgenden Jahren die Einbindung in den Sdugetiermetabolismus aufgeklirt werden.

ATP ADP

O (@) K/ (@) (@) CI)
R) - R) -P-0O"
A~ A _on . OJWNJ\?QO p-0
H H Ol O

Pantothenat-Kinase

OH
(R)-Pantothenat ((R)-77) (R)-4'-Phosphopantothenat ((R)-97)
ATP
Cystein
Phosphopantothenat-
Cystein-Ligase AMP
Pyrophosphat

Phosphopantothenoyl- HS

Cystein-Decarboxylase % O o
K (¢ N k/\N R Qfg -0
4 o H " on
2 (R)-4'-Phosphopantothenoyl-L-Cystein ((R)-98)
O o o Prostetische Gruppe des
. |
HS\/\NJ\/\N ®) O’“’O> :> Acyl-Carrier-Proteins (ACP)
H H A4 der Fettsiuresynthase (FAS)

4'-Phosphopantethein ((R)-99)

ATP
Pantetheinphosphat-
ADP Adenylyl-Transferase

'

HS JOKA i ®) o—g—o—g—o <A
\/\IIEII 1}\]1 6 I N™N
OH

Dephospho-CoA ((R)-100) OH OH

ATP
Dephospho-
CoA-Kinase

NH,
0 0 o O N >N
HS J o M@ o-p-o-p-0 <
\/\N N I I N N
H H OH o o o

Q OH
0-P-0
Coenzym A (CoA, (R)-101) O

Schema 3.8. Biosynthese von Coenzym-A (CoA, (R)-101).
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Neben Versuchen an Schweinen,**”’ Hunden und Kilbern'**!! zeigten auch Untersu-
chungen am Menschen' das eine Vitamin-Bs-Hypovitaminose zu Symptomen wie der
pathologischen Verinderung der Haut (Lisionen) und den Haaren, Miidigkeit,
Schlaflosigkeit, Depressionen, tauben oder schmerzenden Muskeln, Hormonstorun-
gen, allgemeinen Immunschwicheerscheinungen, Verwirrung, Muskelkraimpfen,
Apathie, Paristhesie, Andmie, Hypoglykidmie, Niereninsuffizienz oder hepatischer
Enzephalopathie fiihren kann.*3%) Wie das hauptsichlich wihrend des zweiten
Weltkriegs beobachtete, auf Vitamin-Bs-Mangel zuriickzufiihrende ,burning feet”-
Syndrom lassen sich die meisten der genannten Symptome auf einen gestorte
Coenzym-A-Haushalt zuriickfithren,***°!) fiir dessen Biosynthese der stereogene
Baustein (R)-Pantothensiure (bzw. das entsprechende Carboxylat (R)-77) essenziell
ist (Schema 3.8).5! Weiterhin lassen sich bei Vitamin-Bs-Mangel diverse Stérungen
des Gastrointestinaltraktes feststellen, die sich fiir gewShnlich in Magenschmerzen
und Ubelkeit sowie Appetitlosigkeit zeigen und mit einem gestérten Fett- und Koh-

386] Ursichlich ist hierbei die unzureichende Bio-

lenhydratstoffwechsel einhergehen.!
synthese von 4‘-Phosphopantethein ((R)-99), einem Intermediat der CoA-Synthese,
welches die prostetische Gruppe des Acyl-Carrier-Proteins (ACP) der Fettsiuresyn-
thase (FAS) bildet (Schema 3.8).5320321)

361] gamtliche

Zwar lassen sich, iibereinstimmend mit der FUNK’schen Feststellung,!
Krankheitsbilder dieser Hypovitaminose durch die ausreichende Aufnahme des Spu-
renstoffs Vitamin Bs sowohl erfolgreich behandeln als auch vorbeugen. In den Ernih-
rungswissenschaften wurde jedoch schon frith erkannt, dass eine angemessene Ver-
sorgung nur iiber die Laborsynthese des Wirkstoffes gewihrleistet werden konnte. In
der Folge wurden Darstellungsverfahren zur industriellen Produktion von (R)-Panto-
thensiure ((R)-77-H) entwickelt.*”! Groftechnisch wird das Vitamin heute iiber die
Kondensation von (R)-Pantolacton ((R)-80) mit Alanin oder seinen Derivaten her-

gestellt (Schema 3.9).[3263933%]

(o) Racemat- e} 0] o)
spaltun R Kondensation R H
no. L _waltng o wll xao o o
H On
rac-80 (R)-80 (R)-80-Na
intensive Tonentauscher
Trocknung
N NaOH o o o
x a (R OH
Sy M T A A on
2 NaO NH, H
OH 2
102 81-Na 78

Schema 3.9. Industrielle Synthese von Vitamin-Bs ((R)-77-H) bzw. seiner kommerziellen Form
Calciumpantothenat (78).

382 handelt es sich hierbei zumeist um medizinische

" Neben vereinzelten Studien mit freiwilligen Probanden!
Beobachtungen und Aufzeichnungen wihrend starker Hungerperioden bzw. unterernihrter Soldaten oder

Kriegsgefangener.[3**!
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Die Stabilitit von Vitamin Bs ist stark pH-abhingig und liegt zwischen vier und finf.
Sowohl im saureren als auch basischeren Medium wird (R)-Pantothensiure hydroly-
tisch zu (R)-Pantoinsiure” (oder seinen Salzen) und B-Alanin (81-H) gespalten.[***
Da auch seine monovalenten Salze stark hygroskopisch wirken hat sich als kommerzi-
elle Form das stabile Calciumsalz 78 etabliert.***) So wurde (R)-Calciumpantothe-
nat (78) im Jahr 2002 weltweit mit einem Volumen von iiber 9000 Tonnen und ei-
nem Marktwert von 200 Millionen Dollar hergestellt.>*”) Ende 2009 wurden bereits

398

globale Produktionszahlen von 13.000 Tonnen erreicht.l*®] Prognostizierte Wachs-

tumszahlen gehen von einer jihrlichen Produktionssteigerung von drei bis fiinf Pro-

zent aus.!?8!

Da ausschlieflich das (R)-Enantiomer biologische Aktivitit zeigt****!! und die Ste-
reoinformation iiber den Lactonbaustein 80 eingefiihrt wird, ist fiir die Wirksamkeit
des synthetischen hergestellten Wirkstoffes Vitamin-Bs einzig die (mdglichst selek-
tive) Darstellung von (R)-80 entscheidend.*?*) Das Lacton wird grofitechnisch zu-
nichst als Racemat rac-80 aus Isobutanal (79), Formaldehyd und Cyanidsalzen dar-
gestellt (Schema 3.10).[323:3263¢7]

O
O N )OL Mehrstufen-Eintopfprozess HO o
W)LH H™ H
79 rac-80

80-90% Gesamtausbeute

B, AT NaCN o ONa H.0 /H*
Ho X o ——
CN
83 84
3 HO\><?O :
| 83 \ |

Schema 3.10. Grofitechnische Synthese des racemischen Pantolactons (rac-80). Im gestrichelten
Kasten: Nebenreaktionspfad tiber die Disproportionierung des Aldolproduktes 83
im basischen Milieu.

Schlisselschritte der Sequenz sind hierbei die baseninduzierte Aldoladdition der bei-
den Aldehyde gefolgt von der Hydrocyanierung des Aldolproduktes 83. Unter stark
sauren Bedingungen wird das Cyanhydrin 84 anschlielend verseift. Die Cyclisierung
zum Lacton rac-80 erfolgt spontan, wobei Ausbeuten zwischen 80 und 90% fir die
Eintopf-Synthese beschrieben sind.[32>325]

" Im sauren Milieu eliminiert (R)-Pantoinsiure ((R)-82-H) rasch Wasser und cyclisiert zum (R)-Pantolacton
((R)-80), was formal der Riickreaktion der in Schema 3.9 gezeigten Syntheseroute darstellt.
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Obwohl sich diese Zahlen im Labormaf3stab reproduzieren lassen, gewinnen Neben-
reaktionen auf der verlingerten Zeitskala des analogen Industrieprozessen an Bedeu-
tung. So werden im technischen Mafistab eines 2000 mol Ansatzes Formaldehyd
allein acht Stunden fiir die Aldolreaktion, sechs Stunden fiir die Cyanidzugabe und

397] Neben der zum

zehn Stunden fiir die Hydrolyse des Cyanhydrins 84 benétigt.!
Diol 104 fithrenden Disproportionierung des Aldolproduktes 83 in einer Cannizzaro-
Reaktion!*?! werden auch das Dioxan 105 (gestrichelter Kasten in Schema 3.10)
sowie das Pantolactonderivat 106 (Schema 3.11) in signifikanten Mengen gefunden.
Zusammengenommen ergibt sich mit den in Schema 3.11 dargestellten Seitenreakti-
onspfaden der Edukte ein Nebenproduktanteil von > 10%, wodurch im grofien Maf3-

stab fiir rac-80 lediglich Ausbeute zwischen 73 und 78% realisiert werden konnen.”]

o) OH
S <Y
108 111
0
OH . OH
\T)LH HCN H o
NS
79 NN HZO S
lB' 109 112
0
OH O OH OH HO 5
B — e —
NS
W %N
107 110
106

Schema 3.11. Nebenreaktionspfade der Edukte bei der Pantolactonsynthese.

Obwohl die von Formaldehyd ausgehende Syntheseroute viele Nebenprodukte liefert
und auch aus 6kologischer sowie toxikologischer Sicht nicht unbedenklich ist — so
werden pro Kilo Produkt 0.26 kg Cyanid eingesetzt, wobei der leichte Uberschuss bei
der sauren Hydrolyse zur Bildung von hochgiftiger Blausdure fithrt — hat sich dieser
Weg wegen seiner geringen Prozesskosten und der guten Abtrennbarkeit der Neben-
produkte etabliert und stellt auch heute noch die Methode der Wahl dar.36”

Fir die Racematspaltung von rac-80 sind etliche Verfahren bekannt. Rein chemische
Zuginge zu (R)-80 machen sich die diastereomere Kristallisation mit chiralen Auxili-
aren wie (+)-3-Aminoethylpinan aus (-)-a-Pinen,!***] Dehydroabietylamin aus Pi-
nienharz,***%) (1R)-3-endo-Aminoborneol,*¥) D(-)-Galactamine,*” Cinchona-
alkaloiden'**®! oder Chinin zunutze,**”*?*] wobei ausschliellich letztere Methode bis

zur industriellen Reife weiterentwickelt wurde. 367409

Enzymatisch gelingt die Trennung der racemischen Pantolactons (rac-80) durch die

Lipase-katalysierte Veresterung des (.5)-Enantiomers!*'%!

oder die Acetylierung des
Lactons, kombiniert mit der nachgeschalteten, selektiven Hydrolyse des Lacton-
esters.[*1414] Mikrobielle Methoden basieren hingegen meist auf der stereoselektiven

Hydrolyse des Racemats rac-80 mit &7 oder R-selektiven Lactonasen (Schema
3.12).[416,418420}
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(8)-80

1 1.) Extraktion
| 2.) Lactonisierung

L-spezifische o

‘ O
3 Lactonase HOMON . HOR o
! H,0 a
! OH
i (5)-82-Na (R)-80
X 0
Chemische 50 - 53% Ausbeute
Racemisierung |----> HO ¢} 90-95% ee
AT
y
3 rac-80
! D-spezifische o
3 Lactonase HO,.(5 . HO (R)
| : ONa
1 H,0 :
; OH
: (85)-80 (R)-82-Na
3 45 - 48% Ausbeute
1 90 - 97% ee
‘ Extraktion Lactonisierung

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Hojé HO (R
(5)-80 (R)-80

Schema 3.12. Lactonase-katalysierte Racematspaltung von rac-80.

Die 1995 von SHIMIZU et al. isolierte, D-spezifische Pantolacton-Hydrolase (DPH)
aus Fusarium oxysporum wurde 1999 von Fuji/Daiichi Chemicals kommerzialisiert
und wird seitdem grofitechnisch als Calciumalginat-Immobilisat einge-
setzt.[329330421422] Dje heterogenisierte DPH zeigt hierbei auch nach 180 Reaktions-
cyclen noch 70% seiner Ausgangsaktivitit, was den enzymatischen Prozess im Ver-
gleich zu chemischen Methoden insbesondere unter 6kologischen Gesichtspunkten
iiberlegen macht (-49% Wasserverbrauch, -62% biochemischer Sauerstoftbedarf
(BOD),[*31-30% CO,-Ausstof).*!®]

In spiteren, unabhingigen Versuchsreihen konnten SHIMIZU et al fiir Fuji/Daiichi
Chemicals!*'$! und Kesseler et al. fiir BASF!*'7#4] die L-spezifische Pantolactonhydro-
lasen (LPH) aus Agrobacterium tumefaciens identifizieren. Wihrend beim Einsatz
der DPH zur Racematspaltung von rac-80 der Umweg iiber das aliphatische Natri-
umpantoat (82-Na) notwendig ist (Schema 3.12, unten), liefert LPH zwar direkt
(R)-Pantolacton ((R)-80, Schema 3.12, oben), ein hoher Enantiomereniiberschuss
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wird aber nur bei quasi-quantitativen Umsitzen des ungewollten Enantiomers er-
reicht.

(R)-Pantolacton ((R)-80) wird jedoch nicht nur als Baustein in der industriellen
Vitamin-Bs-Herstellung benétigt, sondern hat auch breite Anwendung in der chemi-
schen Synthese gefunden. So ist optisch reines (R)-80 ein weit verbreitetes, chirales
Auxiliar,[#?5%2] und zeigt inhibitorisches Potential bei Milchsiurebakterien und Mala-
ria.[#3*#4 Weiterhin dient es als entscheidende Vorstufe bei der Darstellung des Bak-
terizids und Provitamins (R)-Panthenol ((R)-113),!**5! dem nootropisch wirkenden
Antidepressivum Pantogam® ((R)-Homopantothensiure, (R)-114)4¢4%] oder von
(R)-Pantoyltaurin ((R)-115), das das Wachstum von Streptococcen, Pneumococcen,
Plasmodium relictum und bestimmten Stimmen Diphtherie auslésender Bakterien
hemmen kann[**#°! (Abbildung 3.4).

OH H OH H
N OH N OH
HO Xy HOW >
O O O
(R)-113 (R)-77-H
OH H O OH H o
N /7
HOWNMOH HO XY s
7 "OH
0 e) O
(R)-114 (R)-115

Abbildung 3.4. Von (R)-Pantolacton ((R)-80) abgeleitete, pharmakologisch aktive Wirkstoffe.

Aufgrund seiner groffen Anwendungsbreite ist die hohe Verfiigbarkeit von (R)-80
von entscheidender Bedeutung. So wurden neben der Racematspaltung von rac-80
verschiedene Konzepte zur direkten Synthese von (R)-80 entwickelt. Rein chemische
Zuginge, die auf industriell etablierten Bausteinen wie Isobutanal (79) oder seinem
Aldoladditionsprodukt mit Formaldehyd basieren (vergleiche hierzu Kapitel 3.1,
Schema 3.2), fiihren beispielsweise iiber die asymmetrische SHARPLESS Dihydroxylie-
rung!*!) oder Epoxidierung.*?! Erstere Methode konnte, obwohl fiir seine breite
Anwendbarkeit in der hochselektiven Darstellung vicinaler Diole bekannt,***] nicht in
zufriedenstellendem Mafle auf die Synthese von (R)-Pantolacton ((R)-80) iibertra-
gen werden (Schema 3.13).1444]

Die 1999 von UPADHYA et al. vorgestellte Reaktionsabfolge startet analog des grof3-
technischen Prozesses bei Isobutanal (79) und Formaldehyd und verliduft iiber das
aus einer anschlieflenden Wittig-Reaktion stammenden Intermediat 116. Zwar kann
(R)-80 durch eine anschlieBende SHARPLESS Dihydroxylierung gewonnen werden,
der Einsatz von Schwermetallverbindungen wie Osmiumtetroxid und Kalium-
hexacyanoferrat(III) sowie des kostenintensiven, chiralen Cokatalysators
(DHQD),PHAL macht den Prozess im Vergleich zur Industriereferenz (Synthese
racemischen Pantolactons (rac-80) und anschlieBende diastereomere Kristallisation
mit Chinin: 40 — 45% Gesamtausbeute, 99% ee) bei einer Gesamtausbeute von <5%
[444]

und 45% ee nicht konkurrenzfihig.
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(0]
X (R)
[e) (e} Mehrstufensynthese HO
+
W)LH H Tl Erzeugung der Stereinformation
durch Sharpless Dihydroxylierung (R)-80
79
<5% Gesamtausbeute
45% ee
K,CO, 0s0,, (DHQD),PHAL, K,CO, | ‘BuOH,
1.5h K,Fe(CN), MeSO,NH, Wasser,
16h
1.) CH,0CH,PPh,Cl

2.) KOBu
HO\></O HO\></%L
# 1.) DCM, Benzol, 12 h ZOMe

83 2.) Diethylether, 10 h 116
E/Z=2/3

Schema 3.13. Von Isobutanal (79) ausgehende Synthese von (R)-Pantolacton ((R)-80) mit Hilfe
der SHARPLESS Dihydroxylierung. (DHQD),PHAL = 1,4-Bis(9-O-dihydrochini-
dinyl)phthalazin.

RAO et al. veroffentlichte im gleichen Zeitraum eine Route zur Darstellung der Vita-
min-Bs-Vorstufe (R)-80 mit Hilfe der SHARPLESS Epoxidierung (Schema 3.14).14!

1.) Ph,P=CHCO,Et

2.) TBSCI DIBAL-H
Ho Mo eso. M
Z 1.) Benzol, 80°C ZCOEt -10°C

83 2.) Imidazol, DMF 117

TBSO\></\/OH

1.) (-)DIPT, BuOOH, Ti(O’Pr),, DCM, -20°C 118
2.) Ph,P, CCl,, 80°C

1.) Na

2.) TBSCI \>/
TBSO._Y,
TBSO\></\ 77
o

: 1.) Diethylether
OTBS

2.) Imidazol, DMF
120 119
98% ee
1.) Ph,P, O, o o
2.) NaClO,, NaH,PO,, H,0, TBSOM ot |HOR
" OH ——
1.) DCM, -78°C 5TBS
2.) MeCN, 0°C
121 (R)-80

11% Gesamtausbeute
96% ee

Schema 3.14. Synthese von (R)-Pantolacton ((R)-80) mit Hilfe der SHARPLESS Epoxidierung.
TBSCI = tert-Butyldimethylsilylchlorid, DIBAL-H = Diisobutylaluminiumhydrid,
(-)DIPT = (-)Diisopropyltartrat.
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Zwar lie sich die Enantiomerenreinheit des (R)-Pantolactons ((R)-80) in der Titan-
tetraisopropoxid-katalysierten Synthese im Vergleich zu UPADHYAs Ansatz auf
96% ee verbessern, die Synthese beinhaltete ausgehend von Isobutanal (79) aller-
dings elf Schritte und ist wegen seiner hohen Komplexitit und Abfallmenge wenig

praktikabel.

Beinahe zur gleichen Zeit fanden EFFENBERGER et al. (Degussa AG) einen alternati-
ven, biokatalytischen Zugang zu (R)-80. Analog zum etablierten Industrieprozess
verlduft die Synthese iiber ein Cyanhydrin, jedoch wird die Stereoinformation bereits
auf dieser Zwischenstufe durch eine Oxynitrilase-katalysierte Hydrocyanierung des
Aldolproduktes 122 eingefiihrt (Schema 3.15).[4¢]

(@]
(R)-selektive (®)
Oxynitrilase N H* HO e)
R Mo + HON r Mz
Diisopropyl- Y H,0
122 ether OH (R)-80
(R)-123 23 - 58% Gesamtausbeute
52-95% ee

Schema 3.15. Enzymatischer Zugang zu (R)-Pantolacton ((R)-80) unter Verwendung einer (R)-
selektiven Oxynitrilase. 122a/(R)-123a: R = OH; 122b/(R)-123b: R = OMe;
122¢/(R)-123¢c: R = OEt; 122d/(R)-123d: R = OCH,CH=CH,; 122¢/(R)-123e:
R = OBz 122f/(R)-123f R = Cl; 122g/(R)-123g: R = Br; 122h/(R)-123h:
R=0C(O)Me.

Die Biotransformation des Aldehyds 122a, welcher dem Aldolprodukt 83 der klassi-
schen Racematsynthese von rac-80 entspricht (siche Schema 3.2), zeigte jedoch mit
60% Ausbeute und 61% ee nur eine miflige substratspezifische Aktivitit und Selekti-
vitit bei der Synthese des entsprechenden Cyanhydrins 123a. Vielversprechender war
hier der Einsatz O-geschiitzter Aldehydderivate wie 122b oder 122f, die in wenigen
Stunden quantitativ und hochselektiv (96, respektive 92% ee) umgesetzt werden
konnten.**] Die optische Reinheit des Intermediates (R)-123 bleibt bei der an-
schlieBenden sauren Hydrolyse, gefolgt von spontaner Lactonisierung zu (R)-80, in
jedem Fall nahezu unverindert. Die Gesamtausbeuten liegen, je nach Substituent der
zuvor zu synthetisierenden Vorstufe 122, zwischen 23 und 58%.14*) Der iiber die
Monomethylierung von 2,2-Dimethyl-1,3-propandiol (124) und anschliefende Oxi-
dation zugingliche O-methylierte Aldehyd 122b (Schema 3.15, R = OMe) liefert
hierbei zwar mit einer Ausbeute von 58% und 95% ee vergleichbare Werte fiir (R)-80
wie die Industriereferenz, fiir seine Darstellung werden jedoch hochtoxisches Methyl-

iodid und Pyridiniumchlorochromat benétigt. [447-449]

Die bislang einzige bekannte Route zur Darstellung von (R)-Pantolacton ((R)-80),
die von dem industriell etablierten Grundstoffen Isobutanal (79) und Formaldehyd
ausgeht und keine dariiber hinaus gehenden toxischen Chemikalien benétigt, ist der
in den spiten 1980er Jahren von SHIMIZU et al. veroffentlichte, chemoenzymatische
Prozess unter Verwendung einer mikrobiellen Reduktion mit Rhodotorula minuta
Zellen als stereochemisch entscheidendem Reaktionsschritt (Schema 3.16).#5°!
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Chemoenzymatische

o Zwei-Stufen- O
O (e} Synthese HOR o
e
H H H
O
79 125 (R)-80
52% Gesamtausbeute
94% ee (Rohprodukt)
>99% ee (nach Umbkristallisation)
MeONa 0 Rhodotorula minuta Zellen
40°C Glucose
0 0
126

Schema 3.16. Chemoenzymatische Pantolactonsynthese nach SHIMIZU et al

Die Darstellung der Ketopantolactonzwischenstufe 126 wird in einem Eintopfverfah-
ren aus Isobutanal (79), Formaldehyd, Diethyloxalat (125) und Natriummethanolat
realisiert. Die Ausbeute des Intermediates 126 ist durch die Bildung verschiedener
Nebenprodukte und der notwendigen destillativen Aufreinigung des Dions auf 65%
begrenzt.**! Die anschlieBende mikrobielle Reduktion verliuft hochselektiv und
liefert gute Ausbeuten zwischen 82 und 90%, allerdings werden pro Gramm (R)-80

450] Dije Gesamtausbeute von 52%

1.5 g trockener Zellmasse zur Herstellung benétigt.!
bei 94% ee (99% nach Umkristallisation) ist mit der Industriereferenz vergleichbar.
Der Prozess ist jedoch, insbesondere im Vergleich mit den zuvor diskutierten Metho-
den, mit lediglich zwei Stufen (plus zwei Aufarbeitungsschritten) wesentlich kiirzer
und kostengiinstiger. Ein Upscaling tiber den Grammmaf3stab wurde bislang, vermut-
lich insbesondere wegen des grofien Bedarfs mikrobiellen Zellmaterials, nicht unter-

nommen.
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3.3  Ergebnisse und Diskussion

3.3.1 Synthese der Referenzverbindungen und Etablierung der
Analytik

Um den Gesamtprozess der (R)-Pantolactonherstellung auf jeder Reaktionsstufe
quantitativ erfassen zu konnen, miissen zunichst simtliche Referenzverbindungen
bzw. Intermediate dargestellt werden (Kurzschema in Schema 3.17, vollstindige Syn-
theseroute in Kapitel 3.1).

Chemoenzymatische

Zwei-Stufen-Synthese (R)
(@) HO
W)L + H)Hf ~

79 85 (R)-80
(zﬁo @\ ©
\O OH
(R)-86 (R)-87

Schema 3.17. Kurzschema der geplanten ( R)-Pantolactonsyntheseroute.

Die Synthese des racemischen Aldolproduktes rac-86 gelingt hierbei analog wie in der
Literatur beschrieben*! im Multi-Gramm-Maf3stab. Nach destillativer Aufreinigung
lassen sich neben dem Aldehyd rac-86 keinerlei Fremdsignale detektieren (Abbildung
3.5, oben). Die Uberfithrung der Verbindung in seinen korrespondierenden, pri-
maren Alkohol rac-87 lasst sich chemisch zwar durch die Reduktion mit Natrium-
borhydrid realisieren, die Spezies ist jedoch instabil und cyclisiert spontan zum Pan-
tolacton rac-80. Das Lacton selbst ist kommerziell erhiltlich und wird in einer Rein-
heit von >99% zur Etablierung der analytischen Methoden eingesetzt (Abbildung 3.5,
unten).

Eine Umsatzanalytik der Gesamtsynthese lasst sich nachfolgend auf Basis zur Verfii-
gung stehenden Verbindungen rac-86 und (R)-80 mit Hilfe einer Gaschromatogra-
phie-Kalibriergeraden etablieren. Hierzu werden Stammldsungen der beiden Stoffe
im Massenkonzentrationsbereich zwischen 0.5 und 5.0 mg/mL hergestellt und diese
in Mehrfachbestimmung vermessen um abweichende, geritebedingte Fehlwerte ni-
vellieren zu konnen. Zur Erstellung der Kalibriergeraden werden die berechneten
Flichenintegrale der stoffspezifischen Signale mit den eingestellten Massenkonzen-
trationen korreliert. Aus den einzelnen gemittelten Messwerten wird anschliefend
softwaregesteuert eine Regressionsgerade erstellt (Abbildung 3.6), welche in die
Messmethode implementiert wird. Bei Folgemessungen unbekannter Massenkonzen-
trationen werden diese auf Basis der detektierten Flichenintegrale berechnet.
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HO O/\
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rac-86
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Abbildung 3.5. 'H-NMR-Spektren des Aldolproduktes rac-86 (oben) sowie von (R)-Pantolacton
((R)-80, unten). * = Solvenssignal.

Cone.
50| o)
HO
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\
(e]
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rac-86
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Conc
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F =10.9938555
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Abbildung 3.6. GC-Kalibriergeraden fiir rac-86 (oben) und (R)-80 (unten).
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Der Retentionszeitunterschied der Analyten liegt bei Testmessungen mit >0.6 min
und Basislinientrennung bei einer Gesamtmessdauer von nur drei Minuten hierbei
sehr hoch (Abbildung 3.7). Da sowohl das Aldolprodukt rac-86 als auch das Lacton
(R)-80 nebeneinander nachweisbar sind, kann die Absolutbestimmung beider Ver-
bindungen sowohl fiir die Aldoladdition als auch die nachfolgenden Biotransformati-
on mit derselben Methode realisiert werden.

(@] (e}
0 -
S H(?R) o HO,, N~
Solvenssignal
40 - N
\ (R) 80 \ 8?
— 30 J - rac-
2
<
S 20
9
£ 10 -
0 J
-10 . . . . . )
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Retentionszeit [min |

Abbildung 3.7. Exemplarisches Gaschromatogramm einer Reaktionsmischung (achirale Rxi-Sms
Saule von Restek®; isotherme Messung bei 140°C; t. (80)= 1.7 min, t. (86)=
2.4 min).

Die Validitit der Messergebnisse kann anschliefend durch die Praparation von Mi-
schungen willkiirlicher Massenkonzentrationen erfolgen (Tabelle 3.2). Im Schnitt
zeigen sich hierbei lediglich Abweichungen von einem Prozent, die Maximalabwei-
chung liegt mit drei Prozent niedrig.

Tabelle 3.2. Validierungsmessungen zur Uberpriifung der Kalibriergeraden.

(R)-80 (Einwaage) (R)-80 (gemessen) rac-86 (Einwaage) rac-86 (gemessen)

[mg/mL] [mg/mL] [mg/mL] [mg/mL]
3.00 3.00 3.00 3.02
4.00 4.01 4.00 4.08
5.00 5.02 5.00 5.05
1.59 1.57 1.41 1.47
1.59 1.57 1.41 1.43
1.59 1.56 1.41 1.44
1.59 1.58 1.41 1.43
447 4.48 2.48 243
4.47 4.48 2.48 2.40
447 447 2.48 242

4.47 4.47 2.48 245
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Der Geritefehler lasst sich durch wiederholte Analysen derselben Probe abschitzen
und erbringt ebenfalls einen Wert von maximal drei Prozent, weshalb diese Methode
zur Umsatzbestimmung als robust angesehen werden darf. Die auf Basis der per GC
erhaltenen Massenkonzentrationen riickgerechneten Umsitze werden gerundet in
ganzen Prozenten angegeben.

Die Enantiomerentrennung des Pantolactons erfolgt per chiraler Gaschromatogra-
phie. Zur Etablierung wird zunichst kommerziell erhiltliches, racemisches Panto-
lacton (rac-80) vermessen. Anschlieflend werden durch Mischung mit (R)-80 defi-
nierte Enantiomerenreinheiten des Analyten simuliert (Abbildung 3.8). Bei konstant
gehaltenen Konzentrationen kénnen so die Enantiomere den jeweiligen Signalen

zugeordnet werden.
10 - Flichenintegrale des Racemats rac-80 ee-Wert Simulation ((R)-80)
9
8
7 ber. (gem.) [%
= 6 ——95.0(95.5)
53 —80.0(823)
oyl
O 3 ——60.0 (64.1)
I
——33.0 (40.0)
2
1
0
160 165 170 175 180 185 160 165 170 175 180 18.5
Retentionszeit [min ] Retentionszeit [min]

Abbildung 3.8. Enantiomerentrennung racemischen Pantolactons (rac-80) mittels chiraler Gas-
chromatographie (links) und ee-Wert Simulation fiir (R)-80 (rechts). ber. = be-
rechnet, gem. = gemessen. Die Messungen werden auf einer Rt-pDEXm Siule von
Restek® bei folgendem Temperaturschema durchgefiihrt: 10 min bei 80°C, Heiz-
rate: 10°C/min bis auf 120°C, 10 min bei 120°C halten. Als Retentionszeiten erge-
ben sich: t, = 17.9 min ((5)-80), 18.2 min ((R)-80).

Zwar kann das Racemat nicht vollstindig basisliniengetrennt detektiert werden,
wodurch Abweichungen in der ee-Wert Bestimmung auftreten konnen. Der Fehler
wird jedoch bei hoheren Enantiomereniiberschiissen fiir (R)-80 immer kleiner
(Abbildung 3.8, rechts). Bei der angestrebten Mindestenantiomerenreinheit von 95%
(siehe Kapitel 3.1) betrigt die Abweichung lediglich 0.5%.

Die Auftrennung des racemischen Aldolproduktes rac-86 gelingt mittels chiraler
HPLC in einem Flichenintegralverhiltnis von ($)-86 zu (R)-86 von 49 zu Sl
(Abbildung 3.9). Die Zuweisung der Signale erfolgt anschlieflend durch kreuzweises
Aufstocken der Analyselésung mit (R)- bzw. (8)-angereichertem Aldehyd 86.

Alle in den folgenden Kapiteln beschriebenen ee-Werte werden auf halbe Prozente
gerundet angegeben.
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Abbildung 3.9. HPLC-Chromatogramm racemischen Aldolproduktes rac-86. Messbedingungen:
Chiralpak® OD-H Siule, temperiert auf 20°C; Laufmittel CO,:Hexan:Isopropanol
90:9:1 (V:V), flow 1.0 mL/min; Detektion bei 212 nm. Als Retentionszeiten erge-
ben sich: t,= 8.9 min ((S)-86), 9.7 min ((R)-86).
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3.3.2 Organokatalytische Synthese des Aldolproduktes

3.3.2.1 Katalysatorscreening und der Einfluss von Wasser auf die
organokatalytische Aldolreaktion

Gemifl des Schemas aus Kapitel 3.1 (Schema 3.3) zur Darstellung optisch reinen
(R)-Pantolactons ((R)-80) aus dem industriell gut etablierten Baustein Isobutanal
(79) besteht die erste Herausforderung der Syntheseroute in der méglichst effizien-
ten und selektiven Darstellung des Aldoladditionsproduktes (R)-86.

Im Gegensatz zu der in Kapitel 2.3.2.22.1 vorgestellten Synthese des B-Hydroxy-
ketons (R)-12 ist eine analoge Versuchsfithrung zur Darstellung von (R)-86 unter
Verwendung des Organokatalysators ($,$)-27 aufgrund der Beschaffenheit der Eduk-
te nicht moglich. Wihrend enolisierbare, a-unverzweigte Aldehyde in Prolin-
(derivat)-katalysierten Aldolreaktionen sowohl als En-, also Donor-, als auch als Car-
bonyl-, also Akzeptorkomponente reagieren konnen, agieren a-verzweigte Aldehyde
wegen des erhdhten sterischen Anspruchs ausschlielich als Akzeptor.**! Erklart
werden kann dieses empirische Ergebnis durch die thermodynamische Destabilisie-
rung des entsprechenden Prolin(derivat)-Enaminintermediates bei der Verwendung

#1 Die Ausbildung des quaterniren, stereogenen Zentrums

verzweigter Aldehyde.!
des Aldolproduktes (R)-86 kann bei der Verwendung nicht-enolisierbaren Glyoxyl-
sdureethylesters 85 und a-verzweigtem Isobutanal (79) folglich nicht durch die in
dieser Arbeit bereits etablierten Methoden auf Basis der Prolinamid-katalysierten
asymmetrische Aldolreaktion (AAR) gelingen. Entsprechend liefern Negativtests mit

L-Prolin (30) oder (5;5)-27 einen Umsatz von 0% (Tabelle 3.3, Eintrag 1 und 2).

Um den Rahmenbedingungen der effizienten und gleichzeitig 6konomischen Pro-
zessplanung zur Synthese des Aldehydintermediates (R)-86 gerecht zu werden, be-
schrinkt sich ein einleitendes Katalysatorscreening auf die Verwendung enantiome-
renreiner, gut zuginglicher und dadurch kostengiinstiger Verbindungen aus dem
chiralen Pool.*2#3) Im Besonderen haben sich hier bei dhnlichen Eduktsystemen

bereits verschiedene Aminosiuren als potente Organokatalysatoren bewihrt. 926454

Analog der Screeningvorschriften von JIANG zur aminosiurenkatalysierten AAR zwi-
schen Nitrobenzaldehyd und Cyclohexanon werden im Folgenden proteinogene
Aminosiuren auf ihre Katalyseeffizienz beziiglich der Umsetzung von Isobutanal (73)
mit Ethylglyoxylat 85 evaluiert (Tabelle 3.3).2*4%) Im Gegensatz zur Literaturvor-
schrift werden die Substrate jedoch dquimolar eingesetzt.

Unter den L-konfigurierten Aminosduren befinden sich lediglich vier, die nach
24 Stunden einen Umsatz >10% liefern, wobei ausschliefllich Histidin zum
(R)-konfigurierten Aldehyd (R)-86 fiihrt. Die hohe Chemoselektivitit und Aktivitit
Histidins bei der Katalyse asymmetrischer Aldolreaktionen zwischen elektronenar-
men und -reichen Aldehyden wurde bereits in der Gruppe um MAHRWALD beschrie-
ben und 2009 fiir die Synthese von (R)-86 publiziert (siche auch Kapitel 3.2.1, Sche-
ma 3.4).[353,456]
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o Q 10 mol-% Katalysator HO._* i
H 20 Aq. Wasser
o RT,24h %
79 85 86
S mmol S mmol

Tabelle 3.3. Aminosiurescreening zur Darstellung des Aldehyds 86.

Eintrag Katalysator®) Umsatz [%]”  ee (86) [%]
1 Prolin 0 n.b.
2 (859)-27 0 n. b.
3 Histidin 25 37 (R)
4 Arginin 8 n.b.
S Tryptophan 2 n. b.
6 Serin 0 n.b.
7 Asparaginsiure 0 n.b.
8 Phenylalanin 9 n.b.
9 Isoleucin 6 n.b.
10 Leucin 22 11(9)
11 Valin 17 35(9)
12 Methionin 18 12 ()
13 Cystein 7 n.b.
14 Threonin 4 n.b.
15 Lysin 4 n.b.
16 Tyrosin 1 n.b.

a) Alle verwendeten Aminosiuren sind L-konfiguriert; b) Produktbezogener Um-
satz bezogen auf die Bildung von 86; n. b. = nicht bestimmt.

Allerdings wurden im Gegensatz zur Vorgehensweise nach JIANG bei gleichen Edukt-
verhiltnissen weniger Aquivalente (5.55) Wasser fiir die Umsetzung benutzt sowie
die Reaktionszeit auf vier Tage verlingert, wodurch sich sowohl Umsatz (60%) als
auch Enantiomereniiberschuss (65%) des Produktes (R)-86 erhohen lieffen. In wel-
chem Ausmaf sich die einzelnen, im System nach MAHRWALD verdnderten, Parame-
ter auf die Darstellung von (R)-86 auswirken, lisst sich in isolierten Optimierungsver-
suchen evaluieren.

Obwohl Prolin kein Enaminintermediat mit Isobutanal (79) ausbilden kann, lassen
sich aufgrund des gleichen Katalysemechanismus’ fiir Prolin erhaltene Ergebnisse auf
die hier vorliegende Problemstellung iibertragen. Sowohl Prolin (30) als auch Histi-
din (88) aktivieren Donorcarbonylverbindungen iiber die Ausbildung des entspre-

Chenden Enamins [269,271,336,344-346,457]
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Unabhingig von der Art der Stabilisierung des Ubergangszustandes (vergleiche Kapi-
tel 2.2.2, Schema 2.14 und Kapitel 3.2.1, Abbildung 3.1) sind die geschwindigkeitsbe-
stimmenden Schritte die Ausbildung und Disaggregation dieses Intermediates.26>2%!
Beide Gleichgewichte lassen sich protonengesteuert verschieben (siehe hierzu auch
Kapitel 2.3.2.3, Schema 2.35),72272287] ywobei Losungsmittel, welche Protonentrans-
fers fordern, einen beschleunigenden Effekt auf die Umsatzrate der AAR ausiiben
sollten.'"®) Entsprechend wurde Wasser im Zusammenhang mit Aminosiure-
katalysierten, gekreuzten Aldoladditionen als wirksames (Co)Solvens identifi-
ziert.[113:119347.348455458459) Allen genannten Publikationen ist gemein, dass die Anwe-
senheit von Wasser sich zwar im Vergleich zum wasserfreien, rein organischen Sol-
venssystem beschleunigend auf die Reaktionsdynamik auswirkt, groflere Mengen
jedoch einen gegenteiligen Effekt bewirken. Die jeweils empirisch bestimmte, optima-
le Wassermenge hingt hierbei von den verwendeten Edukten (siehe Vermerk zum
yhydrophoben Effekt“ in Kapitel 2.3.2.3) sowie der Lslichkeit des Aminosiurekata-
lysators ab. So ist L-Prolin mit 1500 g/L’ gut,[‘m] L-Histidin mit 38 g/L schlecht was-
serloslich.*?)  Werden, wie in den literaturbekannten Referenzreaktio-

(113-119,347.458459] it Wasser nicht mischbare Substrate in Wasser-Solvens-

nen,
Gemischen umgesetzt, fithren hohe Wasseranteile bei Prolin entsprechend zur Pha-
senseparierung zwischen Katalysator und Edukten, wahrend Histidin durch Ausfillen

entzogen wird.

Um eine hohe Prozessékonomie zu gewihrleisten, wird zur Darstellung des Aldol-
produktes (R)-86 neben Isobutyraldehyd (79) technischer Glyoxylsiureethylester
(85) in Toluol (50 Gew.-%) verwendet. Im wasserfreien System kann aufgrund der
nahezu vollstindigen Unléslichkeit des Katalysators in dem rein organischen Milieu
ein faktisch inertes Verhalten des Histidins detektiert werden (Abbildung 3.10).

0 0 7
10 mol-% L-His HO
gt o OJ\WH ) o
Toluol N
0 1.85 bis 55 Aq. Wasser 0

79 85 RT,24h (R)-86
10 mmol 10 mmol

B Umsatz [%] Dee [%]
60 -

S0 -
40 -
30
20 -
10 -

0.00 1.85 2.75 5.50 11.00 20.00 27.50 412§ 5S5.00

Wasser/Ethylglyoxylat Aquivalente (n/1)

Abbildung 3.10. Darstellung von (R)-86 unter verinderten Wassermengen. Auf der x-Achse sind
dabei die Stoffmengeniquivalente (n) Wasser pro mol Ethylglyoxylat in n/1 an-
gegeben. n=0 entspricht einer wasserfreien Reaktionsfithrung.

" Das Sicherheitsdatenblatt von Sigma Aldrich gibt einen Wert von 115 g/L an.[460]
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Der Zusatz weniger Aquivalente Wasser hingegen fiihrt zu einem sprunghaften An-
stieg sowohl des Umsatzes als auch der optischen Reinheit des Aldolproduktes. Bei
zunehmenden Wasseranteilen sinkt der Umsatz kontinuierlich, wobei die Selektivitat
beinahe unbeeinflusst bleibt. Erklaren lasst sich dies durch die Zusammensetzung des
Reaktionsgemisches. Wihrend Isobutanal (79) eine nur eine mifige Wasserléslich-
keit von 75 g/L aufweist,**! liegt diese fiir Ethylglyoxylat 85 bei 394 g/L.l**" Im
wasserarmen Medium werden so, dhnlich wie in Kapitel 2.3.2.2 fiir die AAR zwischen
3-Chlorbenzaldehyd und Aceton beschrieben, in der Emulsion Kompartimente ho-
her Edukt- und Katalysatorkonzentration erzeugt. Im wasserreichen Medium 16sen
sich der Glyoxylsaureethyester 85 sowie L-Histidin in Wasser, wihrend Isobutanal
(79) hauptsichlich in der organischen Phase verbleibt. Einerseits wirkt so die Phasen-
trennung der Edukte, andererseits die zunehmend niedrigere Konzentration der Stof-
fe in der wissrigen Phase bei Erh6hung des Wasseranteils geschwindigkeitsvermin-

dernd.

Im Vergleich der von MAHRWALD beschriebenen Lésungsmittelzusammensetzung
(5.5 Aquivalente Wasser) mit dem umsatzstirksten Screeningergebnis aus Abbildung
3.10 (1.85 Aquivalente Wasser) zeigen sich kleinere Unterschiede in der Reaktions-
kinetik (Abbildung 3.11). Innerhalb von 24 Stunden iiberschreitet der erzielte Um-
satz im wasserarmeren System die 50% Marke, wihrend dies im wasserreicheren Lo-
sungsmittelgemisch erst nach 48 Stunden der Fall ist. Im Allgemeinen verlauft die
AAR im wasserarmen Milieu zwar schneller, jedoch mit geringfiigig verringerter Se-
lektivitat. Bei weiter verlingerten Reaktionszeiten nivellieren sich die ee-Werte in
beiden Solvenssystemen auf 50+2%.

0 0 0
10 mol-% L-Hi
+ /\OHH TR H?R) 0™
H 1.85 oder 5.5 Aq. Wasser N
0 RT, 0.5 bis 360 h O
79 85 (R)-86
10 mmol 10 mmol
70 - 1.85 Aquivalente Wasser 70 - S.5 Aguivalente Wasser
60 - ~/"_‘ 60 - /.——0
S0+ 50 -
40 - 40 -
30 30 -
20 - 20

10 i —— Umsatz [%] ee [%] 10 * —— Umsatz [%] ee [%]
0 - r r r r r r 0 - r r r r r r
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 144

Reaktionszeit [h] Reaktionszeit [h]

Abbildung 3.11. Vergleich der Rektionskinetik im wasserdrmeren (links) und -reicheren (rechts)
Losungsmittelsystem.

" Die Berechnung mittels Advanced Chemistry Development ACD/Labs Software v11.02 liefert einen Wert
von 112 g/L.143]
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Auffillig ist jedoch in beiden Fillen, dass die optische Reinheit des Aldolproduktes
(R)-86 im Verlauf der Reaktionsdauer zunimmt, bis sich ein Endwert eingestellt hat.
Aus vorherigen Arbeiten zur AAR mit Prolinderivatkatalysatoren ist bekannt, dass die
Selektivitit der asymmetrischen Aldolreaktion unter diesen Bedingungen keine
intrinsische zeitliche Abhingigkeit aufweist.["%4%*) Gleichwohl ist von RULLI die Ab-
nahme der Enantiomerenreinheit des Aldolproduktes unter thermodynamischen
Reaktionsbedingungen mit der Zeit beschrieben, die auf die Racemisierung des f-

Hydroxyketons zuriickzufiihren ist.!%¢]

Um die anfingliche Racemisierung des Aldolproduktes (R)-86 oder den Entzug eines
Enantiomeres durch Weiterreaktion mit Histidin auszuschlieflen, werden kreuzweise
Kontrollexperimente durchgefithrt. Unter den Reaktionsbedingungen des Bench-
markversuches werden sowohl der enantiomerenangereicherte Aldehyd (R)-86 mit
racemischem Histidin, als auch der racemische Aldehyd rac-86 mit L-Histidin ver-
setzt. In beiden Fillen kann nach 24 Stunden keine Anderung des ee-Wertes detek-
tiert werden.

O 10 mol-% rac-His (0]
HO HO
(R) O/\ 1.85 Aq. Wasser O/\
N RT,24h A
0 ’ 0
10 mol-% L-His
(R)-86 rac-86
0.57 mmol 0.57 mmol

Schema 3.18. Untersuchungen zur Retroaldolreaktion mit (R)-86 und racemischem Histidin bzw.
rac-86 und L-Histidin.

Eine Erklirung fiir die beobachtete Zeitabhingigkeit der Parameter Umsatz und Se-
lektivitit mag in der Struktur des Histidins an sich sowie dem zweiphasigen Reakti-
onsgemisch liegen. Da der isoelektrische Punkt von Histidin im neutralen pH-Bereich
liegt, ist es die einzige proteinogene Aminsosiure, die unter physiologischen Bedin-

466

gungen sowohl als Protonendonor als auch —akzeptor fungieren kann.[**®! So kann

einerseits als Nebenreaktion zur AAR die unselektive, durch Histidin als Base kataly-

(288290] Apdererseits ist die Ausbildung von

sierte Aldolreaktion angenommen werden.
Histidinaggregaten denkbar, die eine veranderte Reaktivitit und Selektivitit im Ver-
gleich zum Monomer aufweisen, wie sie bereits fiir prolinkatalysierte Systeme postu-

liert wurden.

Wihrend PIHKO die zeitabhingige Zunahme des ee-Wertes des Aldolproduktes bei
der Reaktion zwischen Aceton und p-Trifluormethylbenzaldehyd in Wasser bei An-
wesenheit bestimmter Basen auf ein vorgelagertes Aktivierungsgleichgewicht zurtick-
fiihrte,['®) postulierten BLACKMOND und Mitarbeiter die Ausbildung eines Pro-

[467) Durch dieses konnten sich die Katalysatoreigenschaf-

dukt/Katalysatoraggegrates.
ten durch die Ausbildung von Wasserstoftbriicken zwischen Produkt und Katalysator
verindern. Weiterhin wurde in diesen Arbeiten das gednderte Losungsverhalten die-

ser Aggregate diskutiert.
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Da in verschiedenen, heterogenen Solvensgemischen nicht-lineare Effekte beziiglich
des ee-Wertes beobachtet werden konnten, wurde davon ausgegangen, dass zeitab-
hingig konzentriertere Edukt/Katalysatorphasen entstehen konnen, diese jedoch
strukturbedingt unterschiedlich gut solvatisiert werden konnen. Durch komparative
Solvensstudien konnte nachfolgend gezeigt werden, dass die Nicht-linearitit des Ef-
fektes nur bei bestimmten Losungsmitteln auftritt.*****! Die Hypothesen der Grup-
pe um BLACKMOND konnten 2012 von DUANGDEE teilweise durch den Nachweis

eines parasitiren Substrat/Katalysatoradduktes bestitigt werden.[*”"]

Welche der beschriebenen bzw. postulierten Nebenreaktions-, Solvatations- oder
Aggregationsgleichgewichte im vorliegenden, ebenfalls zweiphasigen Gemisch aus
Ethylglyoxylat 85, Isobutanal (79) und L-Histidin in Wasser/Toluol fiir die zeitab-
hingige Verinderlichkeit des ee-Wertes verantwortlich sind, steht allerdings nicht im
zentralen Interesse dieser Arbeit.
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3.3.2.2 Optimierung einzelner Reaktionsparameter

Obwohl sich im wasserirmeren Losungsmittelgemisch (1.85 Aquivalente Wasser)
durch lingere Reaktionszeiten hohere Umsitze erzielen lassen (vergleiche Kapitel
3.3.2.1, Abbildung 3.11) steht eine méglichst hohe Prozesseffizienz im Fokus dieser
Arbeit. Daher wird als Referenzsystem fiir die folgenden, sukzessiven Optimierungs-
versuche die AAR mit einer Reaktionszeit von 24 Stunden gewihlt.

Zwar ist in der Literatur die groffe Substratbreite der Histidin-katalysierten AAR be-
schrieben, jedoch fehlen gingige Versuche zur Abschitzung des Einflusses einzelner
Reaktionsparameter auf die Gleichgewichtslage und Selektivitit der Reaktion.[3534¢]
Im Allgemeinen sollte sich ein Absenken der Temperatur positiv auf die optische
Reinheit des Aldolproduktes auswirken, wie Literaturbeispiele bei der Verwendung
primirer und sekundirer Aminkatalysatoren zeigen.!®'2%270272%7] Gleichzeitig be-
steht meist ein nicht-linearer, aber kontinuierlicher Trend zu héheren Umsitzen bei
héheren Temperaturen. Im vorliegenden System zur Synthese von (R)-86 wird ein
Selektivitatsmaximum bei 10°C detektiert, wahrend die Umsatzrate iber den erfass-

ten Temperaturbereich nahezu linear ansteigt (Abbildung 3.12).

0 0 7
10 mol-% L-His HO
H + /\OHH o O/\
5 Toluol N
o

1.85 Aq. ‘Wasser

79 85 O-SOOC, 24 h (R)-86
10 mmol 10 mmol
70 -

o /
50

40 /
30

20 + —4— Umsatz [%]
10 4 ee [%]
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Temperatur [°C]
Abbildung 3.12. Darstellung von (R)-86 bei verschiedenen Reaktionstemperaturen.

Ein weiteres Absenken der Reaktionstemperatur auf unter 0°C lisst sich wegen des
Ausfallens von Histidin nicht mit den in Abbildung 3.12 gezeigten Werten verglei-
chen und ist hier deshalb nicht dargestellt. Die Existenz eines optimalen Temperatur-
bereiches mag ein weiteres Indiz fiir die oben erwihnten Katalysatoraggregate sein,
die sich temperatur-, und damit aktivierungsenergieabhingig, bilden bzw. unter-
schiedliche Morphologien oder Konformationen einnehmen koénnen. Im Rahmen
dieser Arbeit wird sich jedoch im Hinblick auf die Gestaltung des Gesamtprozesses
auf phinomenologische Untersuchungen beschrinkt und keine weiterfilhrenden
Versuche zum Nachweis dieser Aggregate durchgefiihrt.
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Um die von Aminkatalysatoren bekannte, unselektive Basenkatalyse zum racemi-
schen Aldolprodukt rac-86,2%%*! welche bei der Verwendung von Histidin aufgrund
der Seitenkettenbasizitit eine besondere Rolle zukommt (sieche Kapitel 3.3.2.1),4¢¢!
zu unterdriicken, wurde von PIHKO vorgeschlagen, das Reaktionsgemisch zu puf-
fern.''®) Entsprechende Versuche unter Ersatz des Wasseranteils im Benchmark-

system durch Puffer sind in Abbildung 3.13 gezeigt.

o o i
10 mol-% L-His H
H + /\O)J\H/ H O(R) O/\
S Toluol N
1.85 Aq. Puffer (100 mM) (¢}
85 RT,24h

79

10 mmol 10 mmol

(R)-86

@ Umsatz [%] Oee [%]
70 -

60 -
S0 -
40 -
30
20
10 -

2.0 4.5 6.2 7.0 8.0 8.5 12.0 n.g.
pH

Abbildung 3.13. Darstellung des Aldehyds (R)-86 im gepufferten Reaktionsgemisch (n. g. = un-
gepuffert).

Ein dquimolarer Einsatz des Puffers im Bezug auf Histidin ldsst sich im vorliegenden
Benchmarksystem dabei nicht realisieren, da hoher konzentrierte Pufferlosungen als
100 mM zum Ausfallen des Histidins fithren. Beim Einsatz groflerer Mengen 100 mM
Puffers wird hingegen das Verhiltnis Wasser/Katalysator verandert, welches ebenfalls
einen Einfluss auf die Reaktionskinetik besitzt. Die untersuchten Puffersysteme kon-
nen so hochstens eine Tendenz aufzeigen.

Im Vergleich zum ungepufferten Referenzsystem (Abbildung 3.13, Eintrag ,n. g.)
werden im sauren Milieu (pH 2.0) bei gleicher Selektivitit ein hoherer Umsatz, im
Bereich um pH 7+1 bei gleichem Umsatz hohere ee-Werte detektiert. Die Nicht-
Linearitit der Messergebnisse ist hierbei auf die komplexe Struktur des Aminosiure-
katalysators zuriickzufithren. Die Protolysegleichgewichte von Histidin sind im Ver-
gleich zu anderen proteinogenen Aminosauren kleinschrittiger verschiebbar, zudem

liegt der isoleketrische Punkt im neutralen pH-Bereich.[*¢]

Wie von LAM und SCHEFFLER gezeigt wurde sind sowohl der Imidazolring, als auch
der C- und N-Terminus in den Katalysemchanismus integriert.**%*5!J So fithren Deri-
vatisierungen an jedem der drei Strukturelemente zu geringeren Umsitzen und einer
verschlechterten Selektivitit der AAR, jedoch mit unterschiedlichen Betrigen (siehe
hierzu auch Kapitel 3.2.1).
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Obwohl alle in diesem Kapitel dargestellten, produktorientierten Syntheseschemata
eindirektionale Reaktionspfeile zeigen, handelt es sich immer um Gleichgewichts-
reaktionen, wobei die Einzelparameteroptimierungen die jeweilige Lage des Gleich-
gewichtes verschieben. Das Einstellen dieser Homoostase lisst sich durch Langzeit-
versuche zeigen (vergleiche den asymptotischen Verlauf der Umsatzkurve in Abbil-
dung 3.11). Eine Verschiebung des Gleichgewichts ist nach dem LE CHATELIER-
BRAUNschen Prinzip des kleinsten Zwanges allerdings ebenso durch eine verinderte
Eduktstochiometrie moglich.*’!! Entsprechende Versuche unter Erhéhung der Do-
noraldehydmenge sind in Tabelle 3.4 gezeigt.

o o i
10 mol-% L-His HO
H RN
T /\OH ®) O
5 Toluol N
1.85 Aq. Wasser ]

79 85 RT,24h (R)-86
1-S Aq. 10 mmol

Tabelle 3.4. Verinderung der Eduktstochiometrie bei der Synthese von (R)-86.

Eintrag Agq. Isobutanal (79) Umsatz %]V ee ((R)-86) [%]

1 1 S3 56
2 2 62 65
3 3 64 66
4 4 65 67
S S 68 67

a) Produktbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung von ( R)-86, ermittelt per GC-Kalibriergeraden.

Durch die Verdopplung der Isobutanaldquivalente ldsst sich nicht nur, wie erwartet,
der Umsatz der AAR erhéhen sondern auch die Selektivitit positiv beeinflussen, was
wiederum ein Indiz fiir die Existenz eines zu dem von DUANGDEE et al beschriebenen

470) Aus dkonomischen Griinden

analogen Substrat/Katalysatoradduktes sein mag.[
werden fiir die im folgenden Kapitel durchgefithrten Versuche zwei Aquivalente
Isobutyraldehyd (79) verwendet, obwohl mit drei bis fiinf Aquivalenten noch mini-

male Umsatzsteigerungen erreicht werden.
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3.3.2.3 Einfluss von Additiven

Obwohl sich die Katalysemechanismen von Histidin und Prolin(derivaten) in der
Stabilisierung des Ubergangszustandes unterscheiden, verlaufen beide iiber die Aus-
bildung von Enaminen.[20271:33634-346457] Wie in Kapitel 2.2.2 bzw. 3.3.2.1 beschrie-
ben, lassen sich sowohl die Enaminbildung als auch —disaggregation nach Anlagerung
der Akzeptorkomponente beschleunigen, wenn ein protisches (Co)Solvens wie Was-
ser fiir die AAR verwendet wird.[''2%2%] Im vorliegenden Benchmarksystem ist die
Zugabe von Wasser jedoch wegen der unterschiedlichen Loslichkeiten der Kompo-
nenten und der hieraus resultierenden Kompartimentierung limitiert.

Um sowohl den geschwindigkeitsbeschleunigenden Effekt von Wasser auszunutzen
als auch das Reaktionsgemisch zu homogenisieren und der Phasentrennung entge-
genzuwirken, konnen Alkohole als Additive von Nutzen sein. Diese wirken als Pha-
senvermittler und konnen den intramolekularen Protonentransfer des Enamininter-
mediates unterstiitzen. Als Alkohol bietet sich im Hinblick auf die Kombination mit
der enzymatischen Reduktion des Aldehyds (R)-86 unter substratgekoppelten Co-
faktorregenerierung Isopropanol an, da dieses mit dem zweiten Schritt des Gesamt-
prozesses vollstindig kompatibel wire (siehe Kapitel 3.1).

Interessanterweise zeigt sich sowohl ein Umsatz- als auch Selektivititsmaximum,
wenn der Alkohol und Wasser nahezu dquimolar eingesetzt werden (Abbildung

3.14).

10 mol-% L-His

o O i
10 mol-% Essigsiure HO
FN
+ N H O
W)LH O)J\g — > \
o

2-Propanol/Wasser

79 85 RT, 18 h (R)-86
2Aq. 2.5M
80 -
60 -
40 -
20 -
0 ; ; ; ; ; ;
2.1 1.6 1.3 12 1.0 0.7 0.6

IPA/Wasser (n/n) B Umsatz [%] Dee[%]
Abbildung 3.14. Synthese von ( R)-86 mit 2-Propanol als Additiv.

In den Randbereichen des untersuchten Alkohol/Wasser Spektrums konnen Umsit-
ze von 50% (2-Propanol/Wasser 2.1) und 58% (2-Propanol/Wasser 0.6) detektiert
werden, die signifikant unterhalb des optimalen Bereichs von 2-Propanol/Wasser
(1.0-1.3) liegen.
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Die hier erhaltenen Umsitze von 73 bis 75% lassen auf einen synergetischen Effekt
der beiden Losungsmittel im Vergleich zu ihren analogen wasserreicheren oder
—armeren Solvensgemischen schliefen.

Die ee-Werte im optimalen Solvensbereich liegen mit 71% leicht iiber dem fiir die
Isopropanol-freie Umsetzung erhaltenen Wert von 65%. Gesetz dem Fall, dass dieser
Effekt auf die beschleunigte Protonierung durch Zugabe des phasenvermittelnden
Alkohols zuriickzufiihren ist, kann angenommen werden, dass hierdurch eine unse-
lektive Basenkatalyse als Nebenreaktion unterdriickt oder verlangsamt wird bzw. sich
das gewiinschte Enamingleichgewicht rascher einstellt. Analoge mechanistische Be-
grindungen und Versuche konnten in dieser Arbeit bereits fiir die Verwendung des
Katalysators (5;5)-27 gezeigt werden (siehe Kapitel 2.3.2.2 und 2.3.2.3). Ob sich die
Erkenntnisse der Prolinamid-katalysierten AAR auf die Verwendung von Histidin
tibertragen lassen, lasst sich durch die Zugabe von Additiven zum Reaktionsgemisch
verifizieren (Tabelle 3.5).

10 mol-% L-His (0]

(@) 9] .. o
10 mol% Saureadditiv HO
g ot /\OHH A 0T
Toluol
(@) \

2-Propanol/Wasser O
79 85 (1/1;n/n) (R)-86
2 Aq. 2.5M RT,24h

Tabelle 3.5. Cokatalysatorscreening zur Darstellung des Aldehyds ( R)-80.

Eintrag Cokatalysator pK. Umsatz [%]Y  ee ((R)-86) [%]
1 - - 73 71
2 DBN 0.90 (pKs) 35 43
3 NaAc 9.25 (pKs) 34 57
4 KAc 9.25 (pKs) 38 59
S Sc(OTf); 4.96 32 23
6 TFA 0.26 65 65
7 Salicylsidure 2.75 74 72
8 Ameisensidure 3.77 84 67
9 L-Milchséure 3.87 86 71
10 Benzoesiure 4.17 89 75
11 m-Toluylsdure 4.28 85 75
12 Zimtsaure 4.44 83 75
13 Essigsaure 4.76 78 75
14 Pivalinsiure 5.02 85 75
15 Laurinsdure S5.78 82 72
16 Harnsaure 5.82 74 74

a) Produktbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung von ( R)-86, ermittelt per GC-Kalibriergeraden.
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Obwohl fir Basenadditive in anderen Aminosdure-katalysierten Aldolreaktionen

72473 verlangsamen diese die

bereits Umsatzratensteigerungen berichtet wurden,!
AAR im Vergleich zum Histidin-katalysierten Referenzsystem (vergleiche Tabelle
3.5, Eintrige 1 bis 4). In allen Fillen sinkt hierbei auch die Selektivitit der Reaktion,
wobei besonders im Fall von DBN davon ausgegangen werden kann, dass die Base
selbst zu einem gewissen Anteil die unselektive Nebenreaktion zum racemischen
Produkt rac-86 katalysiert. Auch der von BARBAS!'2°?”*! und PENHOAT!’# beschrie-
bene umsatzsteigernde Effekt durch die Zugabe von Lewis-Sauren wie Scandiumtrif-
lat ldsst sich nicht auf das vorliegende System iibertragen (vergleiche Eintrag 1 und
5). Im Zusammenhang mit Prolin(derivat)-katalysierten Aldolreaktionen findet sich
in der Literatur haufig die Aktivierung der Carbonylkomponenten durch

115,116,118,120,123-125,127,272,275-277,281,282,284,291,296,475 ] Auch belm Einsatz von

Brenstedsauren.!
Histidin als Organokatalysator konnen mit Additiven mittlerer Sdurestirke Umsatz-
steigerungen um bis zu 26% erreicht werden (Eintrag 10), wobei sich der ee-Wert von
(R)-86 im pK.-Bereich zwischen vier und fiinf im Vergleich zum Benchmarkversuch

auf 75% verbessern lasst (Eintrige 10 bis 14).

Obwohl die Beschleunigung der Aldolreaktion durch die vorgelagerte Protonierung
des Aminosiurekatalysators im Fall von Prolin mechanistisch begriindet wur-
del?70267268344] ynd die entsprechenden Zwischenstufen analytisch nachgewiesen wer-
den konnten,?”"?”*) kann der Effekt nicht allein durch die Siurestirke eines Additives
erklart werden. So wird in der Literatur diskutiert, ob bei dhnlichen Siaurekonstanten
die korrespondierenden Basen der verwendeten Brenstedsiuren einen sterischen

[287

Effekt auf die Reaktion ausiiben konnen.*”! Ebenso wird in Betracht gezogen, dass

sich die funktionellen Gruppen der Additive stabilisierend bzw. destabilisierend auf

das Enaminintermediat auswirken.2”%

Am vorliegenden System lassen sich diese Postulate beispielhaft erkennen. Obwohl
die Siurestirken der langkettigen, aliphatischen Laurin- (Eintrag 15) und der aroma-
tischen Harnséure (Eintrag 16) faktisch identisch sind, werden dennoch verschiedene
Umsitze von 82, respektive 74% bei der Synthese von (R)-86 detektiert, was auf die
strukturellen Unterschiede zwischen den beiden Additiven zuriickgefithrt werden
kann. Ebenso erweist sich die sterisch anspruchsvolle Pivalinsdure (85% Umsatz,
Eintrag 14) im Vergleich zur unverzweigten Essigsiure (78% Umsatz, Eintrag 13)
trotz nur minimaler Abweichungen im pK.-Wert als effektiverer Cokatalysator. Die
elektronischen Eigenschaften der Substituenten eines Benzoesiurederivates ver-
gleichbarer Saurestirke zeigen hingegen, anders als von GRYKO et al fiir die Prolin-
thioamid-katalysierte AAR von Aceton und p-Nitrobenzaldehyd gezeigt, im vorlie-
genden System nur einen geringen Unterschied in ihren Cokatalysatoreigenschaften
(Eintrag 10 und 11).027

Obwohl der Einsatz von Brenstedsduren mittlerer Stirke im Solvensgemisch aus Iso-
propanol und Wasser nach 24 Stunden (R)-86 mit einem Umsatz von annihernd
90% bei 75% ee liefert, bleibt abschlieflend zu kliren, ob die verinderte Gleichge-
wichtslage der AAR sowie die verbesserte Selektivitit allein durch das Sdureadditiv
hervorgerufen wird. Der Effekt des organischen Cosolvens’ lasst sich hierbei durch
komparative Solvensstudien evaluieren (Abbildung 3.15).
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o o 10 mol-% L-His (¢}
10 mol% Essigsaure HO
H o /\OJ\,(H . R
S Toluol \

Solvens/Wasser O

79 8s (1/1;n/n) (R)-86

2 Aq. 2.5M RT,24h
100 - BUmsatz [%] Dee[%]

Abbildung 3.15. Cosolvensscreening zur Darstellung des Aldehyds (R)-86. * = Reaktion bei 7°C.

Die in der Literatur fiir Prolin(derivat)- oder Pyrrolidin-katalysierte Aldolreaktionen
hiufig benutzten (Co)Solventien DMSO und DMF liefern im Vergleich zum Isopro-
panolreferenzsystem sowohl wesentlich schlechtere Umsitze als auch Selektivita-
ten, [8993115:116125268272.273474] Obwohl all diese Gemische homogen sind und immer das
gleiche Siureadditiv benutzt wird, lassen die Ergebnisse darauf schlieffen, dass ein
polar protisches Cosolvens im Vergleich zu polar aprotischen Losungsmitteln syner-
getisch zur Histidin-katalysierten AAR beitragt. Bestitigt wird diese Vermutung
durch vergleichenden Einsatz verschiedener Alkoholhomologe. Hierbei liefern alle
Alkohole bessere Ergebnisse als DMSO und DMF, wobei sich kiirzerkettige Alkohole
als 2-Propanol bei gleichbleibend hoher Selektivitit umsatzsteigernd auswirken. Ihre
hoheren Homologen fithren hingegen zu geringeren Umsitzen und ergeben das Al-
dolprodukt (R)-86 in geringerer optischer Reinheit. Werden héherwertige Alkohole
als Cosolventien verwendet (vergleiche Ethanol und Ethylenglycol (MEG) bzw. Iso-
propanol und Glycerin), zeigt sich eine leicht positive Deviation im Umsatz, wobei
der ee-Wert des Aldehyds (R)-86 leicht sinkt.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION | 123

3.3.2.4 Synthese von (R)-86 unter Verwendung optimierter Reak-
tionsbedingungen

Zusammenfassend setzt sich das optimierte Reaktionsgemisch fiir die organokatalyti-
sche Synthese von (R)-86 bezogen auf den Akzeptor Ethylglyoxylat 85 aus zwei
Aquivalenten des Donors Isobutanal (79) sowie jeweils 10 mol% L-Histidin und ei-
nem Bronstedsiurecokatalysators im pK.-Bereich zwischen vier und finf in einem
dquimolaren Alkohol/Wasser-Solvenssystem zusammen. Der verwendete Alkohol ist
hierbei monovalent und besitzt eine Kettenlinge kleiner drei (Schema 3.19).

10 mol-% L-His

(@]
o % 10 mol-% Saure (4< pK.< 5) o A~
ot /\OHH @\ ©
5 Toluol N
Alkohol (1< C < 3)/Wasser 0
79 85 (1/1;n/n) (R)-86
2 Aq. 10 mmol 10°C, 24h 95% Umsatz
2.5M 90% Ausbeute
79% ee

Schema 3.19. Optimierte Reaktionsbedingungen zur Darstellung des Aldehyds ( R)-86.

Die hochste Enantiomerenreinheit des Aldolproduktes wird bei 10°C erzielt. Bei die-
ser Temperatur kann beim Einsatz von Methanol und Benzoesdure ein Umsatz von
95% bei 79% ee erhalten werden. Ein analoger Versuch mit Isopropanol und Essig-
sdure liefert (R)-86 mit jeweils 79% Umsatz und ee. Die isolierte Ausbeute nach Des-

tillation liegt in beiden Fillen um 5% niedriger als die erzielten Umsitze.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die Effizienz der Synthese des Aldolpro-
duktes (R)-86 durch schrittweise Optimierung im Vergleich zum Literaturbench-
mark (60% Ausbeute, 65% ee, 4 d Reaktionszeit)3**#¢] signifikant erhéht werden
konnte.
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3.3.3 Biokatalytische Darstellung von (R)-Pantolacton

Gemif des Schemas aus Kapitel 3.1 (Schema 3.3) zur Darstellung optisch reinen
(R)-Pantolactons ((R)-80) aus dem industriell gut etablierten Baustein Isobutanal
(79) besteht die zweite Herausforderung der Syntheseroute in der biokatalytischen
Reduktion des Aldoladditionsproduktes (R)-86. Hierbei miissen gleichzeitig mehrere
Kriterien erfiillt werden, um mit dem rein chemischen Industrieprozess konkurrieren
zu kénnen: Die Reduktion muss sowohl 1.) effektiv als auch 2.) hochselektiv verlau-
fen. Des Weiteren soll 3.) die Umsetzung des Aldehyds (R)-86 biokatalytisch gelin-
gen. Alle drei Charakteristika konnen von Alkoholdehydrogenasen erfiillt werden,
wobei verbunden mit Kriterium 3.) als weitere Herausforderung 4.) die Kopplung mit
einer in situ Cofaktorregenerierung auftritt.

3.3.3.1 Auswahl des Biokatalysators und Optimierung einzelner
Reaktionsparameter

Die erste Aufgabe im Zusammenhang mit der Biotransformation des Aldolproduktes
(R)-86 zum (R)-Pantolacton ((R)-80) besteht in der Auswahl einer adiquaten ADH,
welche alle oben genannten Kriterien erfiillt. So muss gewihrleistet sein, dass das
nicht natiirliche Substrat (R)-86 nicht nur akzeptiert wird, sondern méglichst noch
eine hohe (R)-Selektivitit erreicht werden kann, um die optische Reinheit des Lac-
tons im Vergleich zum Aldolprodukt (R)-86 weiter zu erhéhen. Gleichzeitig sollte die
ADH neben der Reduktion zum Lacton auch die substratgekoppelte Regenerierung
des Cofaktors durch die Oxidation des Cosubstrates effektiv katalysieren. Hohe Um-
satzraten werden also nur erhalten, wenn die verwendete ADH in reduktiver Rich-
tung eine starke Priferenz fiir das Substrat (R)-86 aufweist, die spezifische Aktivitit in
oxidativer Richtung jedoch nur fiir das Cosubstrat Isopropanol hoch ist.

Einleitende Versuche mit aufgereinigtem, racemischem Substrat zeigen, dass der
Aldehyd (R)-86 nur schlecht von der Lk-ADH akzeptiert wird (Tabelle 3.6, Eintrag
1), wohingegen sowohl die Rsp-ADH als auch die ADH-200 signifikante Umsatzra-
ten und Selektivititen aufweisen (vergleiche Eintrag 2 und 3). Eine analoge Darstel-
lung ausgehend vom enantiomerenangereicherten Edukt identifiziert die ADH-200
unter den gewihlten Reaktionsbedingungen im Vergleich zur Rsp-ADH als um den
Faktor zwei aktiver (vergleiche Eintrag 4 und §).

Die Selektivitit der ADH-200 lisst sich im Folgenden durch den vergleichenden Ein-
satz von racemischem, ($)- und (R)-konfiguriertem Substrat 86 quantifizieren
(Tabelle 3.7).1476477) Im Allgemeinen erfolgt die kinetische Betrachtung einer enzyma-
tischen Racematspaltung nach dem von SIHI®) auf der theoretischen Basis von
SHARPLESS*7?! und FAjaANS!**] etablierten, dimensionslosen E-Wert, welcher dem in
der Chemokatalyse verbreitetem Stereoselektivititsfaktor S mathematisch
gleicht.[**14%3] Bej der Kenntnis der Reaktionsparameter Umsatz (c) sowie der ee-
Werte des Substrates (ees) und des Produktes (eep) kann die spezifische, iiber den
Reaktionsverlauf gleichbleibende und nur von der Reaktionsumgebung abhingige
Selektivitit bestimmt werden.
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200 U/mmol ADH,
4 mL Puffer (pH 7, 100 mM), O 0
24h,RT HO A\~  H" |HO

\ (R) EtOH (R)
0 OH
(R)-87 (R)-80

86
NAD(P)H 2 mol% NAD(P)*
0 oder 76% ee nicht isoliert,
1 mmol lactonisiert spontan
O OH
/U\ ADH /‘\
1 mL

als Cosubstrat verwendet

Tabelle 3.6. Screening der Alkoholdehydrogenasen.

Eintrag ee (86) [%] ADH Umsatz [%]Y  ee ((R)-80) [%]”
1 0 Lactobacillus kefir <$S n.b.
2 0 Rhodococcus sp. 36 36
3 0 ADH-200 S1 40
4 76 Rhodococcus sp. 35 90
S 76 ADH-200 70 90

a) Produktbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung von ( R)-80, ermittelt per GC-Kalibriergeraden;
b) nach siulenchromatographischer Aufreinigung, n. b. = nicht bestimmt.

(@) 100 U/mmol ADH-200, O
HO 2 mol% NAD*
O/\ mol7 HO o
A 4 mL Puffer (pH 7, 100 mM),
0o 1 mL 2-Propanol,
86 24h,RT 80
1 mmol

Tabelle 3.7.Untersuchungen der Enzymselektivitit bei Verwendung der ADH-200.

Eintrag ee (86) [%] Umsatz [%]”  Stoffmengenverlust [%]  ee (80) [%]"

1 74 (8) 18 36 40 (S)
2 0 (rac) 27 44 54 (R)
3 78 (R) 49 44 93 (R)

a) Produktbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung von (R)-80, ermittelt per GC-Kalibriergeraden;
b) nach sdulenchromatographischer Aufreinigung.

Durch Umsetzungen von (R)-86, (rac)-86 und (.5)-86 kann die (R)-Selektivitit der
verwendeten ADH-200 gezeigt werden. So werden nach 24 Stunden Reaktionszeit in
jedem Fall (R)-angereicherte Produkte 80 gefunden.
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Auftillig ist jedoch in allen Versuchen, dass die Summe aus verbleibender Stoffmenge
des Substrates und der des Produktes unter 50% der eingesetzten Gesamtstoffmenge
liegt. Unabhingig von der Konfiguration des Substrates vermindert sich die Gesamt-
stoffmenge im Reaktionsgemisch um 40+4%. Da weder NMR-spektroskopisch noch
mit Hilfe der Gaschromatographie Nebenreaktionsprodukte detektiert werden kon-
nen, kann angenommen werden, dass entweder das Produkt oder das Edukt im gege-
benen Reaktionssystem instabil sind. Da hierdurch die Bestimmung der Selektivitit
auf Basis des nicht valide bestimmbaren Umsatzes unzulissig ist, erfolgt die Abschit-
zung des E-Wertes aufgrund der umsatzunabhingigen Gleichung (3), in welche aus-
schlieflich die relativen Werte der Enantiomerenreinheiten von Substrat und Pro-
dukt einflieRen.[*5

1-
[ 224 In [eep(l eeg)
— eepteeg [484]
E= In eep(1+eeg) (3)
1+Zg§ [ eep+eeg
(eep

Fiir die Umsetzung des racemischen Substrates rac-86 ergibt sich bei einem Enanti-
omereniiberschuss von 65% fiir das verbleibende Aldolprodukt ein E-Wert von 6. Der
hohe Fehler in der Umsatzbestimmung lisst sich nachfolgend auch rechnerisch nach-
vollziehen, wenn E = 6 in Gleichung (2) eingesetzt wird.!**!

E = In[1-c—c-eep] (4)[485]

- In[1-c+c-eep]

Nach Umformung ergibt sich so auf Basis des ee-Wertes fiir das Reduktionsprodukt
ein Umsatz (c) von 55%, welcher nahezu um den Faktor zwei grofer ist als der detek-
tierte Wert von 27% (Tabelle 3.7, Eintrag 2).

Um abzuschitzen, welche der beiden Komponenten im Reaktionsgemisch instabil ist,
werden nachfolgend Stabilititstests durchgefiihrt. Unter Reaktionsbedingungen ana-
log zu Tabelle 3.7 zeigen weder rac-80 noch (R)-80 nach 24 Stunden einen Stoff-
mengenverlust oder eine Abweichung im ee-Wert. Ausgeschlossen werden kénnen
hierdurch auch die Racemisierung oder Offnung des cyclischen Esters 80 durch
Hydrolyse. Wird jedoch in einer analogen Versuchsanordnung bei Abwesenheit des
Cofaktors NAD* ein dquimolares Gemisch aus Substrat (R)-86 und Pantolacton
(R)-80 vorgelegt, wird nach 24 Stunden ein Gesamtstoffmengenverlust von 20%
detektiert, wobei die Stoffmenge an Lacton um 30% steigt (Tabelle 3.8, Eintrag 1).
Zum einen lisst sich hieraus schlieffen, dass in der Enzymformulierung bereits geringe
Mengen an Cofaktor enthalten sein miissen, die bei Anwesenheit des Cosubstrates 2-
Propanol analog Tabelle 3.6 in situ das Reduktionsiquivalent NADH erzeugen und
die Umsetzung des Aldolproduktes erméglichen. Zum anderen liegt die Riickgewin-
nung des Eduktes nach der Extraktion des Substanzgemisches lediglich bei 30%. Um
auszuschlieffen, dass das die Umsetzung iibersteigende Stoffmengendefizit des Alde-
hyds (R)-86 durch die extraktive Aufarbeitung bedingt ist, wird diese fiir einen simu-
lierten Umsatz von 50% mit einem 1/1 Gemisch der beiden Verbindungen durchge-
fihrt. Die Aufarbeitung analog Kapitel 6.3.2.1.2 erbringt allerdings in beiden Fillen
keine Hinweise eines Massenverlustes, weshalb die Instabilitit des Substrates (R)-86
im Reaktionsmilieu der Biotransformation indiziert scheint.
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O O
HO A~ 100 U/mmol ADH-200* HO
O O
®) N (R)
N 1 mL 2-Propanol,
(o) 4 mL Puffer (pH 7, 100 mM)
(R)-86 24h,RT, 450 rpm (R)-80
0.5 mmol . ) 0.5 mmol
78 % ce = optionale Zugabe 99 % ce

Tabelle 3.8. Untersuchungen zur Substratstabilitit.

Eintrag Enzym 2- n(80)Y n(86)Y An(80) An(86) I Verlust
Propanol [mmol] [mmol] [mmol] [mmol] (n)[%]
1 v v 0.65 0.15 +0.15 -0.35 20
2 v X 0.54 0.36 +0.04 -0.14 10
3 X v 0.50 0.36 + 0.00 -0.14 14

a) Per GC-Kalibriergeraden bestimmte Stoffmenge nach 24 h Reaktionszeit.

Um zu differenzieren, ob der beobachtete Stoffmengenverlust enzym- oder 16sungs-
mittelspezifisch ist, werden nachfolgend komparative Untersuchungen in Abwesen-
heit des Cosolvens® (Tabelle 3.8, Eintrag 2) bzw. der ADH (Eintrag 3) durchgefiihrt.
Wihrend die Generierung des Pantolactons (R)-80 im ersten Fall wegen der fehlen-
den Cofaktorregenerierung durch die in der Enzymformulierung enthaltene NADH-
Menge limitiert ist, wird bei Abwesenheit der ADH kein Umsatz detektiert. Die Wie-
derfindung von (R)-80 liegt hierbei mit 0.5 mmol bei 100%. Fiir (R)-86 wird jedoch
in beiden Fillen eine Stoffmengendifferenz von 0.14 mmol bzw. 28% gefunden,
wodurch der Substanzverlust fiir das Substrat bei einer Reaktionsdauer von 24 Stun-
den unter Einbezug der Messungenauigkeiten mit 20 bis 30% bemessen werden kann.
Wie bereits beschrieben lassen sich weder der Zerfallspfad noch die —produkte spekt-
roskopisch oder spektrometrisch genauer untersuchen. Angenommen werden kann,
dass die gebildeten Fragmente niedermolekular und hoch flichtig sind und somit
nicht im Rohproduktgemisch nachgewiesen werden konnen.

Da sich die Substratinstabilitit auf das verwendete Losungsmittelgemisch zuriickfiih-
ren lasst, wird zuniachst untersucht, ob eine Verlangsamung des Abbaus durch eine
geidnderte Losungsmittelzusammensetzung erreicht werden kann. Ein erh6hter orga-
nischer Anteil konnte hierbei in zweierlei Hinsicht vorteilhaft sein. Zum einen wiirde
so ein hydrolytisch bedingter Zerfall zuriickgedringt, zum anderen fithrt die Erho-
hung der Isopropanolkonzentration gemaf3 Tabelle 3.6 zur produktseitigen Gleich-
gewichtsverschiebung. Entsprechend fithrt die Umsetzung im 25 Vol-% Isopropanol-
gemisch (Tabelle 3.9, Eintrag 2) im Vergleich zum 20 Vol-% Benchmark (Eintrag 1)
zu einer Umsatzverbesserung von 20%, wobei der Gesamtstoffmengenverlust um
beinahe den gleichen Prozentsatz sinkt.
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100 U/mmol ADH-200, (6]
HO A~ 2 mol% NAD* HO
@\ © ®\ 9
A 2.5-4 mL Puffer (pH 7, 100 mM),
9] 1-2.5 mL 2-Propanol,

(R)-86 24h,RT (R)-80
78% ee

1 mmol

Tabelle 3.9. Darstellung von (R)-80 bei verinderter Isopropanolkonzentration.

2-Propanol/Puffer =~ Umsatz Stoffmengenverlust  ee ((R)-80)

bintrag V/V] [9%]9 [%] [%]"
1 20/80 49 44 93
2 25/75 69 20 95
3 50/50 54 29 96

a) Produktbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung von (R)-80, ermittelt per GC-Kalibriergeraden;
b) nach siulenchromatographischer Aufreinigung.

Wird die Isopropanolkonzentration weiter gesteigert, sinkt der Umsatz infolge ver-
minderter Enzymaktivitit oder —stabilitit auf 54% und spiegelt so beinahe das Ergeb-
nis des Referenzversuches wieder (Eintrag 3). Der Stoffmengenverlust liegt leicht
hoher und im oben erwihnten, zu erwartenden Bereich zwischen 20 und 30%. Ein
gleichwertiger Einfluss auf die Reaktionsdynamik kann im Referenzsystem mit
20 Vol-% Isopropanol ebenfalls durch den Ersatz von 2 durch S mol% NAD" beo-
bachtet werden. In letzterem Fall werden 71% Umsatz bei einem Stoffmengenverlust
von 22% erhalten, welches dem Ergebnis aus Tabelle 3.9 (Eintrag 2) gleicht. Folglich
kann die produktseitige Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts direkt durch den
Einsatz groflerer Mengen des (in situ generierten) Reduktionsmittels bzw. indirekt
durch hohere Konzentrationen des Reduktionsiquivalents Isopropanol erreicht wer-
den. Beide Ansitze sind jedoch limitiert: Der Cofaktor ist kostenintensiv und hohe
Alkoholkonzentrationen deaktivieren oder destabilisieren den Biokatalysator.

Da der Zerfall des Substrates hingegen weitestgehend unabhingig von der Zusam-
mensetzung des gewihlten Reaktionsmilieus in der gleichen Groéflenordnung detek-
tiert wird, muss im Zuge der Optimierung des Einzelschrittumsatzes die Biotransfor-
mation rascher bzw. effektiver ablaufen als die konkurrierende Substratzersetzung.
Dies kann, abseits der bereits beschriebenen Optionen, beispielsweise durch die An-
derung des pH-Wertes gelingen, welcher einen signifikanten Einfluss auf die Enzym-
aktivitit besitzt (Abbildung 3.16).

Um den pH-Einfluss auf die Reaktions isoliert betrachten zu kénnen, wird als Ver-
gleichssystem der Referenzversuch bei neutralem pH-Wert im wasserreicheren Me-
dium (Puffer/Isopropanol 1/4 [V/V]) gewihlt. Bei gleichbleibend guter Selektivitit
liegt das Umsatzmaximum der Biotransformation im leicht basischen Puffer pH-
Bereich zwischen 8.0 und 8.5. Bei einer Enantiomerenreinheit von 95% ee kann
(R)-80 mit einem Umsatz von 67% gewonnen werden (vergleiche Tabelle 3.9, Ein-
trag 1: 49% Umsatz, 93% ee bei pH = 7). Der Stoffmengenverlust liegt hierbei jedoch
mit 21% weiterhin im Bereich der Referenzreaktion bei neutralem pH-Wert.



130 | CHEMOENZYMATISCHE SYNTHESE VON (R)-PANTOLACTON

100 U/mmol ADH-200, O
HO A~ 2 mol% NAD* HO
@\ © ®\ 9
A 4 mL Puffer (pH 3.8 - 9.6, 100 mM),
Y 1 mL 2-Propanol,
(R)-86 24h,RT (R)-80

78% ee

1 mmol
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 -

3.8 4.6 6.3 7.0 7.6 8.1 8.5 9.0 9.6
pH-Wert BUmsatz [%] Dee[%]

Abbildung 3.16. Darstellung von (R)-80 bei verinderten pH-Werten.

Im Hinblick auf die Prozessokonomie und -effizienz kann jedoch positiv vermerkt
werden, dass sowohl der Umsatz als auch die Selektivitit der enzymatischen Reduk-
tion im Bereich zwischen 100 und 800 mM (R)-86 unabhingig von der Eduktkon-
zentration ist (Tabelle 3.10).

(0] 100 U/mmol ADH-200, 0
2 mol% NAD*
HC;R) o™ H(?R) O
N 0.9 - 7.5 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
Y 0.3 -2.5 mL 2-Propanol,

(R)-86 24h,RT (R)-80
78% ee

1 mmol

Tabelle 3.10. Darstellung von (R)-80 bei unterschiedlichen Eduktkonzentrationen.

Eintrag V (Puffer) V (2-Propanol) ¢ ((R)-86) Umsatz ee ((R)-80)

[mL] [mL] [mM] [9%]” [9]"
1 7.500 2.500 100 55 94
2 4.000 1.000 200 67 95
3 3.000 1.000 250 69 95
4 1.875 0.625 400 69 95
S 0.938 0.313 800 71 96

a) Produktbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung von (R)-80, ermittelt per GC-Kalibriergeraden;
b) nach sdulenchromatographischer Aufreinigung.

Wihrend eine hohe Verdiinnung der Reaktanden zu einem leichten Umsatzriickgang
fithrt (Tabelle 3.10, Eintrag 1), werden im Bereich von 250 bis 800 mM Substratkon-
zentration stabile Umsatzraten von 70+1% erhalten (Eintrag 3 bis S).
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3.3.3.2 Voruntersuchungen zur chemoenzymatischen Synthese
von (R)-Pantolacton

Nachdem aus aufgereinigtem Aldolprodukt (R)-86 mit Hilfe der ADH-200
(R)-Pantolacton ((R)-80) mit Umsitzen um 70% und Enantiomereniiberschiissen
von 95-96% ee erhalten werden kann, liegt die zweite Herausforderung der Gesamt-
syntheseroute von (R)-80 in der Kombination der organokatalytischen Aldolreaktion
mit der nachfolgenden Biotransformation. Hierbei soll das Aldolprodukt im Hinblick
auf die Gesamtprozessokonomie und —effizienz méglichst ohne Aufarbeitung oder
Isolierung verwendet werden. Vergleichende Versuche zeigen hierbei, dass der Ein-
satz eines nicht aufgereinigten Reaktionsgemisches der asymmetrischen Aldolreak-
tion nach entsprechendem Aufpuffern der Mischung im Vergleich zum Referenzver-
such unter Verwendung frisch destillierten Aldehyds (R)-86 von 69% auf 33% sinkt
(vergleiche Tabelle 3.11 Eintrag 1 und 2).

10 mol% L-His

10 mol% Essigsaure
te)

0.4 mL/mmol 85 \HLH O)SI
C

2-Propanol/Wasser 1/1 (n/n)

24h,10°C 79 85
2 Aq. 1 Aq.
100 U/mmol ADH-200, (e)
HO 2 mol% NAD*
@ O : e
N 1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
@) 0.625 mL 2-Propanol,
(R)-86 24h,RT (R)-80
79% Ijmsatz (R)-86 wird als unaufgereinigtes
78% ee Rohproduktverwendet
1 mmol*

Tabelle 3.11. Darstellung von (R)-80 bei unterschiedlichen Eduktkonzentrationen. * Die Ansatz-
grofle der AAR wird so gewihlt, dass nach 24 Stunden eine Produktbildung von
1 mmol erreicht wird.

Eintrag Versuchsbedingungen Umsatz [%]Y ee ((R)-80) [%]

Referenzversuch mit

! aufgereinigtem Aldolprodukt 69 95

unaufgereinigte Reaktionslosung

2 Jer 33 n.b.
Extraktion, dann Abdestillieren der

3 fliichtigen Bestandteile 64 %6

4 Abdestillieren aller fliichtigen Be- 66 96

standteile der Reaktionslésung

a) Produktbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung von (R)-80, ermittelt per GC-Kalibriergeraden;
b) nach siulenchromatographischer Aufreinigung; n. b. = nicht bestimmt.

Ursichlich fiir den Umsatzriickgang konnen bei der Verwendung des Rohproduktre-
aktionsgemisches mehrere Faktoren sein.
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Zum einen bilden die Eduktreste der AAR Konkurrenzsubstrate fiir die enzymatische
Reduktion. Die auf Acetessigester bezogenen, relativen, photospektrometrisch be-
stimmten Aktivititen der ADH-200 berechnen sich fiir die Bestandteile des Gemi-
sches wie folgt: (R)-86 (106%), Isobutanal (79) (113%), Ethylglyoxylat (85) (0%).
Bei einer Ansatzgrofie von 1.28 mmol des Aldehyds 85 und einem produktbezogenen
Umsatz von 79% zum Aldolprodukt (R)-86 verbleiben gemifl Tabelle 3.11 neben
1 mmol (R)-86 1.5 mmol Isobutanal (79) und 0.25 mmol Glyoxylsiureethylester
(85) im Rohproduktgemisch. Da letztere Verbindung kein umsetzbares Substrat der
ADH-200 darstellt, kann ihr Einfluss auf den Umsatzriickgang vernachléssigt werden.
Die kompetitiven Edukte (R)-86 und Isobutyraldehyd (79) werden jedoch mit bei-
nahe gleichen Aktivititen umgesetzt, wodurch sich der verminderte Umsatz von 33%
auf Basis des Stoffmengenverhiltnisses der beiden Substrate auch rechnerisch nach-
vollziehen lisst.”

Zum anderen kénnen sowohl der Organokatalysator wie auch das Brenstedsiuread-
ditiv einen Einfluss auf die enzymatische Reduktion, entweder durch Hemmung,
Deaktivierung oder Destabilisierung des Biokatalysators haben. Werden beide nach
der AAR durch Extraktion abgetrennt und das Konkurrenzsubstrat Isobutanal (79)
destillativ entfernt, wird der Umsatz der Referenzreaktion trotz des Einsatzes unauf-
gereinigten Aldolrohproduktes beinahe erreicht (Tabelle 3.11, Eintrag 3). Werden
ausschlieflich die fliichtigen Bestandteile (Isobutanal (79) und anteilig 2-Propanol)
entfernt, wobei der Organokatalysator im Rohproduktgemsich verbleibt, wird ein
Umsatz von 66% detektiert (Eintrag 4).

Der isolierte Einfluss der Einzelbestandteile des Rohproduktgemisches der AAR auf
die enzymatische Reduktion lasst sich weiterhin durch gezielte Zugabe zu aufgereinig-
tem Aldolprodukt quantifizieren (Tabelle 3.12). Hierbei zeigt das Additiv Essigsiure
einen nur minimalen Einfluss auf die Reaktionsdynamik (Tabelle 3.12, Eintrag 3), der
sich rechnerisch durch die siureinduzierte pH-Wertinderung nachvollziehen lasst.
Unter der Annahme vollstindiger Dissoziation senken 0.1 mmol Siure den pH-Wert

292] wodurch die Ergebnisse

des Puffers im vorliegenden Fall um circa 0.5 Einheiten,!
des Pufferscreenings wiedergespiegelt werden (vergleiche Abbildung 3.16). Wihrend
geringe Mengen Toluol, resultierend aus der Losung technischen Ethylglyoxylats
(85) in diesem Solvens, den Umsatz um einige Prozent senken (Eintrag 2), beein-
flusst der Organokatalysator Histidin die Biotransformation nicht (Eintrag 4). Der

Einfluss von Isobutanal (79, Eintrag S) wurde bereits oben diskutiert.

Als nicht aus der organokatalytischen Aldolreaktion stammende Komponente wird
Aceton als Additiv verwendet, um die intrinsische Generierung eines weiteren Kon-
kurrenzsubstrates wahrend der enzymatischen Reduktion abzubilden. Aceton ent-
steht wihrend der Reaktion in situ durch die Oxidation von 2-Propanol (Tabelle 3.6),
welches obligatorisch fiir die substratgekoppelte Cofaktorregenerierung ist. Im dqui-
molaren Gemisch aus (R)-86 und Aceton wird somit, bei angenommener quantitati-
ver Kupplung der Alkoholoxidation an die Reduktion des Aldolproduktes, ein Um-
satz zum Pantolacton (R)-80 von 50% beziiglich der Acetonmenge simuliert.

" Der produktbezogene Umsatz eines 1.5/1 (n/n) Gemisches aus Isobutanal und (R)-86 liegt bei der An-
nahme gleicher spezifischer Aktivititen fiir (R)-80 rechnerisch bei 28%.
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+ Additiv
Ie) 100 U/mmol ADH-200, 0
HO 2 mol% NAD*
@ O T o
N 1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
O 0.625 mL 2-Propanol,

(R)-86 24h, RT (R)-80
78% ee

1 mmol

Tabelle 3.12. Synthese von (R)-80 unter Zugabe einzelner, aus der Aldolreaktion stammender

Verbindungen.
Eintrag Additiv Umsatz [%]Y  ee ((R)-80) [%]Y

1 - 69 95

2 10 bis 20 % (V/V) Toluol 63 95

3 10 mol% Essigsaure 67 95

4 10 mol% L-His 71 94

S 1 Aq. Isobutyraldehyd (79) 42 96

6 1 Aq. Aceton 48 97

a) Produktbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung von (R)-80, ermittelt per GC-Kalibriergeraden;
b) nach siulenchromatographischer Aufreinigung.

Im Vergleich zum Referenzversuch ohne Additiv sinkt der Umsatz von 69% auf 48%,
wenn von Beginn der Biotransformation an bereits Aceton im System vorhanden ist
(Eintrag 6). Dass Aceton in diesem Fall als konkurrierendes Substrat zu (R)-86 auf-
treten kann, ldsst sich photospektrometrisch durch die auf Acetessigester bezogene
relative Aktivitit von 36% belegen.

Weiterhin kann das Keton als kompetitiver Inhibitor wirken. Die Inhibierung der
ADH lisst sich ausdriicken als: %]

_ Vnormativ
Vaceton = [Aceton] (5)

mit Vaceton = Reaktionsgeschwindigkeit bei Anwesenheit von Aceton; . Vaomativ = Reaktionsgeschwindigkeit bei
Abwesenheit von Aceton; [Aceton] = Acetonkonzentration in [mM]; Ki = Inhibierungskonstante fiir Aceton
in [mM].

Da bei der Verwendung der kommerziellen ADH-200 enzymspezifische Kenngréfien
wie die spezifische Standardmassenaktivitit oder das exakte Molekulargewicht unbe-
kannt sind und eine Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeiten nach RIEBEL dem-

#7] wird die Inhibierungskonstante K; durch Ersatz der Reak-

nach nicht méglich ist,!
tionsgeschwindigkeiten mit und ohne Aceton durch die erzielten Umsitze (c) mit

(Tabelle 3.12, Eintrag 6) und ohne Aceton (Eintrag 1) angenahert.
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— _Cnormativ
CAceton = [Aceton] (6)
Yk

mit Caceton = Umsatz der enzymatischen Reduktion bei Anwesenheit von Aceton; . cnormaiv = Umsatz der en-
zymatischen Reduktion bei Abwesenheit von Aceton; [Aceton] = Acetonkonzentration in [mM]; Ki = Inhi-
bierungskonstante fiir Aceton in [mM].

Nach K; umgestellt ergibt sich mit Chomativ = 0.69, Caceton = 0.48 und [Aceton] = 400
mM eine halbmaximale Inhibitorkonzentration von circa 900 mM fiir Aceton.

Zusammengenommen beeinflusst Aceton die Umsetzung des Aldolproduktes (R)-86
anteilig sowohl als Konkurrenzsubstrat als auch als kompetitiver Inhibitor. Entspre-
chend verringert sich der Umsatz zum Pantolacton bereits bei dem hier simulierten
molaren Verhiltnis von Isopropanol/Aceton von 7.6/1 bzw. (R)-86/Aceton von 1/1
um 21%.
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3.3.3.3 Aufhebung der thermodynamischen Limitierung des bio-
katalytischen Schliisselschrittes durch in situ Produkt-
entfernung (ISPR)

Durch die destillative Abtrennung der fliichtigen Verbindungen im Anschluss an die
asymmetrische Aldolreaktion (AAR) kénnen alle in Tabelle 3.12 als Stérkomponen-
ten fiir die Biotransformation identifizierten Verbindungen bereits vor der enzymati-
schen Reduktion entfernt werden (Isobutanal nahezu quantitativ und Toluol, Essig-
sdure, Wasser und Isopropanol gréftenteils). Wihrend weder das im Rohprodukt
neben (R)-86 verbleibende Histidin noch Ethylglyoxylat einen negativen Einfluss auf
die Umsetzung zum Pantolacton (R)-80 besitzen, kann die in situ Bildung des Kon-
kurrenzsubstrates Aceton nicht vermieden werden. Um die intrinsische, thermody-
namische Limitierung der enzymatischen Reduktion bei gleichzeitiger substratge-
koppelter Cofaktorregenerierung zu iiberwinden, muss das Gleichgewicht der Isop-
ropanoloxidation méglichst weit auf Seiten des Acetons liegen. Da dies nicht analog
klassisch chemischer Betrachtungen durch die Erhohung der 2-Propanolmenge er-
reicht werden kann (vergleiche Tabelle 3.9 und Tabelle 3.10)*) bleiben zwei mogli-
che Losungsansitze fiir die Problemstellung. So kann 1.) die Verwendung einer alter-
nativen ADH, welche eine geringere spezifische Aktivitit fiir die Reduktion von Ace-
ton aufweist bzw. weniger stark durch das Keton inhibiert in Betracht gezogen wer-
den. Als Alternative kann 2.) auf Basis des bestehenden Systems die Verschiebung des
Alkohol/Aceton Gleichgewichtes durch Entfernen des Ketons erreicht werden.

Letzteres lisst sich prozesstechnisch durch das Konzept der in situ Entfernung einer
Komponente aus einem Stoffgemisch realisieren. Im vorliegenden Reaktionsgemisch
bietet sich wegen der grofien Siedepunktsunterschiede zwischen Edukt (R)-86
(245°C)’, Produkt (R)-Pantolacton (120°C bei 20 mbar)**) und dem stochio-
metrisch auftretenden Nebenprodukt Aceton (55°C)1*°! die produktseitige Ver-
schiebung des Gleichgewichts durch konstantes Verdampfen des Acetons an. Ein
Austreiben des Acetons durch Erhitzen des Reaktionsgemisches ist hierbei allerdings
nicht empfehlenswert, da bei Temperaturen iiber RT niedrigere Selektivititen der
enzymatischen Reduktion beobachtet werden (Tabelle 3.13, vergleiche Eintrag 3,
4undS).

Wird die Biotransformation am Siedepunkt des Acetons durchgefiihrt, sinkt der Um-
satz der Reaktion durch Deaktivierung oder Destabilisierung der ADH. Weiterhin
steigt der Stoffmengenverlust durch den Zerfall des Substrates (R)-86 an (Eintrag 6).
Auferdem ist zu beachten, dass Isopropanol und Wasser in einem dem Aceton dhnli-
chen Bereich sieden. Das Azeotrop der beiden Stoffe besitzt einen Siedepunkt von
80°C*") und kann beim Entfernen des Acetons unbeabsichtigt, zumindest anteilig,
ebenfalls dem Gemisch entzogen werden und die Gleichgewichtslage der Reduktion
so zur Eduktseite verschoben werden. Ein alternativer Losungsansatz macht sich die
groflen Unterschiede im Dampfdruck (P) der drei Stoffe zu Nutze: Pas:c [kPa] = 24.7
(Aceton),[*" 4.3 (Isopropanol),[*) 3.2 (Wasser).!*?]

" Der empirisch bestimmte Siedepunkt (Kapitel 6.3.2.1.3) liegt bei 0.1 mbar bei 65°C. Wird eine Siede-
punktserniedrigung von 15°C pro Druckhalbierung angenommen, ergibt sich bei Atmosphirendruck ein
Wert von 245°C.[48]
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100 U/mmol ADH-200, O
HO o0~ 2 mol% NAD* HO.
(R) ®\ P
N 1.87S mL Puffer (pH 8, 100 mM),
O 0.625 mL 2-Propanol,

(R)-86 24 h,7.5-55°C (R)-80
78% ee

1 mmol

Tabelle 3.13. Darstellung von (R)-80 bei unterschiedlichen Reaktionstemperaturen.

Eintrag T [°C]  Umsatz [%]” Stoffmengenverlust [%] ee ((R)-80) [%]®

1 7.5 40 44 98
2 12.5 44 45 96
3 RT 69 20 95
4 35 72 23 89
S 45 77 20 88
6 5§ 54 42 n. b.

a) Produktbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung von (R)-80, ermittelt per GC-Kalibriergeraden;
b) nach sdulenchromatographischer Aufreinigung; n. b. = nicht bestimmt.

Ausgehend vom vorliegenden Reaktionssystem berechnen sich die Stoffmengenantei-
le des terniren Gemisches dieser drei Verbindungen bei angenommener quantitativer
Kupplung der Isopropanoloxidation an die Reduktion des Aldolproduktes (R)-86 bei
einem Umsatz von 50% und einer Einwaage von 174 mg Aldolprodukt (1 mmol) in
der fliissigen Phase zu 92.78% Wasser (1.875 mL, 104.2 mmol), 6.78% 2-Propanol
(0.625 mL, 8.1 mmol zum Zeitpunkt null; 7.6 mmol nach 50% Umsatz des Substrates
durch Oxidation zu Aceton) und 0.45% Aceton (0.0 mmol zum Zeitpunkt null;
0.5 mmol nach 50% Umsatz des Substrates durch Oxidation von Isopropanol). Nach
dem Raoult’schen Gesetzt ergibt sich so fiir den Gesamtdampfdruck (Pge) mit den

jeweiligen Stoffmengenanteilen x,:[***

Pges = Xwasser PWasser + Xlsopropanol ' PIsopropanol + XAceton * PAceton (7)

Durch Einsetzen wird fiir Py ein Wert von 3.37 kPa erhalten. Die Stoffmengenanteile
in der Gasphase (Y,) errechnen sich hieraus durch:

Y == (8)

Pges

Fir die prozentualen Stoffmengenanteile der Einzelverbindungen in der Gasphase
werden im terniren Gemisch 88.06% Wasser, 8.65% Isopropanol und 3.30% Aceton
erhalten. Somit liegt der Anteil an Aceton in der Gasphase um etwa den Faktor 7.5
hoher als in der fliissigen Phase, wihrend sich dieser fiir 2-Propanol nur leicht (1.25
mal héher) und fiir Wasser faktisch nicht (um den Faktor 1.05 niedriger) dndert. Das
konstante Entfernen des Gasraumes ermoglicht so das effektive Entziehen von Ace-
ton aus dem Reaktionsgleichgewicht und eine Verschiebung hin zum Reduktions-
produkt, wodurch die thermodynamische Limitierung des Systems umgangen wird.
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Prozesstechnisch lisst sich dies in einer Unterdruckapparatur mit Kondensator,***!

durch Pervaporation mit geeigneten Trennmembranen!**! oder durch das Austrei-
ben der fliichtigen Bestandteile des Gemisches im Gasstrom (ISPR, in situ Pro-
duktentfernung) realisieren.!**>***) Als 6konomisch attraktives und 6kologisch unbe-
denkliches Trigergas bietet sich ungereinigte Druckluft an (Abbildung 3.17).

Druckluft
—1 Abluft
(o]
o
(o]
(o]
5 Vol-% 2-Propanol 0° | o
. o° 0Qo . .
in Wasser ) - Reaktionsgefif}

Abbildung 3.17. Schematische Darstellung einer Reaktion unter ISPR (in situ Produktentfer-
nung)-Bedingungen.

Diese wird kontinuierlich durch das Reaktionsgemisch geleitet und schleppt so alle
(leicht) fliichtigen Komponenten aus dem System. Da hierbei, wie oben erwihnt,
anteilig auch Wasser und Isopropanol entfernt werden, wird der Gasstrom mit beiden
Lésungsmitteln vorgesattigt. Empirisch wurde gefunden, dass eine 5 Vol-% wissrige
Isopropanollésung in einer vorgeschalteten Gaswaschflasche ausreicht, um die Kon-
zentration der beiden Stoffe im Reaktionsansatz konstant zu halten.*””! Da nach dem
Konzept der in situ Entfernung von Aceton die Umsetzung des Aldolproduktes
(R)-86 von der Isopropanolkonzentration entkoppelt wird, ist bereits die Verwen-
dung von 1.1 Aquivalenten des Alkohols, bezogen auf das Substrat, ausreichend

(Abbildung 3.18).

Werden bei der Umsetzung, wie im Referenzsystem ohne ISPR, 100 U/mmol ADH-
200 verwendet (Abbildung 3.18, Eintrag 1), wird nach 24 Stunden Reaktionszeit ein
Umsatz von 85% bei 81% ee des Produktes detektiert. Einerseits liegt die Umsatzrate
damit zwar signifikant hoher als im Benchmarksystem (vergleiche Tabelle 3.10, Ein-
trag 3: 69%), die Enantiomerenreinheit des (R)-Pantolactons ((R)-80) ist mit 81%
im Vergleich zu 95% ohne ISPR allerdings deutlich niedriger und dhnelt stark dem
Enantiomereniiberschuss des Eduktes (78%). Spektroskopisch lassen sich fiir das
Rohprodukt von Eintrag 1 keine Verbindungen neben (R)-80 erkennen. Wird die
eingesetzte Enzymmenge bei gleichbleibender Reaktionsdauer auf 50, 25 oder
10 U/mmol reduziert, werden unter ISPR-Bedingungen in allen Fillen 83-85% pro-
duktbezogene Umsitze erhalten, wobei sich kein Substrat mehr nachweisen lisst. Die
Selektivitit der Biotransformation bleibt hierbei unbeeinflusst und liefert (R)-80 in
80-81% ee.
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ISPR-Bedingungen,
O 10 - 100 U/mmol ADH-200, O
H 2 mol% NAD*
(o™ = o
N 1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
O 1.1 Aq. 2-Propanol,

(R)-86 24h,RT (R)-80

78% ee

1 mmol

mmm Umsatz [%] [—3ee[%] ==¢=ADH-200[U/mmol]
100 -
8 8
> 83 81 8 80 > g0
80 -
81
60 -
40 - N
20 - [~~~
0 1 T T T 1
1 2 3 4
Eintrag

Abbildung 3.18. Darstellung von (R)-80 unter ISPR-Bedingungen.

Da in allen Fillen reines (R)-Pantolacton ((R)-80) erhalten wurde, dessen optische
Reinheit der des Eduktes bis auf wenige Prozent gleicht, kann angenommen werden,
dass die enzymatische Reduktion unter ISPR-Bedingungen im gewihlten Zeitfenster
derart stark auf die Produktseite verschoben ist, dass die anfingliche Selektivitit des
Enzyms mit Fortschreiten der Reaktion iiberschrieben wird. Unter Beriicksichtigung
der bereits diskutierten Instabilitit des Substrates im wissrigen Reaktionsmilieu ent-
spricht der produktbezogene Umsatz zum (R)-Pantolacton ((R)-80) von 85% bei
dieser Reaktionsfithrung dem Komplettumsatz des Eduktes.” Demgemifd sollte sich
durch sukzessives Verkiirzen der Reaktionsdauer die Selektivitat widerherstellen las-

sen (Abbildung 3.19).

Entsprechend werden bei Reaktionszeiten von drei oder zwei Stunden bei gleichblei-
bendem Umsatz signifikante ee-Wertverbesserungen auf 88, respektive 95% detek-
tiert. Wird bis auf eine halbe Stunde verkiirzt, ldsst sich (R)-Pantolacton ((R)-80)
beinahe enantiomerenrein (98% ee) erhalten, wobei der Umsatz bei 58% liegt.

" Die fehlende Substratstoffmenge von 15% kann, wie bereits zuvor beschrieben, nicht spektroskopisch erfasst
werden. Bei einer angenommenen Fragmentierung des Eduktes (R)-86 in kleinere, fliichtige Komponenten
werden diese ebenso aus dem Reaktionsgemisch entfernt wie Aceton.
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ISPR-Bedingungen,

(e} 10 U/mmol ADH-200, (e}
HO o0~ 2 mol% NAD* HO o
®) (R)
N 1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
o 1.1 Aq. 2-Propanol,
(R)-86 0.5-24h,RT (R)-80
78% ee
1 mmol
30 (R)-80
26 -
22 - Reaktionszeit [h
— 18 -
>1 24h
o 14 - —3h
)
= 2 h
O 10 - —1.5h
=a ()-80 — 1h
2
-2 T T T T T T
17.7 179 18.1 18.3 18.5 18.7 189
Rt [min]
98 97.5 95.5 95
100 - 87 88
81 86 85 80
75
80 -
58
60 -
40 -
20
0 . . . . .
0.5 1.0 1.5 2.0 3.0 24.0

Reaktionsdauer [h] @Umsatz [%] Dee[%)]

Abbildung 3.19. Oben: Zeitliche Abhiingigkeit des erzielten Enantiomereniiberschusses bei der
Synthese von (R)-80, normiert auf das (R)-Enantiomer. Unten: Darstellung von
(R)-80 bei unterschiedlicher Reaktionsdauer.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass unter Einsatz des ISPR-Verfahrens die
eingesetzte Aktivitit der ADH-200 von 100 auf 10 U/mmol gesenkt und gleichzeitig
die Reaktionszeit von 24 auf zwei Stunden verkiirzt werden kann. Hierbei wird im
Vergleich zum Referenzsystem ohne Entfernung des Nebenproduktes Aceton bei
gleichbleibend hoher Selektivitit ein signifikant hoherer produktbezogener Umsatz
von 86% erzielt. Die Widerfindungsrate des Substrates liegt im Schnitt bei 5-7%, was
zu einer Zersetzungsrate von (R)-86 unter 10% fithrt. In welchem Maf} die Reakti-
onskinetik durch die Authebung der thermodynamischen Limitierung oder das Feh-
len des kompetitiven Inhibitors Aceton im Einzelnen beeinflusst wird, kann nicht
abschlieflend geklart werden, da beide Effekte invariabel miteinander verbunden

sind.[#8¢]
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3.34 Chemoenzymatische Zwei-Stufen-Eintopf-Synthese von
(R)-Pantolacton

Nach erfolgter Einzelschrittoptimierung und Identifizierung eventueller Storkompo-
nenten kann die organokatalytische, asymmetrische Aldolreaktion zum Aldehyd
(R)-86 mit der nachfolgenden Biotransformation zum Pantolacton (R)-80 im Sinne
einer chemoenzymatischen Zwei-Stufen-Eintopf-Synthese kombiniert werden
(Schema 3.20).

o Chemoenzymatische o
* Zwei-Stufen-Synthese HO
%H + /\OHH — : @\ P
unter ISPR-Bedingungen
Q)
79 85 (R)-80
2 Aq. 1 Aq. 79% Umsatz
2.5M 70% Ausbeute
95% ee
500 mM (R)-86
ISPR Bedingungen
10 mol% L-His o] 10 U/mmol ADH-200
10 mol% Essigsiure HO N 2 mol-% NAD*
0.4 mL/mmol 85 ®) 1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM)
2-Propanol/Wasser 1/1 (n/n) \O 1.1 Aq. 2-Propanol
24h,10°C (R)-86 RT,2h
79% Umsatz
79% ee

(R)-86 wird als unaufgereinigtes
Rohproduktverwendet

Schema 3.20. Chemoenzymatische Darstellung von (R)-80 ohne Isolierung der Zwischenstufe
(R)-86.

Analog zu Kapitel 3.1 wird das Aldolprodukt hierbei nach der essigsiurecokatalysier-
ten AAR nicht isoliert oder aufgereinigt. Zur Abtrennung des Konkurrenzsubstrates
Isobutanal (79) wird das Rohproduktgemisch vor der Biotransformation im Vakuum
eingeengt und fliichtige Bestandteile entfernt. Anschlieflend wird der viskose Riick-
stand in Puffer suspendiert und unter ISPR-Bedingungen biokatalytisch zum Lacton
reduziert. Im Vergleich zur Umsetzung des aufgereinigten Aldolproduktes unter iden-
tischen Bedingungen wird ein um 8% niedrigerer Umsatz detektiert (vergleiche Ab-
bildung 3.19), wobei die GréBenordnung des Umsatzriickgangs den komparativen
Versuchen ohne in situ Entfernung des Acetons und 24 Stunden Reaktionszeit ent-
spricht (vergleiche Tabelle 3.11, Eintrag 1 und 4).

Wird das aus der Einzelschrittoptimierung als umsatzstirkstes System identifizierte
Gemisch aus Benzoesiure in Methanol fiir die AAR eingesetzt (siehe Kapitel 3.3.2.4,
Schema 3.19), sinkt der Umsatz der nachfolgenden enzymatischen Reduktion auf
59% (Schema 3.21).
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O O Ch(}n]OCnZyn]dtiSChC O
Zwei-Stufen-Synthese HO
W)LH + /\OHH — : ®\ P
unter ISPR-Bedingungen
(¢}
79 85 (R)-80
2Aq. 1 Aq. 59% Umsatz
2.5M 50% Ausbeute
95% ee
500 mM (R)-86
ISPR Bedingungen
10 mol% L-His 0 10 U/mmol ADH-200
10 mol% Benzoesiure HO o~ 2 mol-% NAD*
0.4 mL/mmol 85 ® 1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM)
Methanol/Wasser 1/1 (n/n) \O 1.1 Aq. 2-Propanol
24 h, 10°C (R)-86 RT,2h
95% Umsatz
79% ee

(R)-86 wird als unaufgereinigtes
Rohproduktverwendet

Schema 3.21. Chemoenzymatische Darstellung von (R)-80 bei Verwendung von Benzoesiure als
Cokatalysator der AAR.

Da auch hier, analog zur Umsetzung von Isobutanal (79) und Ethylglyoxylat (85) mit
Essigsdure in Isopropanol, alle fliichtigen Bestandteile des Gemisches auf der Zwi-
schenstufe des Aldolproduktes (R)-86 entfernt werden, kann das organische Co-
solvens nicht ursichlich fir den Umsatzriickgang der Biotransformation sein. Im
Gegensatz zur essigsdurecokatalysierten AAR verbleibt Benzoesiure jedoch im Roh-
produkt. Obwohl der pH-Wert des Puffers in der nachfolgenden Umsetzung hier-
durch auf circa 7.2 absinkt,?*! was, wie fiir das aufgereinigte Aldolprodukt bereits
gezeigt wurde, die Aktivitit der ADH senkt (siehe Abbildung 3.16), kénnen auch die
intrinsischen Stoffeigenschaften der Benzoesiure einen Einfluss auf die Reaktions-
dynamik ausiiben. Da sowohl die Siure noch (R)-86 schlecht wasserloslich sind, bil-
det sich wihrend der Biotransformation eine Emulsion mit einer konzentrierten or-
ganischen Phase aus beiden Stoffen aus. Denkbar ist neben einem hierdurch geinder-
ten Loslichkeitsverhalten des Aldehyds (R)-86 im Bezug auf den Phaseniibertritt in
das wissrige Milieu auch eine beschleunigte Zersetzung des Eduktes. Bekraftigt wird
dies durch den Vergleich der Stoffmengenverluste der beiden Eintopf-Synthesen.
Wihrend der Gesamtstoffmengenverlust bei der Verwendung von Essigsdure als
Additiv <6% betrigt, liegt dieser im analogen Ansatz mit Benzoesaure bei 19%.

Festzuhalten bleibt aber, dass sich die AAR zur Synthese des Aldolproduktes (R)-86
erfolgreich mit der nachfolgenden Biotransformation unter ISPR-Bedingungen kom-
binieren lisst. (R)-Pantolacton ((R)-80) kann so ohne Zwischenisolierung, -
extraktion oder -aufreinigung des Intermediates dargestellt werden. Die Entfernung
flichtiger Bestandteile aus dem Rohproduktgemisch der Aldolreaktion ist jedoch
obligatorisch. Bei einer Gesamteduktkonzentration von 7.5 M im ersten und 500 mM
im zweiten Schritt der Synthesesequenz wird (R)-80 mit einem Gesamtumsatz von
63% bzw. einer —ausbeute von 55% und 95% ee erhalten.
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Wihrend die erzielte Ausbeute sowie die Enantiomerenreinheit des Lactons (R)-80
in der gleichen Groéflenordnung wie bei dem bisher einzigen chemoenzymatischen
Zugang zu (R)-Pantolacton ((R)-80) auf Isobutanalbasis nach SHIMIZU (52% Aus-
beute, 94% ee vor Umkristallisation) liegt,*° werden im Besonderen auf der Stufe
der Biotransformation simtliche Prozessparameter der Literatursyntheseroute iiber-
troffen:

Bei einer im Vergleich zu 14.5 Stunden wesentlich kiirzeren Reaktionszeit von zwei
Stunden wird eine signifikant hohere Eduktkonzentrationen von S00 mM (vergleiche
<80 mM)!* erreicht. Die hierbei fiir die enzymatische Reduktion notwendige Men-
ge an Biomasse pro Gramm Substrat, als Koeffizient in [g/g] angegeben, liegt mit
0.06 g/g um den Faktor 25" niedriger als fiir die publizierte Umsetzung mit Rhodoto-
tula minuta Ganzzellen (1.5 g/g).**") Der Vergleich kann hierbei allerdings nur rein
qualitativ gefihrt werden, da beriicksichtigt werden muss, dass eine Reaktionsfithrung
unter Einsatz isolierter, aufgereinigter Enzyme im Vergleich zur Verwendung mikro-
biellen Zellmaterials bereits intrinsisch geringere Biomassen bedingt.5"! Eine quanti-
tative Beurteilung auf Basis der jeweiligen Anteile aktiven Enzyms an der verwende-
ten Gesamtbiomasse (im Fall des Literatursystems getrocknete R. minuta Ganzzellen,
im in dieser Arbeit etablierten Prozess kommerziell erhailtliche, lyophilisierte ADH-
200) kann aufgrund fehlender Literaturdaten nicht abgegeben werden.

Die erreichte Produktivitit des biokatalytischen Teilschrittes liegt mit einer Raum-
Zeit-Ausbeute von 33 g(r.so-L"h" allerdings um den Faktor 50 héher als im Refe-
renzsystem (0.67 g(r-soL"h?).*¥% So kann mit dem in dieser Arbeit entwickelten
Biotransformationsprozess innerhalb einer Stunde eine Produktmenge an (R)-
Pantolacton ((R)-80) hergestellt werden, fiir die nach der Literatursynthese volle

zwei Tage benotigt werden.[45]

" Fiir den chemoenzymatischen Zugang zu (R)-80 wurde lyophylisierte ADH-200 mit einer gravimetrischen
Aktivitit von 0.9 U/mg verwendet. Im Zuge dieser Arbeit kamen jedoch auch Enzymchargen mit bis zu
10 U/mg zum Einsatz, deren analoge Verwendung den Faktor auf >260 erh6hen wiirden.
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3.3.5 Recyclierung des Biokatalysators

Um bei feststehenden Reaktionsbedingungen die Gesamtprozessokonomie der
chemoenzymatischen Darstellung von (R)-80 weiter zu erhdhen, kénnen nicht ver-
brauchte Komponenten in die Synthesesequenz zuriickgefilhrt werden. Auf Seiten
der Aldolreaktion wird iiberschiissiges Isobutanal (79) zusammen mit Wasser, Iso-
propanol, Toluol und Essigsaure im Vakuum aus dem Rohproduktgemisch entfernt
und lasst sich aus dieser komplexen Mischung nur schwer wieder isolieren. Auch das
Riickfithren des kompletten Gemisches ist unzulissig, da sich die Zusammensetzung
in mehreren Versuchen nicht exakt reproduzieren lasst. Eine dhnlich zu der von RULLI
et al. vorgestellten Heterogenisierung des Organokatalysators gestaltet sich aufgrund
fehlender Anbindungsstellen am Histidingeriist schwierig.[>%) Wie LAM et al. zeigen
konnten, fithren Derivatisierungen sowohl am C-Terminus wie auch am Imidazolring
zur Absenkung der katalytischen Aktivitit, wihrend die Funktionalisierung am N-
Terminus die notwendige Enaminbildung vollstindig unterdriickt (siehe Kapitel
3.2.1, Schema 3.7).0351

Auf Seiten der enzymatischen Reduktion wird Isopropanol unter ISPR-Bedingungen
quasistochiometrisch eingesetzt. Die Wiederverwertung des Puffers ist wegen zu-
nehmender Ubersiuerung durch im Rohprodukt der asymmetrischen Aldolreaktion
(AAR) verbleibende Essigsiure in Folgecyclen unzweckmiflig. Eine zu der in dieser
Arbeit (siehe Kapitel 2.3.1.3) eta-blierten Methode der Recyclierung des Biokatalysa-
tors samt Coenzym durch Heterogenisierung an superabsorbierendem Polymer und
die Durchfithrung der enzymatischen Reduktion im organischen Solvens ist mit der
kontinuierlichen Entfernung von Aceton durch ISPR nicht vereinbar. Wie Versuche
hierzu zeigen, werden organische Losungsmittel durch den Gasstrom ebenso ausge-
tragen wie Aceton.

Als alternativer Recyclierungsansatz bietet sich eine derivatisierungs- und tragerfreie
Riickhaltung des Enzyms im Reaktionsgefif} an. Diese kann durch Verwendung einer
Grofenausschlussmembran mit entsprechender Nominalmassengrenze (MWCO)
erreicht werden (Abbildung 3.20).

Argon
Druckluft [ Abluft
V2
i V1< 9
1 A
° Y
V3
o (]
0
(o] :_0 oo o)
U o oaollo V4
5 Vol-% 2-Propanol o4
in Wasser o M prrIrIIr
Riihrzelle Sammelgefif§

Abbildung 3.20. Riickhaltung des Biokatalysators bei der Darstellung von (R)-80 unter ISPR-
Bedingungen. V = (Absperr)Ventil, M = Grolenausschlussmembran.
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Die Biotransformation wird hierbei in einer Riihrzelle mit MWCO-Membran
(10kDa) unter ISPR-Bedingungen durchgefiihrt (Ventil 1 und 3 gedffnet, analog
Abbildung 3.17). Nach entsprechender Reaktionsdauer wird das Gemisch durch
Anlegen eines Argoniiberdrucks durch die Membran in ein Sammelgefif3 filtriert,
wobei die ADH zuriick bleibt (Ventil 1 und 3 geschlossen, Ventil 2 und 4 offen). In
jedem Folgecyclus wird der Enzymriickstand erneut in Puffer aufgenommen und mit
Isopropanol, Substrat und Cofaktor versetzt. Um jeden Einzelcyclus quantifizieren zu
konnen, werden alle Filtrate getrennt voneinander gesammelt, einzeln aufgereinigt
und die Umsitze per GC-Kalibriergeraden bestimmt (Abbildung 3.21).

(e} 10 U/mmol ADH-200, O
HO A~ 10 kDa MWCO-Membran HO
(R) © [®R) O
A ISPR-Bedingungen, 2 h, RT
@)
(R)-86 pro Cyclus zugefiigt: (R)-80
78% ee 3.75 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
2 mmol 1.1 Aq. 2—Propan:)l,
(pro Cyclus) 2 mol% NAD
9s 96 95 95 9s
997 0 77 77 78
75
80 A
60 -
40 -
20 -
0 . . . .
1 2 3 4 S
Cyclus B Umsatz [%] Dee[%]

Abbildung 3.21. Recyclierungsversuche zur Synthese von (R)-80 unter Riickhalt der ADH.

Im Rahmen der Fehlergrenzen werden hierbei in jedem Cyclus Umsitze von 77+2%
sowie ein konstant hoher ee-Wert von 95% erhalten, womit das Ergebnis des ISPR-
Benchmarkversuches ohne Riickhaltung der ADH exakt reproduziert wird (verglei-
che Schema 3.20). Rechnerisch vermindert sich die pro Cyclus eingesetzte Enzym-
aktivitit bei fiinf Reaktionscyclen und urspriinglich eingesetzten 10 U/mmol ADH-
200 auf 2 U/mmol bzw. die notwendige Menge an Biomasse pro Gramm Substrat auf

12 mg/g.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass die Biotransformation von (R)-86 unter
ISPR-Bedingungen vollstindig mit der derivatisierungs- und tragerfreien Recyclie-
rung des Enzyms unter Verwendung einer Gréflenausschlussmembran kombinierbar
ist. Es kann angenommen werden, dass sich die eingesetzte Enzymaktivitit noch un-
ter 2 U/mmol senken ldsst, da sich innerhalb der aufgezeichneten fiinf Reaktions-
cyclen keinerlei Umsatzriickgang oder Selektivititsverlust detektieren lasst.
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4  Zusammenfassung

4.1 Chemoenzymatische Synthese von 1,3-Diolen

Das Ziel des ersten Schwerpunktes dieser Doktorarbeit war die Heterogenisierung
einer Alkoholdehydrogenase und die Etablierung eines chemoenzymatischen Zwei-
stufenprozesses zur Synthese von 1,3-Diolen, in den der von KRISTENSEN et al im-
mobilisierte Organokatalysator (88)-11 implementiert werden kann (Schema
4.1).[¢%8] Der Biokatalysator sollte hierbei an einem gut verfiigbaren, 6konomisch
attraktiven Tragermaterial immobilisiert werden. Das moglichst simpel und wenig
zeitintensiv zu praparierende Immobilisat sollte dariiber hinaus eine hohe Wieder-
verwendbarkeit iiber mehrere Reaktionscyclen aufweisen. Als Modellsystem wurde
die bereits gut untersuchte Darstellung von 1-(3-Chlorphenyl)butan-(1&,3.5)-diol
((1R35)-10) gewahlt.[6*-5!

O
CIO)LH
13 immobilisierter immobilisierter OH OH
Organokatalysator Biokatalysator Cl -
+ (R)-12 R)>(8)
(59)-11 (8)-selektive
)CL Alkoholdehydrogenase

(1R35)-10

OH O T

via (R)

(R)-12

Schema 4.1. Sequentieller Aufbau von (1&,35)-10 unter Verwendung immobilisierter Katalysato-
ren. In grau abgebildet: Aldolproduktzwischenstufe (R)-12.

Fir die Praparation des Enzymimmobilisates wurde der Superabsorber Favor SXM
9155 der bereits erfolgreich fiir die nicht-kovalente Anbindung von Alkoholdehyd-
rogenasen eingesetzt werden konnte, 5225 als Trigermaterial gewihlt. Das Coim-
mobilisat aus ($)-selektiver Rsp-ADH und NAD* zeigte im Modellsystem bei Bela-
dungen mit niedriger Aktivitit jedoch starke Auswaschungserscheinungen im wissri-
gen Medium, wobei nach drei Cyclen kein Umsatz mehr detektiert werden konnte.
Durch die Verwendung des Hydrogelimmobilisates in mit Wasser gesittigten, hydro-
phoben, organischen Solventien wie Cyclohexan oder Isooktan konnte jedoch eine
Kompartimentierung des Biokatalysators sowie des Cofaktors und des Edukts (R)-12
bzw. Diols (1R35)-10 erreicht werden. Im organischen Solvens zeigt das Superab-
sorber-Coimmobilisat hierbei nicht nur exzellente Recyclierungseigenschaften, es
geniigen auch bereits wenige Aquivalente Isopropanol zur effektiven Cofaktorregene-

rierung (Abbildung 4.1).
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Aufgrund der guten Recyclierbarkeit besitzt das Coimmobilisat im organischen Lo-
sungsmittel im Vergleich zum analogen, wissrigen System eine niedrigere Katalysa-
torbeladung bei gleichzeitiger Herabsetzung der notwendigen Cofaktormenge. Da
die Biotransformation vollstindig im organischen Medium durchgefiihrt werden
kann, wird ein anschlieflender Extraktionsschritt obsolet, was die Effizienz des Ge-
samtprozesses weiter erhoht.

Immobilisat bestehend aus

32 U/mmol Rsp-ADH
4.5 mol-% NAD™
OH O 63 mg Favor SXM 9155 OH OH
Cl - al -
® W~1)
24 h, RT
(R)-12 M..chlus zugefiigt (1R35)-10
95% ee 5 Aq. 2-Propanol 5999% ee
0.5 mmol 180 pL Puffer (pH 7, 100 mM)

7.5 mL mit H,O gesittigtes Cyclohexan

>99 >99 >99 >99
89
- 86

100 85 79

80 -

60 -

40 -

20 -

0 . . .
1 2 3 4
Reaktionscyclus B Umsatz [%] Dee[%]

Abbildung 4.1. Recyclierungsversuche zur Synthese von (1R,35)-10 mittels immobilisierter Rsp-
ADH in Cyclohexan.

Die geplante, chemoenzymatische Synthese von (1R35)-10 unter ausschlieflicher
Nutzung heterogenisierter Katalysatoren gelang anschliefSend durch die vorgeschalte-
te, organokatalytische Aldolreaktion mit dem von RULLI et al beschriebenen Prolin-
amid (55)-11. Im Vergleich zu den bereits verdffentlichten Ergebnissen fiir dieses

Katalysatorsystem im wissrigen Medium !¢

miissen dem Reaktionsgemisch in dem
mit der nachfolgenden Biotransformation kompatiblen Losungsmittel Cyclo-hexan
einige Stoffmengenprozente 3-Chlorbenzoesiure (67) als Cokatalysator zugesetzt
werden. Durch die Zugabe des Siureadditives 67 kann (R)-12 dann allerdings mit
beinahe quantitativem Umsatz von 95% (91% produktbezogener Umsatz) und hoher

Enantiomerenreinheit von 95% ee erhalten werden (Schema 4.2).

Durch Kombination des Styrol-gebundenen Prolinamidkatalysators ($$)-11 mit
einer superabsorbierten Rsp-ADH kann das Diol (1R35)-10 ohne Aufreinigung oder
Isolierung des B-Hydroxyketon-intermediates mit einem produktbezogenen Gesam-
tumsatz von 81% aus 3-Chlorbenzaldehyd 13 dargestellt werden (Schema 4.2).
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Da die gesamte Synthesesequenz in Cyclohexan durchgefiihrt wird, wird das Produkt
(1R35)-10 ohne Extraktion durch einfaches Entfernen des Losungsmittels erhalten.

o o Zwei-Stufen-Reaktion QH OH
ohne Zwischenisolierung Cl :
a [ /LK e (R (s)CH,
+ immobilisierter Organokatalysator
immobilisierter Biokatalysator (R S)-10
. S)-
13 4.5 mmol 89% Gesamtumsatz
0.5 mmol 89% produktbez. Umsatz
>99% ee
o Ph >35:1dr
(s), Ph
O—O)L Eé’\fph
NH OH
(5,8)-11, 10 mol%
2 mol% 67 immobilisierte (5)-ADH
Cyclohexan aus Rhodococcus sp.
3°C,24h a OH O 4.5 mol% NAD*
- (R "CH,

Cyclohexan, RT, 24 h

5 Aq. 2-Propanol
nicht isoliert d P

(R)-12
95% Gesamtumsatz
91% produktbez. Umsatz
95% ee

Schema 4.2. Chemoenzymatische Darstellung von (1R,35)-10 in Cyclohexan unter Verwendung
des immobilisierten Organokatalysators (S5)-11.

Weiterhin konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Reinheit des
Eduktes 13 einen signifikanten Einfluss auf die Bildung des p-Hydroxyketons (R)-12
wihrend der asymmetrische Aldolreaktion (AAR) besitzt. Die gefundene, zunichst
kontraintuitive Relation, dass niedrigere Umsitze und leicht verschlechterte Selektivi-
titen erhalten werden, wenn die Ausgangsverbindung 13 vor der Reaktion frisch des-
tilliert wurde (Reinheit >99%), konnte mit der Oxidationsempfindlichkeit des Alde-
hyds in Zusammenhang gebracht werden. So kann bei linger gelagerten Eduktchar-
gen bzw. solchen, die vom Hersteller mit geringeren Reinheiten als >99% vertrieben
werden, spektroskopisch die korrespondierende 3-Chlorbenzoesiure (67) als Verun-
reinigung detektiert werden — eben jene Verbindung, die in der in dieser Arbeit etab-
lierten, chemoenzymatischen Synthese von (R)-10 als effektiver Cokatalysator der
AAR identifiziert werden konnte.

Da die organokatalytische Synthese von (R)-12 an Luft durchgefithrt wurde, war es
naheliegend anzunehmen, dass durch Oxidation des Aldehyds 13 wihrend der Reak-
tion signifikante Mengen der korrespondierenden Siure erzeugt wurden. Durch
Kreuzexperimente mit entgasten Reagenzien und Cyclohexan sowie gezielter Zugabe
niedermolekularer Mengen der korrespondierenden 3-Chlorbenzoesiure (67) konn-
te gezeigt werden, dass die autoxidative in sifu Generierung der Siure tatsichlich
einen signifikanten Einfluss auf die Reaktionsdynamik der AAR zwischen 3-Chlor-
benzaldehyd 13 und Aceton besitzt.
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Durch Autoxidation des Aldehyds 13 werden im Verlauf der Reaktion geringe Men-
gen an 3-Chlorbenzoesiure (67) gebildet, welche als Bronstedsiure sowohl ge-
schwindigkeits- als auch selektivititssteigernd auf die Bildung von (R)-12 wirken
(Abbildung 4.2).

(¢]
(s) Ph
C')L N f-ph
NH OH

o (5,8)-27,0.5 mol%

cl 2 mol% 67* Cl :
H (R)
9 Aq. Aceton (337 pL)*

1 Vol-Aq. Cyclohexan®

13 (R)-12
frisch destilliert (bez. auf Aceton)
24h,RT
@ produktbez. Umsatz [%] Bee [%]
100 - 86 84
> > 79.5 765
80 -
60 - 46
40 - 30
20 A
0
Cyclohexan und
Aceton entgast:  nein ja nein ja
Zugabe von 67: ja ja nein nein

Abbildung 4.2. Einfluss der Autoxidation auf die Synthese von (R)-12 im organischen Medium
(* = optionale Zugabe; 1+ = optional entgast).
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42 Chemoenzymatische Synthese von (R)-
Pantolacton

Das Ziel des zweiten Schwerpunktes dieser Doktorarbeit war die Entwicklung eines
nachhaltigen Prozesses zur Darstellung der Vitamin-Bs Vorstufe (R)-Pantolacton
((R)-80), welcher den Prinzipien der ,Griinen Chemie“ folgen soll.?*>***) Ausgehend
von dem kostengiinstig verfiigbaren, industriell etablierten Edukt Isobutanal (79)
sollte eine chemoenzymatische Zwei-Stufen-Synthese ohne die Isolierung des Inter-
mediates etabliert werden. Hierbei sollten beide Schritte katalytisch ablaufen, keine
bedenklichen oder giftigen Chemikalien Verwendung finden und das Stereozentrum
selektiv aufgebaut werden um einen Enantiomereniiberschuss von mindestens 95%
zu erreichen (Schema 4.3).

Kompatible Einzelschritte:
Chemoenzymatischer Prozess

Industriell etablierte Zwei-Stufen-Synthese

Ausgangsverbindung Ohne ZWiSCheniSOlierung
(@]
W)LH (0] Alkoholdehydrogenase
organo- HO (ADH) (R)
79 & ™ o~ HO
katalytisch / \
+ %
0 NAD(P)H NAD(P)*
o (R)-86 (R)-80
H 0 \ / OH
© )J\ ADH )\
85
Vermeidung
toxischer Chemikalien ' Enantiomerenreinheit:
Katalytische > 95% ee

Umsetzungen

Schema 4.3. Zielsetzungsparameter der nachhaltigen Pantolactonsynthese.

Im Zuge dieser Prozessentwicklung wurde zunichst die von MAHRWALD beschriebe-
ne,*3 Histidin-katalysierte, asymmetrische Aldolreaktion im Hinblick auf die mog-
lichst selektive und effektive Darstellung von (R)-86 optimiert. Das verbesserte Reak-
tionsgemisch fiir die organokatalytische Synthese von (R)-86 setzt sich, bezogen auf
den Akzeptor Ethylglyoxylat (85), aus zwei Aquivalenten des Donors Isobutanal (79)
sowie jeweils 10 mol% L-Histidin und einem Brenstedsiurecokatalysators im pK.-
Bereich zwischen vier und finf in einem dquimolaren Alkohol/Wasser-Solvenssystem
zusammen. Der verwendete Alkohol ist hierbei monovalent und besitzt eine Ketten-
linge kleiner drei (Schema 4.4). Der Einsatz von Methanol und Benzoesiure liefert
bei 79% ee einen Umsatz von 95%. Die analoge Reaktionsfithrung mit 2-Propanol
und Essigsiure liefert (R)-86 mit 79% Umsatz als auch 79% ee.



152 | CHEMOENZYMATISCHE SYNTHESE VON (R)-PANTOLACTON

10 mol-% L-His

0
o] O 10 mol-% Saure (4 < pK_< 5
N H (<K= ho o
H (¢] (R)
5 Toluol A
o)

Alkohol (1< C < 3)/Wasser

79 85 (1/1;n/n) (R)-86
2 Aq. 10 mmol 10°C, 24h 95% Umsatz
2.5M 90% Ausbeute

79% ee

Schema 4.4. Optimierte Reaktionsbedingungen zur Darstellung des Aldehyds ( R)-86.

Durch schrittweise Parameteroptimierungen konnte (R)-86 im Vergleich zum Litera-
turbenchmark (60% Ausbeute, 65% ee, 4 d Reaktionszeit)*%3! somit schneller sowie
mit hoherem Umsatz und optischer Reinheit gewonnen werden, was bereits fiir sich
betrachtet einen groflen Fortschritt darstellt.

Fir die nachfolgende Biotransformation des Aldolproduktes wurde die ADH-
katalysierte Reduktion gewahlt. Um den Gesamtprozess moglichst einfach zu halten
wurde die substratgekoppelte in situ Oxidation von 2-Propanol zu Aceton als Cofak-
torregenerierungssystem verwendet. Sowohl die Umsetzung von (R)-86 als auch die
Regenerierung des Coenzyms kénnen so mit demselben Enzym realisiert werden. Mit
der von evocatal® kommerziell erhiltlichen ADH-200 kann (R)-Pantolacton
((R)-80) aus dem isolierten und aufgereinigten Aldolprodukt (R)-86 in einem
2-Propanol/Puffer Gemisch in 24 Stunden mit 69% Umsatz und 95% ee erhalten
werden (Schema 4.5).

o 100 U/mmol ADH-200, 0
HO o~ 24h,RT HOLR)
(R) / \
\
(@)
NADH 2 mol% NAD*

(R)-86 (R)-80
78% ee o) \ / OH 69% Umsatz
1 mmol PN ADH-200 A 95% ee

0.625 mL 2-Propanol in
1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM)

Schema 4.5. Enzymatische Reduktion des Aldolproduktes (R)-86 unter in situ Cofaktorregene-
rierung mit 2-Propanol.

Im Hinblick auf die Kombination des organokatalytischen Teilschrittes (Schema 4.4)
mit dieser enzymatischen Reduktion ohne Isolierung des Intermediates (R)-86 er-
wies sich in Simulationsreihen die thermodynamische Limitierung der Biotransfor-
mation als Herausforderung. Wihrend die aus der Aldoladdition stammenden Sto6r-
komponenten wie Isobutanal (79), Essigsiure oder Toluol (vergleiche Schema 4.4)
leicht durch Evaporation aus dem Reaktionsgemisch des Intermediates abtrennbar
sind, hemmt das durch die Cofaktorregenerierung stochiometrisch auftretende Ne-
benprodukt Aceton (vergleiche Schema 4.5) die enzymatische Reduktion stark.
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Prozesstechnisch konnte die Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts hin zum
Reduktionsprodukt (R)-86 durch das Austreiben des entstehenden Acetons aus dem
Reaktionsgemisch realisiert werden. Mit Hilfe der in situ (Neben)Produktentfernung
(ISPR) durch konstantes Austragen des Gasraumes (schematischer Reaktionsaufbau
in Abbildung 4.3) konnte die thermodynamische Limitierung des Systems umgangen
werden.

ISPR-Bedingungen,
0 10 - 100 U/mmol ADH-200, o)
HO, 0~ 2 mol% NAD™* HO o
(R) (R)
A 1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
0 1.1 Aq. 2-Propanol,
(R)-86 24 h, RT (R)-80
78% ee
1 mmol
Druckluft [ty e 100 1
ruckiu: —_—
“ 85 \ 83 ﬂ 84 30 85 30
—— Abluft 81
60 -
o
o
o 40 -
° o
§Vol-% 2-Propanol o g | o 20 - a
in Wasser © 2°
| S
Reaktionsgefifd 0 T T T 1
1 2 3 4
B Umsatz [%] [—ee [%] ===ADH-200[U/mmol] Eintrag

Abbildung 4.3. Links: Schematische Darstellung der Reaktion unter ISPR (in situ Produktentfer-
nung)-Bedingungen. Rechts: Erzielte Umsitze und Enantiomereniiberschiisse der
enzymatischen Reduktion von (R)-86 unter ISPR-Bedingungen und sukzessiver
Verringerung der eingesetzten Enzymaktivitit.

Unter ISPR-Bedingungen konnte zwar der Umsatz von 69 auf 85% gesteigert sowie
die eingesetzte Enzymaktivitit von 100 auf 10 U/mmol gesenkt werden, jedoch wur-
de (R)-Pantolacton ((R)-80) mit einem Enantiomereniiberschuss von lediglich 80%
erhalten. Die hohe Selektivitit der Alkoholdehydrogenase lief8 sich jedoch durch
sukzessives Verkiirzen der Reaktionszeit konservieren. So wurde im Vergleich zum
Referenzsystem ohne Entfernung des Nebenproduktes Aceton unter ISPR-Be-
dingungen bei einer Reaktionszeit von zwei Stunden bei gleichbleibend hoher Selek-
tivitit (95% ee) ein signifikant héherer produktbezogener Umsatz von 86% erzielt
(Abbildung 4.4).

Die optimierten Einzelschritte wurden anschliefend erfolgreich in der angestrebten,
chemoenzymatischen Synthesesequenz nach Schema 4.3 miteinander kombiniert.
(R)-Pantolacton ((R)-80) konnte so ohne Zwischenisolierung, -extraktion oder -
aufreinigung des Intermediates (R)-86 dargestellt werden (Schema 4.6). Die Entfer-
nung fliichtiger Bestandteile aus dem Rohproduktgemisch der Aldolreaktion ist je-
doch obligatorisch.
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ISPR-Bedingungen,
(@] 10 U/mmol ADH-200, (e}
HO o0~ 2 mol% NAD* HO o
(R) (R)
A 1.875 mL Puffer pH 8 (100 mM),
o 1.1 Aq. 2-Propanol,
(R)-86 0.5-24h RT (R)-80
78% ee
1 mmol
B Umsatz [%] Dee [%]
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 . . . . .
0.5 1.0 1.5 2.0 3.0 24.0

Reaktionsdauer [h]

Abbildung 4.4. Einfluss der Reaktionsdauer auf den erzielbaren Umsatz bzw. Enantiomereniiber-
schuss bei der Darstellung von (R)-80 unter ISPR-Bedingungen.

o Chemoenzymatische o
o Zwei-Stufen-Synthese HO 0
* /\OJ\H/H : : ®)
H unter ISPR-Bedingungen
(e}
79 85 (R)-80
2 Aq. 1 Aq. 79% Umsatz
2.5M 70% Ausbeute
95% ee
500 mM (R)-86
ISPR Bedingungen
10 mol% L-His (e] 10 U/mmol ADH-200
10 mol% Essigsdure HO, 2 mol-% NAD*
@ o
0.4 mL/mmol 85 1.87S mL Puffer pH 8 (100 mM)
2-Propanol/Wasser 1/1 (n/n) \O 1.1 Aq. 2-Propanol
241, 10°C (R)-86 RT,2h
79% Umsatz
79% ee

(R)-86 wird als unaufgereinigtes
Rohproduktverwendet

Schema 4.6. Chemoenzymatische Darstellung von (R)-80 ohne Isolierung der Zwischenstufe
(R)-86.
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Bei einer Gesamtkonzentration der Edukte von 7.5 M im ersten und 500 mM im
zweiten Schritt der Synthesesequenz wird (R)-80 mit einem Gesamtumsatz von 63%
bzw. einer —ausbeute von 55% und 95% ee erhalten. Im Vergleich zu dem bisher ein-
zigen chemoenzymatischen Zugang zu (R)-Pantolacton ((R)-80) auf Isobutanalbasis
nach SHIMIZU (52% Ausbeute, 94% ee vor Umkristallisation ) **) werden im Beson-
deren auf der Stufe der Biotransformation dabei saimtliche Prozessparameter der Lite-
ratursyntheseroute tibertroffen: Bei einer im Vergleich zu 14.5 Stunden wesentlich
kiirzeren Reaktionszeit von zwei Stunden wird eine signifikant hohere Eduktkonzent-
rationen von 500 mM (Literatur: <80 mM)** erreicht. Die erreichte Produktivitit
des biokatalytischen Teilschrittes ist dabei mit einer Raum-Zeit-Ausbeute von
33 grrso-L-h! gleichzeitig beinahe um den Faktor 50 hoher als im Referenzsystem
(0.67 g(r-s0-L-h!).[4 So kann mit dem in dieser Arbeit entwickelten Biotransforma-
tionsprozess innerhalb einer Stunde eine Produktmenge an (KR)-Pantolacton ((R)-
80) hergestellt werden, fiir die nach der Literatursynthese volle zwei Tage bendtigt

werden.!45]

Die Nachhaltigkeit des Prozesses kann noch weiter verbessert werden, sobald der
Biokatalysator wiederverwendet werden kann. Dieses konnte durch die Kombination
der Biotransformation von (R)-86 unter ISPR-Bedingungen mit der derivatisierungs-
und trigerfreien Recyclierung des Enzyms unter Verwendung einer Groflenaus-
schlussmembran (MWCO-Membran) erreicht werden. Die eingesetzte Enzymaktivi-
tit konnte durch die wiederholte Verwendung in fiinf aufeinander folgende Cyclen
auf 2 U/mmol gesenkt werden ohne das ein Umsatzriickgang oder Selektivititsverlust
detektieren wurde (Abbildung 4.5).

o 10 U/mmol ADH-200, o
HO 10 kDa MWCO-Membran
@ O o o
A ISPR-Bedingungen, 2 h, RT
O
pro Cyclus zugefiigt:

(R)-86 3.75 mL Puffer (pH 8, 100 mM), (R)-80

78% ee -

N : 1.1 Aq. 2-Propanol,

mmoe 2 mol% NAD*
(pro Cyclus)
9s 96 95 95 95
100 -

80 77 75 77 78
80 A
60 -
40 -
20 -

0 r r r r
1 2 3 4 S
Cyclus B Umsatz [%] Oee[%]

Abbildung 4.5. Recyclierungsversuche zur Synthese von (R)-80 unter Riickhalt der ADH und
ISPR-Bedingungen.
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Die in dieser Arbeit etablierte Alternativroute zur Synthese von (R)-Pantolacton
((R)-80) ist im Vergleich zur grofStechnischen Herstellung des Vitamin-Bs Bausteins
(vergleiche Kapitel 3.1, Schema 3.2) nicht nur wesentlich kiirzer, sie adressiert auch
beinahe alle Aspekte der ,Griinen Chemie“ erfolgreich. So werden 1.) keine fiir
Mensch oder Umwelt toxischen Stoffe verwendet, 2.) keine Hilfschemikalien wie
chirale Auxiliare zur Racematspaltung benutzt, da das Stereozentrum wihrend der
Synthese generiert wird und 3.) die Einzelschritte bei Raumtemperatur oder unter
lediglich schwacher Kiihlung durchgefiihrt. Der Prozess beinhaltet 4.) keine Arbeits-
schritte oder Verbindungen, die ein erhohtes Gefahren- oder Unfallpotential bergen
sowie S.) ausschliellich katalytische Umsetzungen. Bei der Darstellung von (R)-80
werden 6.) keine Schutzgruppen benétigt und 7.) es kommen aus umwelttechnischer
Sicht ausschlieflich unbedenkliche (Toluol) oder besonders zu bevorzugende (Was-

ser, Methanol, 2-Propanol, Aceton) Losungsmittel zum Einsatz.[!>"]



SUMMARY | 157

S  Summary
5.1 Chemoenzymatic Synthesis of 1,3-Diols

The aim of this section was the heterogenization of an alcohol dehydrogenase and the
establishment of a chemoenzymatic two-step process for the synthesis of 1,3-diols,
implementing the immobilized organocatalyst (5;5)-11, recently developed by Kris-
TENSEN et al (Scheme 5.1)!1%8] The biocatalyst immobilisate should be accessible via
easy and fast preparation on an economically attractive support and show good reus-
ability properties over several reaction cycles. As model system the well-investigated
synthesis of (1R35)-1-(3-chloro-phenyl)butane-1,3-diol ((1R35)-10) was cho-

sen.[60-65]
O
CIO)LH
13 immobilized
organocatalyst
+

immobilized OH OH
biocatalyst Cl -
R)>(8)

(R)-12
(859)-11 (8)-selective
alcohol dehydrogenase
P (1R3$)-10
‘ OH O [
. cl w
via (R)
(R)-12

Scheme 5.1. Modular synthesis of (1R,3)-1-(3-chlorophenyl)butane-1,3-diol ((1R35)-10) using
immobilized catalysts (depicted in grey: aldol reaction intermediate (R)-12).

For the preparation of the enzyme immobilisate, superabsorbent polymer Favor SXM
9155°, which has already been successfully applied for the non-covalent binding of
alcohol dehydrogenases,62#25%] was chosen as support. However, applying co-
superabsorbed ($)-selective Rsp-ADH and NAD* for the synthesis of (1R,35)-10 in
an aqueous medium showed severe leaching, rendering the immobilisate useless after
three consecutive reaction cycles. In contrast, utilizing the hydrogel immobilisate in
water-saturated, hydrophobic organic solvents like cyclohexane led to the compart-
mentation of hydrophilic and water-immiscible reaction components. While leaching
of both, the biocatalyst and the coenzyme out of the polymer matrix was prevented,
mass transfer of the starting material (R)-12 and the product (1R,35)-10 through the
hydrogel/organic phase barrier was maintained at a level high enough for an efficient
biotransformation (Figure S.1).
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Yielding (1R35)-10 in >99% ee, the enzyme immobilisate showed not only excellent
reusability in organic solvents with just five equivalents of 2-propanol per cycle, but
also obviates the need for product extraction as the diol (1R35)-10 accumulates in
the organic phase and can be isolated by simple decantation. Intrinsically, the applica-
tion of the established superabsorbed coimmobilisate is superior compared to the
utilization of free enzyme and cofactor in terms of catalyst loading.

immobilisate containing of
32 U/mmol Rsp-ADH

4.5 mol-% NAD"
OH O 63 mg Favor SXM 9155 OH OH
Cl . Cl .
(R) R)>7(8)
24 h, rt
(R)-12 per cycle added (1R35)-10
95% ee 5 eq. 2-propanol >99% ee
180 pL buffer (pH 7, 100 mM)
0.5 mmol
7.5 mL water-saturated cyclohexane
>99 >99 >99 >99
: 89 86 8
100 S 79
80 -
60 -
40 -
20 -
0 . . .
1 2 3 4
reaction cycle B conversion [%] Dee [%]

Figure S5.1. Recycling studies on the immobilized Rsp-ADH in cyclohexane.

Setting up a chemoenzymatic process according to Scheme 5.1, implementing the
heterogenized organocatalyst (,$)-11, afforded the compatibilization of both reac-
tion steps. In comparison to published results for the aldol addition of 3-chloro-
benzaldehyde (13) and acetone using catalyst (5;5)-11 in aqueous media,[*! a high
catalytic performance in cyclohexane was only achieved when 2 mol% of 3-chloro-
benzoic acid (67) were added to the reaction mixture, facilitating the formation of
(R)-12 with high enantiomeric excess of 95% and a nearly quantitative conversion of
95% (91% product related conversion; Scheme 5.2, step one).

After evaporation of all volatile materials, the crude aldol reaction product mixture is
dissolved in cyclohexane and converted to (1R,35)-10 using the above-mentioned
superabsorber coimmobilisate. The diol (1R,35)-10 was obtained in a product rela-
ted conversion of 89% (81% overall product related conversion based on alde-
hyde 13) and an excellent enantiomeric excess of >99% with a diastereomeric ratio of
>35:1. As the process is running completely in cyclohexane, no extraction of
(1R35)-10 is necessary and the diol product can be obtained by simple evaporation.
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two-step-reaction QH OH
? 9 without isolation of intermediates Cl (R) (s)CH
Cl )j\ 3
+ immobilized organocatalyst
immobilized biocatalyst (R.S)-10
Y
13 4.5 mmol 89% conversion
0.5 mmol 89% product related conv.
>99% ee
O Ph >35:1dr
(s), Ph
W SO
NH OH
(8,8)-11, 10 mol%
2 mol% 67 immobilized (S)-ADH
cyclohexane from Rhodococcus sp.
3°C,24h ol oH © 4.5 mol% NAD*
— (R) CH,

cyclohexane, rt, 24 h
S eq. 2-propanol
not isolated - &prop
(R)-12
95% conversion
91% product related conv.

95% ee

Scheme 5.2. Chemoenzymatic synthesis of (1R35)-10 using heterogenized catalysts in cyclo-
hexane.

Furthermore, it was observed that the outcome of the asymmetric aldol reaction
(AAR) in terms of achievable conversion to (R)-12 and stereoselectivity was influ-
enced by the purity of the starting material 13. The counter-intuitive relation that
distillation of 13 (>99% purity) led to lower conversions in the AAR could be at-
tributed to the sensibility of the aldehyde to oxygen as the corresponding 3-chloro-
benzoic acid (67) was identified as the sole impurity in substrate formulations of low-
er purity. In this work the acid 67 was already identified to be an active cocatalyst in
the AAR of 3-chlorobenzaldehyde (13) and acetone (Scheme 5.2) and as the reaction
is carried out under aerobic conditions, it was assumed that autoxidation of the start-
ing material 13 amplifies the formation of (R)-12.

The influence of autoxidatively formed 3-chlorobenzoic acid (67) on the reaction
kinetics of the asymmetric aldol reaction between 3-chlorobenzaldehyde (13) and
acetone was validated by cross-checking. For this purpose the non-immobilized ana-
logue ((8,8)-27) of (88)-11 was used in a reaction setup similar to that shown in
Scheme 5.2 (step one). Comparative experiments were conducted using degassed
cyclohexane and acetone and optionally the acid was added at the start of the reac-
tion. It was shown that the presence of oxygen and hence the autoxidation of 3-
chlorobenzaldehyde (13) to its corresponding acid 67 does have a significant influ-
ence on the reaction dynamics of the aldol reaction for the acid acts as an efficient
cocatalyst (Figure 5.2).
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o /é )
) P

C,)L N Ph
NH OH

0 (8,5)-27,0.5 mol% OH O
Cl 2 mol% 67* cl :
H (®)
9 eq. of acetone (337 uL)*
1 Vol-eq cyclohexane®
13 dcyeionex (R)-12

freshly distilled (ref. to acetone)
24 h, rt

@ product related conversion [%] Hee [%]
100 -

80 -
60 -
40 -

20 A

0

degassed cyclohexane
and acetone used: no yes no yes

addition of 67: yes yes no no

Figure 5.2. Influence of oxygen on the formation of (R)-12 in cyclohexane (* = optionally added;
+ = optionally degassed).
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5.2 Chemoenzymatic Synthesis of (R)-Pantolactone

The aim of this section was the development of a sustainable process for the synthesis
of the vitamin Bs precursor (R)-pantolactone ((R)-80), following the principles of
“Green Chemistry”.3"%*3] Starting from the highly available, industrially well-
established reactant isobutanal (79), the lactone (R)-80 should be formed in a che-
moenzymatic two-step all-catalytic synthesis without isolation or purification of in-
termediates. Furthermore, harmful or toxic reagents should be avoided and (R)-80 is

needed in an enantiomeric purity of at least 95% ee (Scheme 5.3).

isolation of intermediates

Compatible reaction steps:
chemoenzymatic process o
Industrially established Two-step synthesis without

starting material

O
YLH o o
organo- HO alcohol dehydrogenase (ADH) (R)
79 T lvtie ﬂ%ﬁo o — "o
catalytic / \
+ \O

) NAD(P)H NAD(P)*

HJ\[(O\/ (R)-86 )(J)\ \ADH/ )O\H (R)-80

Avoidance of
toxic reagents ) Enantiomeric purity:
All-catalytic > 95% ee
reactions

Scheme 5.3. Parameters for the sustainable synthesis of ( R)-pantolactone ((R)-80).

Initial studies were based on the organocatalytic aldol reaction step leading to inter-
mediate (R)-86 published by MAHRWALD.*! Subsequent parameter optimization
gave an optimized reaction setup consisting of a 2.0:1.0:0.1 molar ratio of isobutanal
(79):ethyl glyoxylate (85):L-histidine in an equimolar mixture of a low molecular
monovalent alcohol (C<3) and water (Scheme 5.4). By adding a Bronsted acid with a
pK. value between four and five and conducting the asymmetric aldol reaction (AAR)
at slightly lowered temperatures, the aldol addition product (R)-86 was obtained with
up to 95% conversion (90% yield) and 79% ee within 24 hours in the case of metha-
nol and benzoic acid (for comparison: 2-propanol/acetic acid gave (R)-86 with both
79% conversion and ee).

Compared with the literature benchmark (60% yield, 65% ee, 4 d reaction time), %!
the setup summarized in Scheme 5.4 leads to the formation of aldol product (R)-86 in
shorter reaction time and higher selectivity as well as conversion.
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10 mol-% L-His

(@]
o] o 10 mol-% acid (4 < pK_< )
SPR,= HO
u + /\O)STH o O/\
toluene
(o) \O

alcohol (1< C < 3)/water

79 85 (1/1;n/n) (R)-86
2eq. 2.5M 10°C, 24 h 95% conversion
90% yield
79% ee

Scheme 5.4. Optimized reaction setup for the synthesis of (R)-86.

The following selective reduction was achieved via an ADH-catalyzed biotransfor-
mation of the aldol product using the substrate-coupled cofactor regeneration ap-
proach by simultaneous oxidation of 2-propanol to acetone, accomplished by the
same enzyme (Scheme S5.5). Employing the commercially available ADH-200,
(R)-pantolactone ((R)-80) was synthesized from purified (R)-86 in 69% conversion
with 95% ee.

o 100 U/mmol ADH-200, 10
HO o0~ 24 h,rt HOLR
(R) / \
\
(@)
NADH 2 mol% NAD*

(R)-86 (R)-80
78% ee o) \ / OH 69% conversion
1 mmol PN ADH-200 A 95% ee

0.625 mL 2-propanol in
1.875 mL buffer (pH 8, 100 mM)

Scheme 5.5. Enzymatic reduction of the aldol product (R)-86 with in situ cofactor regeneration
using 2-propanol as cosubstrate.

Concerning the combination of this enzymatic reduction with the AAR shown in
Scheme 5.4, the challenge for a successful setup of a two-step process without isola-
tion of the intermediate (R)-86 turned out to be directly linked to the stoichiometric
side product formation of the biotransformation step, namely acetone. As the reduc-
tion of (R)-86 is related to the oxidation of 2-propanol to acetone due to the sub-
strate-coupled cofactor regeneration system (Scheme 5.5), the unpreventable genera-
tion of acetone leads to an impaired conversion rate in the synthesis of (R)-panto-
lactone ((R)-80).

Aiming to overcome this thermodynamic limitation, the reaction setup shown in
Figure 5.3 was applied. By stripping the low-boiling side product acetone from the
reaction mixture with compressed air, the reactivity of the biocatalyst was maintained
at maximum rate over the whole reaction time. However, on the same time scale as in
Scheme S.5, using the in situ (side) product removal (ISPR) setting gave (R)-80 at a
significantly lower catalyst loading (10 U/mmol vs. 100 U/mmol) with a high con-
version of 85% (vs. 69%), but at the expense of enantiomeric purity (80% vs. 95%).
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ISPR-conditions,
(e} 10 - 100 U/mmol ADH-200, [e)
0, +
HO o0~ 2 mol% NAD HO o
(R) (R)
N\ 1.875 mL buffer (pH 8, 100 mM),
o 1.1 eq. 2-propanol,
(R)-86 24 h, rt (R)-80
78% ee
1 mmol
compressed [ 1 100
air [ ]
80 - T ] — —
1 exhaust
60 -
o
o
40 -
o
° o
5 Vol-% 2-propanol o g ] o 20 - N
in water 9 :o
e’
reaction vessel 0 - T T T d
1 2 3 4
B conv. [%] T—ee [%] =3=ADH-200[U/mmol] entry

Figure 5.3. At left: schematic setup for a reaction under ISPR (in situ product removal)-con-
ditions. At right: conversions and enantiomeric excesses for the enzymatic reduction of
(R)-86 under ISPR-conditions and subsequent decrease of the applied enzyme activi-

ty.

Continual decreasing the reaction time restored the afore-observed high selectivity of
ADH-200. In summary it can be stated that under ISPR-conditions the biotransfor-
mation of (R)-86 can be accomplished in only two hours, giving (R)-pantolactone
((R)-80) in 95% ee (86% conversion) with only 1.1 equivalents of 2-propanol
(Figure 5.4).

At this point it has to be emphasized that not only a highly efficient biotransformation
step for the synthesis of (R)-80 overcoming the thermodynamic limitation of the
substrate-coupled cofactor regeneration was established. It was also successfully
combined in a chemoenzymatic two-step process without the time consuming isola-
tion of the intermediate (R)-86 (Scheme 5.6). The only obligatory operation is the
removal of volatile compounds before reacting (R)-86 to (R)-80.

With substrate concentrations of 7.5 M for the aldol addition and 500 mM for the
biotransformation step, (R)-80 can be synthesized with an overall conversion of 63%
(overall yield 55%) and 95% ee. Compared with the (to date sole) chemoenzymatic
access to (R)-pantolactone ((R)-80) based on the starting material isobutanal (79)
by SHIMIZU (52% yield, 94% ee without recrystallisation),!*") the herein presented
reaction sequence is a significant improvement, especially concerning the process
parameters of the biotransformation step: Contrary to a reaction time of 14.5 hours
and a substrate concentration of less than 80 mM,*°! the synthesis of (R)-80 can be
accomplished in two hours at a substrate concentration of 500 mM, while the space-

450]

time-yield is improved nearly fiftyfold from 0.67 g(z.so-L"-h"! to 33 g(r)so L 'L
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ISPR-conditions,

(@) 10 U/mmol ADH-200,
HO 2 mol% NAD*
@ O 0 o
Q 1.875 mL buffer (pH 8, 100 mM),
¢) 1.1 eq. 2-propanol,
(R)-86 0.5-24h,rt (R)-80
78% ee
1 mmol
B conversion [%] Dee [%]
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 r r r r r
0.5 1.0 1.5 2.0 3.0 24.0

reaction time [h]

Figure 5.4. Correlated conversions and optical purities of (R)-80 at different reaction times using

the ISPR setup.
o chemoenzymatic o
Q H two-step-synthesis HO 0
+
W)LH OJ\W using ISPR-conditions ®
(@)
79 85 (R)-80
2eq. leq. 79% conversion
25M 70% yield
95% ee
500 mM (R)-86
ISPR conditions
10 mol% L-His 0 10 U/mmol ADH-200
10 mol% acetic acid HO N 2 mol-% NAD*
0.4 mL/mmol 85 ® 1.875 mL buffer (pH 8, 100 mM)
2-propanol/water 1/1 (n/n) \O 1.1 eq. 2-propanol
241, 10°C (R)-86 rt, 2 h
79% conversion
79% ee

(R)-86 is used as
unpurified crude product

Scheme 5.6. Chemoenzymatic synthesis of (R)-pantolactone ((R)-80) without purification of
intermediates.
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In order to further enhance the overall process efficiency, the ISPR-setting was cou-
pled to a support- and derivatization-free recycling of the enzyme using a molecular
weight cut-off membrane (MWCO). By means of this setting, the biocatalyst was
successfully recycled over five consecutive reactions without any loss in selectivity or
enzyme activity, lowering the applied alcohol dehydrogenase activity down to
2 U/mmol (R)-86 (Figure S.5).

O 10 U/mmol ADH-200, O
HO 0~ 10 kDa MWCO-membrane HO
(®) @\ P
N ISPR-conditions, 2 h, rt
(@)
per cycle added:
(R)-86 3.75 mL buffer (pH 8, 100 mM), (R)-80
78% ee
) . 1.1 eq. 2-propanol,
mmo 2 mol% NAD*
(per cycle)
95 96 95 95 95
100 -
80 77 7 77 78
80 -
60 -
40 -
20 -
0 . . . .
1 2 3 4 S
cycle B conversion [%] Dee [%]

Figure 5.5. Recycling experiments for the synthesis of (R)-pantolactone ((R)-80).

The chemoenzymatic process for the synthesis of (R)-pantolactone ((R)-80) estab-
lished in this work can be seen as a valuable alternative to the industrial method in
many respects: It is less time consuming and does not contain any harmful or toxic
reagents. Besides, nearly all criteria with regard to a “Green Synthesis” are fulfilled:
No chiral templates or protective groups have to be applied, the stereocenter is build
up during the process and not vza chiral resolution, all steps are catalytic and conduc-
ted at room temperature or simply under slight cooling while all solvents are either

tolerable and uncritical (toluene) or favoured (water, acetone, methanol, 2-propa-
nol).[130]
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6 Experimenteller Teil
6.1 Verwendete Chemikalien und Gerite

Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien sind kommerziell erhaltlich und wurden von aber
GmbH & Co. KG, Acros Organics (Thermo Fisher Scientific), AppliChem GmbH,
Carl Roth, Fluka (Sigma-Aldrich) oder TCI Europe N. V. bezogen. Sofern nicht an-
ders angegeben werden alle Reagenzien und Lésungsmittel ohne weitere Aufreini-
gung verwendet.

Isobutyraldehyd (73) wird ausschlieflich nach destillativer Aufreinigung bei Atmo-
sphirendruck (Badtemp.: 75°C, Kopftemp.: 64°C) verwendet. Das Aldolprodukt 86
wird in einer Mindestreinheit von 95% verwendet. Die Uberpriifung der Reinheit
erfolgt hierbei per 'H-NMR-Analytik. Sofern der Mindestreinheitswert unterschritten
wird erfolgt die Aufreinigung destillativ bei 0.2 mbar (Badtemp.: 95°C, Kopftemp.:
73°C). Die Verunreinigung des verwendeten 3-Chlorbenzaldehyds (13) durch 3-
Chlorbenzoesiure (67) wird stichprobenartig vor der Verwendung des Aldehyds
mittels "H-NMR-Spektroskopie bestimmt. Werden hierbei mehr als 5% Saure detek-
tiert, so wird der Aldehyd destillativ bei 0.5 mbar aufgereinigt (Badtemp.: 65°C, Kopf-
temp.: 46°C). Grofere Mengen des Prolinamidkatalysators ($;5)-27 wurden von der
Arbeitsgruppe BERKESSEL (Universitit zu Kéln) zur Verfiigung gestellt. Das analoge
Phenylderivat (5$)-43 wurde von RULLI synthetisiert und konnte im Zuge eines
Kooperationsprojektes mit dem Arbeitskreis Hansen (University of Oslo, Norwegen)
in der immobilisierten Form (5,5)-11 erhalten werden. Beide Organokatalysatoren
wurden freundlicherweise fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.

Die verwendeten Pufferlésungen richten sich nach dem entsprechenden pH-Bereich.
pH=3.8-4.6:  Essigsiure/Acetatpuffer; pH 6.3-8.1: Kaliumdihydrogenphos-
phat/Kaliumhydroxid; pH 8.5-9.0: Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS)/Salzsdure; pH 9.6: Ethanolamin/Salzsiure.

Der Superabsorber Favor SXM9155° wurde als Hochschulspende von Evonik In-
dustries AG zur Verfiigung gestellt.

Biokatalysatoren und Coenzyme
Die verwendeten Alkoholdehydrogenasen aus Lactobacillus kefir (Lk-ADH) und
Rhodococcus sp. (Rsp-ADH) wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe

Hummel (Universitit Diisseldorf, Institut fiir molekulare Enzymtechnologie, For-

schungszentrum Jiilich) zur Verfiigung gestellt und als nicht weiter aufgereinigte Zell-

rohextrakte der Uberexprimierung in E. coli verwendet.5*!) Die kommerziell erhaltli-

che Alkoholdehydrogenase ADH-200 (Katalognummer 1.1.200, CAS: 9031-72-5)

[502] Dje kommerziell erhiltliche Glucosede-

wurde von der evocatal GmbH bezogen.
hydrogenase (Bezeichnung: Amano 2) stammt von Amano Enzyme Inc.
Die Cofaktoren NAD(P)H und NAD(P)* wurden von Oriental Yeast Co. Ltd. bezo-

gen.
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Chromatographie

Samtliche siulenchromatographischen Aufreinigungen erfolgen auf Kieselgel (Merck
Millipore Kieselgel 60) als stationire Phase. Diinnschichtchromatographische Unter-
suchungen werden mithilfe von Kieselgelplatten mit Fluoreszenzindikator auf Alumi-
niumtrigerfolie (F254) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgt per Fluoreszenzloschung
unter UV-Licht der Wellenlinge 254 nm oder unter Zuhilfenahme einer Kaliumper-
manganat-Tauchlésung (bestehend aus 3 g Kaliumpermanganat, 20 g Kaliumcarbo-
nat, S ml 5% Natriumhydroxidlésung und 300 ml Wasser) unter nachfolgendem Er-

warmen.

NMR-Spektroskopie
Die NMR-spektroskopischen Untersuchungen werden an einem S500-MHz-

Multiresonanzspektrometer (Avance DRX 500) der Firma Bruker bei einer Messfre-
quenz von 500.05 MHz und Raumtemperatur aufgenommen. Die chemischen Ver-
schiebungen § (angegeben in ppm) der IH-NMR und 13C-NMR-Spektren werden
auf Restwasserstoffsignale der verwendeten deuterierten Losungsmittel referenziert
(CDCl; 8§ = 7.26 ppm (1H), § = 77.16 ppm (13C); Aceton-ds § = 2.0S ppm (1H),
§ =29.84, 206.26 ppm (13C); CD;OD § = 3.31 ppm (1H), § = 49.00 ppm (13C);
D,0 8§ = 4.79 ppm (1H)).%! Die Spinmultiplizititen werden als br (broad), s (Sin-
gulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett), dd (Dublettaufspaltung eines Dubletts
oder Doppeldublett), dt (Dublettaufspaltung eines Tripletts) oder m (Multiplett)
angegeben.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Analytische HPLC-Messungen werden mithilfe der iiberkritischen (oder auch
superkritischen) Fliissigkeitschromatographie (SF Chromatographie) mit folgendem
Setup erhalten: Sampler/Injector AS-2059-SF Plus (Jasco), Riickdruckregulator BP-
2080 Plus (Jasco), Detektor MD-2010 Plus (Jasco), Cryostat F250 (Julabo),
Pumpeinheit PU-2080 Plus (Jasco), Entgaser DG-2080-53 (Jasco), net box LC-Net
II/ADC (Jasco), Saulenofen CO-2060 Plus (Jasco). Das Laufmittel besteht aus einer
Mischung von Kohlenstoffdioxid und entweder reinem Isopropanol oder einem
Hexan/Isopropanolgemisch und wird softwaregesteuert vollautomatisch gemischt.
Die verwendeten Losungsmittel besitzen die groitmogliche Reinheit (HPLC-grade
solvent).

Die Trennung erfolgt an Daicel Chiralpak® AD-H, OD-H oder OJ-H Saulen.

Da technisch bedingte Abweichungen der Retentionszeiten nicht ausgeschlossen
werden kénnen, werden die erhaltenen Signale bei signifikanten Abweichungen von t;
> 2 min durch kreuzweises Aufstocken der fraglichen Proben durch korrespondieren-
de racemische Gemische oder entsprechenden Gegenenantiomeren-angereicherte
Verbindungen verifiziert.

Kryostat

Alle Reaktionen, die nicht bei Raumtemperatur durchgefithrt werden und einer ex-
ternen Temperaturkontrolle bediirfen, werden in einer mit Isopropanol gefiillten
Riihrzelle mit Kithlmantel durchgefiihrt. Als Kryostat kommt der Refrigerated Circ
Model 1166D von VWR zum Einsatz.
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Elementaranalyse

Elementaranalytische Untersuchungen werden am Perkin-Elmer-240 Elementarana-
lysator durchgefiihrt.

Gaschromatographie

Quantitative gaschromatographische Messungen zur Umsatzbestimmung werden mit
dem GC 2010 Plus (Autoinjector AOC-20i (Shimadzu), Autosampler AOC-20s
(Shimadzu)) ausgestattet mit einer Rxi-Sms (Restek®) Siule (25 m Linge, Innen-
durchmesser 0.2 mm, Schichtdicke 0.33 um) durchgefiihrt. Die Messung erfolgt iso-
therm bei 140°C und einer Dauer von 3 min. Sowohl der Splitinjector als auch der
Flammenionisationsdetektor (FID) besitzen eine Temperatur von 230°C.
Analytische Messungen zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit werden mit dem
GC 2010 (AOC-20i Autoinjector) unter Verwendung einer Rt-BDEXm (Restek®)
Siule (30 m Linge, Innendurchmesser 0.25 mm, Schichtdicke 0.25 pm) bei folgen-
dem Temperaturschema durchgefithrt: 10 min bei 80°C, Heizrate: 10°C/min bis auf
120°C, 10 min bei 120°C halten.

UV/Vis-Spektroskopie
Fiir die photometrische Bestimmung der Enzymaktivitit wird das Photometer V-630

von Jasco verwendet.

Riihrzelle

Derivatisierungs- und tragerfreie Enzym-Recyclierungs-versuche werden in einer 10
mL Riihrzelle (Merck Millipore Amicon stirred cell model 8010) mithilfe von Ultra-
filtrationseinsitzen (Merck Millipore Ultracel PL-10 wultrafiltration discs) mit einer
Ausschlussgrenze von 10 kDa durchgefiihrt.
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6.2 Allgemeine Methoden

Photometrische Bestimmung der Enzymaktivitit beziiglich der Reduktion von Alde-
hyden und Ketonen

Die Enzymaktivitit beziiglich der Reduktion wird spektrophotometrisch bei einer
Wellenlinge von 340 nm durch Messung des Verbrauchs von NAD(P)H durch Oxi-
dation zu NAD(P)* in Gegenwart des Aldehyds oder Ketons als Substrat bestimmt.
Hierzu werden Stammldsungen der verschiedenen Substrate (jeweils 10 mM) und
eine 12.5 mM NAD(P)H-Lésung in Phosphatpuffer (pH 7.0, 100 mM) hergestellt.
Um die Hintergrundaktivitit des Enzyms zu bestimmen wird zunichst eine Nullrefe-
renz erstellt. Hierzu wird der nachfolgend beschriebene Photometertest ohne Sub-
strat, das heifit nur mit Puffer, der Cofaktor- und der Enzymlésung, durchgefiihrt.

In eine 1 mL Messkiivette werden 960 pL der entsprechenden Substratlosung und
20 uL der NAD(P)H-Lésung pipettiert. Liegt die gemessene Absorption der so her-
gestellten Losung iiber 1, so wird die Cofaktorstammlosung so lange verdiinnt, bis
nach Durchmischen mit der Substratlosung eine Absorption kleiner 1 detektiert wird.
Anschliefend werden 20 pL einer Enzyml6sung zugegeben und die Losung gut
durchmischt. Betrigt die Differenz zwischen der gemessenen Absorption vor und
nach der Zugabe der Biokatalysatorlosung mehr als 0.05, so wird die Enzymlosung
verdiinnt (Verdiinnungsfaktor f). Mit einer entsprechend verdiinnten Enzymlésung
wird die Kinetikmessung so schnell wie moglich gestartet. Das Messintervall betragt
in der Regel 2 min, wobei eine Datenpunktaufnahme alle 0.5 sec erfolgt.

Zur Ermittlung der Anfangsgeschwindigkeit der enzymatischen Reduktion wird eine
Regressionsgerade an den erhaltenen Graphen im Bereich von 0 sec < t > 45 sec ange-
legt. Liegt der Korrelationskoeffizient der Geraden unter 0.98, so wird die Enzymlo-
sung weiter verdiinnt und die Messung erneut gestartet. Alle Messungen werden
mindestens in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Differenz zwischen der Stei-
gung der Regressionsgeraden bei Vermessen der Nullreferenz und dem entsprechen-
den Wert, der mit Substrat gemessen wird, bezeichnet den Parameter AE340nm/t in
unten gezeigter Gleichung.

U AEsgonm Vg f

mL  t-Vp-énappyn - d

mit

d [cm] Schichtdicke der Kiivette

AE340n0m/t Abnahme der Absorptionskurve

enape)u [ml-pmol’.cm™]  molarer Extinktionskoeffizient von NAD(P)H
t Verdiinnungsfaktor der Enzym-losung

U/mL [pmol-min’mL"]  Units pro Milliliter

\ Gesamtvolumen

V, Probenvolumen

Die so erhaltenen Werte werden als relative Aktivititen auf die jeweiligen Stan-
dardsubstrate der vermessenen Alkoholdehydrogenasen referenziert.
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Als Standardsubstrate werden Acetophenon (Lk-ADH), 4-Chloracetophenon (Rsp-
ADH) und Acetessigester (ADH-200) verwendet. Alle in dieser Arbeit fiir Biotrans-
formationen beschriebenen Enzymaktivititen beziehen sich auf die jeweiligen Mess-
werte, die mit dem Standardsubstrat erhalten werden um auch bei der Umsetzung
verschiedener Edukte einen gemeinsamen, internen Standard zu gewiahrleisten.

Reaktionsfiihrung
Wenn nicht anders angegeben, werden alle Reaktionen in geschlossenen Reaktions-

gefiflen durchgefiihrt. Reaktionen unter Aufrechterhaltung einer Argon-Schutzgas-
atmosphare werden nach mindestens zweimaligem Austauschen des Gasraumes im
Kolben durch das Schutzgas unter Aufsatz eines mit mindestens dem finffachen Vo-

lumen des jeweils verwendeten Reaktionsgefifies mit Argon befiillten Ballons durch-
gefiihrt.

Erstellen einer Kalibriergeraden zur quantitativen Umsatzbestimmung von Pantolac-
ton 80 und Aldolprodukt 86 am Gaschromatographen

Fiir die Erstellung der Kalibriergeraden werden acht Proben unterschiedlicher Kon-

zentrationen von Pantolacton und aufgereinigtem Aldolprodukt vermessen. Beide
Stoffe werden hierbei jeweils zusammen in definierten Mengen in einen 100 mL
Messkolben eingewogen und in Ethylacetat gelost. Aus den acht Stamml6sungen
definierter Massenkonzentrationen werden jeweils sechs GC-Proben entnommen,
um durch Mehrfachbestimmung abweichende, geritebedingte Fehlwerte nivellieren
zu konnen. Im Massenkonzentrationensbereich von 0.5 bis 5 mg/mL werden beide
Stoffe bei der gewihlten Messmethode (siehe Kapitel 6.1, Gaschromatographie) zu
charakteristischen Retentionszeiten von t,=1.7 min (80) und t,=2.4 min (86) detek-
tiert. Zur Erstellung der Kalibriergeraden werden die berechneten Flichenintegrale
der detektierten Signale mit den eingestellten Massenkonzentrationen korreliert. Aus
den einzelnen gemittelten Messwerten wird anschlielend softwaregesteuert eine
Regressionsgerade erstellt, welche in die Messmethode implementiert wird und bei
Folgemessungen unbekannter Massenkonzentrationen diese auf Basis der detektier-
ten Flichenintegrale berechnet.

Chirale GC-Messungen zur Bestimmung des Enantiomereniiberschusses von Panto-
lacton 80

Zur Quantifizierung der Selektivitit der biokatalytischen Darstellung von (R)-
Pantolacton ((R)-80) wird ausschlieflich siulenchromatographisch aufgereinigtes
Material verwendet, da mit dem in dieser Arbeit verwendeten Analysesetup (siehe
Kapitel 6.1, Gaschromatographie) keine Basislinientrennung der Signalsitze von
Pantolacton 80 und dem Aldolprodukt 86 aus einem Rohproduktgemisch gewéhrleis-
tet werden kann. Fir die Bestimmung des ee-Wertes werden wenige Milligramm des
Analyten in 1 bis 1.5 mL Ethylacetat gelost und ein GC-Einspritzvolumen von 1 bis
5 pL gewihlt. Letzteres wird bei jeder Messung so gewihlt, dass die erhaltenen Signa-
le bei t, = 17.9 min (($)-80) und 18.2 min ((R)-80) basisliniengetrennt und mit mog-
lichst hoher Intensitit detektiert werden konnen (vergleiche hierzu auch Kapitel
3.3.1, Abbildung 3.8).
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Bestimmung des Enantiomereniiberschusses von (R)-86 per chiraler HPLC

Die Bestimmung des Enantiomereniiberschusses des Aldolproduktes (R)-86 gelingt
mit einer auf 20°C temperierten Chiralpak® OD-H Siule (Laufmittel
CO,:Hexan:Isopropanol 90:9:1 (V:V), flow 1.0 mL/min; Detektion bei 212 nm)
sowohl mit der isolierten, aufgereinigten Verbindung als auch aus dem Rohprodukt-
gemisch der AAR. Die Konzentration der Analyseldsung in Hexan:Isopropanol 99:1
sowie das Einspritzvolumen (1 bis 20 pL) werden so angeglichen, dass méglichst
hohe Signalintensititen (bzw. hohe Signal/Rausch-Verhiltnisse) erhalten werden.
Als Retentionszeiten ergeben sich t, = 8.9 min fiir ($)-86) und 9.7 min fiir (R)-86).

Bestimmung des Enantiomereniiberschusses von (R)-12 per chiraler HPLC

Die Bestimmung des Enantiomereniiberschusses des Aldolproduktes (R)-12 gelingt
mit einer auf 40°C temperierten Chiralpak® AD-H Siule (Laufmittel CO,:Iso-
propanol 95:5 (V:V), flow 1.8 mL/min, Detektion bei 220 nm) sowohl mit der iso-
lierten, aufgereinigten Verbindung als auch aus dem Rohproduktgemisch der AAR.
Fir die Bestimmung des ee-Wertes werden wenige Milligramm des Analyten in 1 mL
Hexan:Isopropanol 95:5 gelést und ein Einspritzvolumen von 1 bis S pL gewiéhlt. Das
Einspritzvolumen wird dabei so gewihlt, dass moglichst hohe Signalintensititen
(bzw. hohe Signal/Rausch-Verhiltnisse) erhalten werden. Als Retentionszeiten erge-
ben sich t, = 20.1 min fiir (R)-12) und 24.9 min fiir (5)-12).

Bestimmung des Enantiomereniiberschusses sowie des Diastereomerenverhiltnisses
von (R)-10 per chiraler HPLC

Die Bestimmung des Enantiomereniiberschusses des Aldolproduktes (R)-12 gelingt
mit einer auf 30°C temperierten Chiralpak® OJ-H Siule (Laufmittel CO:Iso-
propanol 97:3 (V:V), flow 1.0 mL/min, Detektion bei 220 nm) sowohl mit der iso-
lierten, aufgereinigten Verbindung als auch aus dem Rohproduktgemisch der AAR.

Fir die Bestimmung des ee-Wertes werden wenige Milligramm des Analyten in 1 mL
Hexan:Isopropanol 97:3 gel6st und ein Einspritzvolumen von 1 bis S pL gewiéhlt. Das
Einspritzvolumen wird dabei so gewihlt, dass moglichst hohe Signalintensititen
(bzw. hohe Signal/Rausch-Verhiltnisse) erhalten werden. Als Retentionszeiten erge-
ben sich t. = 44.9min ((S5R)-10), 45.3 min ((5,$)-10), 52.0min ((RR)-10) und
54.4 min ((R S)-10).

AAuV1: Allgemeine Aufarbeitungsvorschrift 1

Es wird dreimal mit Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Pha-
sen tiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Filtration wird das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt.

AAuV2: Allgemeine Aufarbeitungsvorschrift 2
Das Reaktionsgemisch wird mit 10 mL Ethylacetat (EE) versetzt und das Reaktions-

gefil nacheinander mit je 20 mL ges. Natriumhydrogencarbonatlosung und EE
nachgespiilt. Die Phasen werden getrennt und die wissrige Phase noch zweimal mit je
20 mL EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 10 mL ges.
Natriumchloridlosung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Trock-
nungsmittel wird abfiltriert, der Filterkuchen mit EE nachgewaschen und die org.
Phase in einem 100 mL Maf3kolben aufgefiillt.
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AAuV3: Allgemeine Aufarbeitungsvorschrift 3
Bei Versuchen unter ISPR-Bedingungen wird die Druckluftzufuhr vor der Aufarbei-

tung gestoppt.

Das Reaktionsgemisch wird mit verdiinnte Salzsdure auf pH<2 gebracht, 15 Minuten
bei Raumtemperatur weiter gerithrt und mit 30 mL Ethylacetat (EE) extrahiert. Die
Phasen werden per Zentrifugation (S min bei 10000 rpm und 15 °C) getrennt, die
wissrige Phase noch zwei Mal mit je 30 mL EE extrahiert und die vereinigten Phasen
iiber einen Phasentrennfilter (MN 616 WA) in einen 100 mL Maf}kolben filtriert.
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6.3  Arbeitsvorschriften
6.3.1 Chemoenzymatische Synthese von 1,3-Diolen

6.3.1.1 Diolsynthesen

6.3.1.1.1 AAV I: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur enzymatische Reduktion des 8-
Hydroxyketons (R)-12 zu entsprechenden 1,3-Diolen 10

OH O ADH OH OH
Cl B 4.5 mol-% Cofaktor Cl B
(R) (R)
Puffer/2-Propanol 3/1 (V/V) w
24h, RT
(R)-12 (1R3Sbzw. 3R)-10
ee =95%

Zu einer Losung aus 0.5 mmol Aldolprodukt (R)-12 in 7.5 mL Phosphatpuffer
(100 mM, pH 7) und 2.5 mL Isopropanol werden 4.5 mol% NAD(P)* und bei Ver-
wendung der Alkoholdehydrogenase aus L. kefir 3 mg Magnesiumchlorid zugegeben.
Unter leichtem Riithren werden SO0 U/mmol RR-ADH oder 500 U/mmol LK-ADH
hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 24h bei RT geriihrt. Die Aufarbeitung
erfolgt gemif} AAuV1.

6.3.1.1.1.1 Darstellung von 1-(3-Chlorphenyl)butan-(1R35)-diol ((1R,35)-10)

( on on | Die Darstellung erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvor-
cl - schrift (AAV1). In einem 10 mL Kolben werden 102.0 mg
W (0.5 mmol) (R)-12 (95% ee) vorgelegt und mit 7,5 mL
Phosphatpuffer (100 mM, pH 7) sowie 2.5 mL Isopropanol
((:11;’1352_ 11(? versetzt. Unter leichtem Riihren werden 95 uL (265 U/mL,
107132 25 U, 50 U/mmol) RR-ADH und 14 mg (4.5 mol%) NAD*

200.66 g/mol

. ) zugegeben und das Reaktionsgemisch 24h bei RT geriihrt.
Die Aufarbeitung erfolgt gemafl AAuV1. Analytische Daten werden wie in Kapitel 6.2
beschrieben erhalten.

Produktbezogener Umsatz: >95%

Enantiomereniiberschuss: > 99.5% ee

Diastereomerenverhiltnis: dr > 35:1 (anti:syn)

IH-NMR (500 MHz, CDCI3): § (ppm) = 7.38 (s, 1H), 7.30 — 7.21 (m, 3H), 5.05
(dd, J=7.2,3.9 Hz, 1H), 4.13 — 4.04 (m, 1H), 3.26 - 3.09 (m, 1H), 2.06 (d, /= 4.4

Hz, 1H), 1.95 - 1.81 (m, 2H), 1.26 (d, /= 6.4 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCl;) § (ppm) = 146.79, 134.53, 129.85, 127.51, 125.95,
123.83,71.39, 65.69, 45.95, 23.84.
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HPLC (Chiralcel® OJ-H bei 30°C, CO,:Isopropanol 97:3, flow 1.0 mL/min, 220 nm)
t,=45.3 min ((5,5)-10), 54.4 min ((R S)-10).

Die analytischen Daten stimmen mit literaturbekannten Werten iiberein. (65!

6.3.1.1.1.2 Darstellung von 1-(3-Chlorphenyl)butan-(1R3R)-diol ((1R,3R)-10)

( on on | Die Darstellung erfolgt nach der allgemeinen Arbeitsvor-
L schrift (AAV1). In einem 10 mL Kolben werden 100.6 mg

Cl - -
\©/(M (0.5 mmol) (R)-12 (95% ee) vorgelegt und mit 7,5 mL

Phosphatpuffer (100 mM, pH 7) sowie 2.5 mL Isopropanol

((: 11§I3R():-l 1(;) versetzt. Unter leichtem Rithren werden 250 L (992 U/mL,
107713 2 ) 0
200.66 g/mol 250 U, 500 U/mmol) LK-ADH und 17 mg (4.5 mol%)

L ) NADP+ zugegeben und das Reaktionsgemisch 24h bei RT
gerithrt. Die Aufarbeitung erfolgt gemifl AAuV1. Analytische Daten werden wie in
Kapitel 6.2 beschrieben erhalten.

Produktbezogener Umsatz: >95%
Enantiomereniiberschuss: > 99% ee

Diastereomerenverhiltnis: dr > 35:1 (syn:anti)

'TH-NMR (500 MHz, CDCI3): § (ppm) = 7.38 (s, 1H), 7.30 — 7.20 (m, 3H), 4.93
(dd, /=9.9, 3.0 Hz, 1H), 4.16 (qd, /= 6.5, 3.6 Hz, 1H), 3.50 (s, 1H), 2.64 (s, 1H),
1.87 - 1.70 (m, 2H), 1.24 (d, /= 6.2 Hz, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCl;) 8§ (ppm) = 146.66, 134.53, 129.92, 127.79, 126.05,
123.92, 74.78, 69.16, 47.22, 24.52.

HPLC (Chiralcel® OJ-H bei 30°C, CO:Isopropanol 97:3, flow 1.0 mL/min, 220 nm)
t,=44.9 min (($§R)-10), 52.0 min (R R)-10).

Die analytischen Daten stimmen mit literaturbekannten Werten iiberein.[%¢5!
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6.3.1.1.2 AAV 2: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von rac-syn-10 und
rac-anti-10 als Diastereomerengemisch

( oH on | Ineinen SO mL Kolben werden 343 mg (8.5 mmol) Natri-
cl umhydroxid in 25 mL destilliertem Wasser gelost. Es werden
0.74 mL (10 mmol, 2 Aq.) Aceton zugegeben und anschlie-

Bend 703 mg (570 pL, S mmol) m-Chlorbenzaldehyd iiber

c HlOCIO einen Zeitraum von 3 min langsam zu getropft. Das Reakti-
201(;’ 6613 ) 21 onsgemisch wird fir 1.5 h bei RT geriihrt. Das Reaktionsge-
B mo
L & ) misch wird drei Mal mit je 30 mL Dichlormethan extrahiert,

die vereinigten organischen Phasen mit Wasser neutral gewaschen und das Losungs-
mitte] am Rotationsverdampfer entfernt. Das nach siulenchromatographischer Auf-
reinigung an Kieselgel (Sdule: @ = 3cm, Linge: 16 cm; Laufmittel: Cyclo-
hexan:Ethylacetat S:1 (V/V); Rf = 0.15 oder Chloroform:Aceton 9:1 (V/V);
Rf=0.2) als gelbes Ol erhaltene p-Hydroxyketon 12 (99 mg, 0.5 mmol) wird in 8 mL
Methanol/1,4-Dioxan 1/2 (V/V) gelost und portionsweise mit 190 mg (5 mmol,
10 Aq.) Natriumborhydrid versetzt und 24 h bei RT geriihrt. Das viskose, blassgraue
Reaktionsgemisch wird mit 2 mL Wasser hydrolysiert und 10 min bei 0°C geriihrt. Es
wird mit verdiinnter Salzsdure neutralisiert, drei Mal mit je 10 mL Dichlormethan
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit ges. Natriumchloridlésung
gewaschen. Es wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel am Rotati-
onsverdampfer entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographischer an Kiesel-
gel (Sdule: @ = 3cm, Linge: 16 cm; Laufmittel: Cyclohexan:Ethylacetat 2:1
R¢=0.15) aufgereinigt. Analytische Daten werden wie in Kapitel 6.2 beschrieben
erhalten.

Das Gemisch aus rac-syn-10 und rac-anti-10 wird als farbloses Ol mit einem Dia-
stereomerenverhiltnis von 2:1 (sym:anti) erhalten. Das fiir die Etablierung der
HPLC-Analytik verwendete Diastereomerengemisch wurde in einem Verhiltnis von
1:1.1 (syn:anti) eingesetzt.

Produktbezogener Umsatz: >95%

Enantiomereniiberschuss: < 1% ee

"H-NMR (400 MHz, CDCI3): § (ppm) = 7.32 (s, 1H), 7.16-7.25 (m, 3H), 4.98 (m, 1H,
H-C4-anti), 4.84-4.88 (dd, 1H, H-C4-syn, °] = 9.3 Hz, *] = 3.6 Hz), 3.98-4.15 (m, 2H, H-
C2-anti H-C2-syn), 3.58 (brs, 1H, OH4-syn), 3.28 (br s, 1H, OH4-anti), 2.75 (brs, 1H,
OH2-syn), 2.20 (br s, 1H, OH2-anti), 1.66-1.87 (m, 2H), 1.17-1.21 (m, 3H).

BC NMR (126 MHz, CDCl;, rac-syn-10): § (ppm) = 146.66, 134.53, 129.92, 127.79,
126.05, 123.92, 74.78, 69.16, 47.22, 24.52.

BC NMR (126 MHz, CDCl;, rac-anti-10): § (ppm) = 146.79, 134.53, 129.85, 127.51,
125.95, 123.83, 71.39, 65.69, 45.95, 23.84

HPLC (Chiralcel® OJ-H bei 30°C, CO,:Isopropanol 97:3, flow 1.0 mL/min, 220 nm)
£,=43.0 min ((,5)-10), 4.8 min ((SR)-10), 51.3 min ((RR)-10), 55.2 min ((RS)-10).

Die analytischen Daten stimmen mit literaturbekannten Werten iiberein. 25!
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6.3.1.1.3 AAV 3: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Immobilisierung der Rsp-ADH
an Superabsorber SXM 9155°

Zur Herstellung der immobilisierten RR-ADH werden 190 pL (S0 U) des En-
zymrohextraktes (265 U/mL) zusammen mit 15 mg (4.5 mol%) NAD*, geldst in
180 uL Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM), auf 63 mg Favor SXM 9155° Super-
absorber von Evonik Industries gegeben, mit 13 pL Isopropanol versetzt und die Sus-
pension 10 min gerithrt. Nachdem sich das Gemisch verfestigt hat werden 510 pL
2-Propanol zugegeben und fiir weitere 10 min geriihrt. Das Hydrogel wird abgesaugt,
mit 255 pL 2-Propanol gewaschen und 15 min am Luftstrom getrocknet.

Es werden 160 mg immobilisierte RR-ADH mit einem Restwassergehalt von 60 %
(m/m) erhalten. Die literaturanaloge, photometrische Aktivititsbestimmung ergibt

einen Wert von 0.2 U/mg.[#

6.3.1.1.4 AAV 4: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von (1R,35)-10 unter
Verwendung der heterogenisierten Rsp-ADH im wissrigen Milieu

Immobilisat bestehend aus
32 U/mmol Rsp-ADH
4.5 mol-% NAD*

OH ©O 63 mg Favor SXM 9155 OH QOH
Cl : Cl -
® W79
24h, RT
(R)-12 pro Cyclus zugefiigt (1R35)-10

2.5 mL 2-Propanol

95% ee
7.5 mL Puffer (pH 7, 100 mM)

In einem 10 mL Kolben werden 80 mg (0.2 U/mg, 16 U, 32 U/mmol) des nach AAV
3 (Kapitel 6.3.1.1.3) hergestellten Immobilisat vorgelegt, mit 7.5 mL Puffer (Kali-
umphosphat, pH 7, 100 mM) und 2.5 mL 2-Propanol sowie 100 mg (0.5 mmol) des
Aldolproduktes (R)-12 versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT geriihrt,
tiber eine Glasfilterfritte abgesaugt und der Riickstand mit 256 uL 2-Propanol nach-
gewaschen. Das Filtrat wird gemaf AAuV1 aufgearbeitet. Analytische Daten werden
wie in Kapitel 6.2 beschrieben erhalten.

In jedem folgenden Cyclus wird das riickgewonnene Immobilisat mit frischem Pulffer,
2-Propanol und Edukt (R)-12 versetzt und die Suspension weitere 24 h bei RT ge-
rithrt. Die verwendeten Mengen entsprechen den oben genannten, die Isolierung des
Diols (R,$)-10 wird analog durchgefiihrt.

Diastereomerenverhiltnis (Cyclus 1 und 2): dr > 35:1 (anti/ syn)
Enantiomereniiberschuss (Cyclus 1 und 2): > 99% ee

HPLC (OJ-H, CO,/iso-Propanol 97/3, v/v, flow 1,0 ml/min, 30 °C, 220 nm):
t:=44.6 min ((5,5)-10), 53.8 min ((R,S$)-10).
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Cyclus Umsatz [%]Y  Wiederfindungsrate [%]  ee ((1R35)-10) [%]

1 > 95§ > 9S8 > 99
2 40 90 > 99
3 0 89 n.b.

a) produktbezogener Umsatz, ermittelt per 'H-NMR; n.b. = nicht bestimmt.

6.3.1.1.5 AAV S: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von (1R,35)-10 unter
Verwendung der heterogenisierten Rsp-ADH in organischen Solventien

Immobilisat bestehend aus
32 U/mmol Rsp-ADH

4.5 mol-% NAD*

OH O 63 mg Favor SXM 9155 OH OH
Cl - cl -

® - O~

5 Aq. 2-Propanol

180 pL Puffer (pH 7, 100 mM)
(R)-12 7.5 mL mit H,O gesittigtes, organisches Solvens (1R35)-10

95% ee 241, RT

In einem 10 mL Kolben werden 80 mg (0.2 U/mg, 16 U, 32 U/mmol) des nach
AAV 3 (Kapitel 6.3.1.1.3) hergestellten Immobilisat vorgelegt, mit 7.5 mL Puffer
(Kaliumphosphat, pH 7, 100 mM) und 2.5 mL 2-Propanol sowie 100 mg (0.5 mmol)
des Aldolproduktes (R)-12 versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT geriihrt,
der Losungsiiberstand abdekantiert und der Riickstand zwei Mal mit je wenigen Mil-
lilitern des entsprechenden Losungsmittels nachgewaschen. Die vereinigten organi-
schen Phasen werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Analytische Daten werden wie in Kapitel 6.2 beschrie-
ben erhalten.

In jedem folgenden Cyclus wird dem im Kolben verbleibenden Immobilisat frisches
Losungsmittel zugegeben, 2-Propanol und Substrat (R)-12 zugefiigt und die Suspen-
sion weitere 24 h bei RT geriihrt. Die verwendeten Mengen entsprechen den oben
genannten, die Isolierung des Diols (R 5)-10 wird analog durchgefiihrt.

Die verwendeten Losungsmittel sind in der nachfolgenden Tabelle gezeigt.

Diastereomerenverhiltnis (bei allen Versuchen): dr > 35:1 (anti/ syn)
Enantiomereniiberschuss (bei allen Versuchen): > 99% ee

HPLC (OJ-H, CO,/iso-Propanol 97/3, v/v, flow 1,0 ml/min, 30 °C, 220 nm):
t.=45.3 min ((8$)-10), 54.4 min ((R,$)-10).
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Losungsmittel Cyclus  Umsatz [%]Y Wiederfindung [%] ee (1R,35)-10 [%]

Isooktan 1 93 80 >99
2 91 72 >99

3 89 75 >99

4 83 72 >99

Cyclohexan 1 89 >95 >99
2 86 >95 >99

3 85 >95 >99

4 79 >95 >99

sP) 66 >95 >99

Chloroform 1 46 >95 >99
2 24 >95 >99

3 109 >95 >99

Essigester 1 24 > 95 > 99
2 16° 94 >99

a) produktbezogener Umsatz, ermittelt per 'H-NMR, b) der fiinfte Cyclus wird nach der Zwischenlagerung
des Immobilisates iiber 11 Tage bei 7 °C durchgefiihrt, c) nach diesem Cyclus wird die aktuelle Ldsungsmit-
telreihe abgebrochen, da die Umsitze zu gering fiir eine effektive Prozessfithrung wéren.

6.3.1.2 Aldolreaktionen

6.3.1.2.1 AAV 6: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese des p-Hydroxyketons

12
O OH O
Cl O Kat. Cl
H 4 /LK CH3
ges. NaCl-Lsg. ODER Wasser
RT, t
13 12

Zu einer Mischung aus 10 mmol m-Chlorbenzaldehyd und 20 oder 90 mmol (2 oder
9 Aq.) Aceton werden Wasser oder ges. Natriumchloridldsung und 0.5 mol% Orga-
nokatalysator (.55)-27 oder 8.5 mmol Natriumhydroxid (85 mol%) gegeben. Das
Reaktionsgemisch wird fiir 1.5 oder 24 h bei RT geriihrt und gemafl AAuV1 aufgear-
beitet. Das Rohprodukt wird sidulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Siule:
@ = 3cm, Linge: 16 cm; Laufmittel: Cyclohexan : Ethylacetat S:1 oder Chloro-
form : Aceton 9:1 (V/V)). Analytische Daten werden wie in Kapitel 6.2 beschrieben
erhalten.
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6.3.1.2.1.1 Darstellung von (R)-12 mit (5;$)-27

OH O Die Synthese von (R)-12 erfolgt nach der allgemeinen
cl : Arbeitsvorschrift (AAV6). In einem 25 mL Kolben werden
3| 141g (10mmol) m-Chlorbenzaldehyd mit 6.6mL
(90 mmol) Aceton und 6.6 mL dest. Wasser versetzt und

CoH,,CIO, 18.33 mg (0.05 mmol, S mol%) Singh-Katalysator (S,$)-

198.65 g/mol 27 zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT
. ) gertihrt, filtriert und gemifl AAuV1 aufgearbeitet. Nach
siulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel (Siule: @ = 3 cm, Linge:
16 cm; Laufmittel: Cyclohexan:Ethylacetat S:1 (V/V); R¢ = 0.15 oder Chloro-
form:Aceton 9:1 (V/V); Re=0.2) wird (R)-12 als gelbes Ol erhalten. Analytische
Daten werden wie in Kapitel 6.2 beschrieben erhalten.

(R)-12

Produktbezogener Umsatz: 82%
Ausbeute: 68%
Enantiomereniiberschuss: 95% ee

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) § (ppm) = 7.37 (s, 1H), 7.30 - 7.19 (m, 3H), 5.12 (dt,
J=17.8,3.8Hz, 1H), 3.40 (d, /= 3.2 Hz, 1H), 2.89 — 2.80 (m, 2H), 2.20 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCl;) § (ppm) = 208.86, 144.75, 134.46, 129.83, 127.77,
125.88, 123.76,69.18, 51.75, 30.75.

HPLC (JASCO, AD-H, CO,/#PrOH 95/5, V/V, flow 1.8 ml/min, 40°C, 220 nm):
£=20.1 min ((R)-12), 24.9 min ((5)-12).

Die erhaltenen spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebe-

nen Werten iiberein. [615]

6.3.1.2.1.2 Darstellung von rac-12 mit Natriumhydroxid

s N

OH O Die Synthese von rac-12 erfolgt nach der allgemeinen Ar-

cl - beitsvorschrift (AAV6). In einen SO mL Kolben werden
*| 343 mg (8.5 mmol) Natriumhydroxid in 25 mL destillier-

tem Wasser gelost. Es werden 0.74 mL (10 mmol, 2 Aq.)

-12
CI:ICHCIOZ Aceton zugegeben und anschlieBenc% 703.mg (570 uL,
198.65 g/mol 5 mmol) m-Chlorbenzaldehyd (13) iiber einen Zeitraum
- J  von 3 min langsam zu getropft. Das Reaktionsgemisch

wird fir 1.5h bei RT geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird drei Mal mit je 30 mL
Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit Wasser neutral
gewaschen und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das
B-Hydroxyketon rac-12 wird nach sdulenchromatographischer Aufreinigung an Kie-
selgel (Sdule: @ = 3 cm, Linge: 16 cm; Laufmittel: Cyclohexan:Ethylacetat S:1
(V/V); Re= 0.15 oder Chloroform:Aceton 9:1 (V/V); Re = 0.2) als gelbes Ol erhal-
ten. Analytische Daten werden wie in Kapitel 6.2 beschrieben erhalten.
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Produktbezogener Umsatz: 30%
Ausbeute: 8%
Enantiomereniiberschuss: <0.5% ee

'H-NMR (500 MHz, CDCL;) § (ppm) = 7.40 (s, 1H), 7.33 - 7.22 (m, 3H), 5.16 (dd,
J=8.0,4.4 Hz, 1H), 3.42* (bs, 1H), 2.89 — 2.83 (m, 2H), 2.23 (s, 3H).

HPLC (JASCO, AD-H, CO,/iPrOH 95/5, V/V, flow 1.8 ml/min, 40°C, 220 nm):
t=23.1min ((R)-12), 29.0min ((8)-12); Chiralcel® OJ-H bei 30°C,
COy:Isopropanol 97:3, flow 1.0 mL/min, 220 nm: t,=20.1 min ((R)-12), 24.9 min
((9)-12).

Die erhaltenen spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebe-

nen Werten iiberein [%]

6.3.1.2.2  Synthese des Aldolkondensationsproduktes 65

e) 20 mol% Pyrrolidin Ie)
Cl 0 10 mol% Benzoesdure cl
o A \ CH,
Toluol
RT,20h
13 65

Zu einer Losung aus 211 mg (170 pL, 1.5 mmol) 3-Chlorbenzaldehyd (13) und
550 pL (7.5 mmol, S Aq.) Aceton in S mL Toluol werden 26 pL (0.3 mmol, 20 mol%)
Pyrrolidin gegeben und das Reaktionsgemisch 1 h bei RT geriihrt. Es werden 18.3 mg
(0.15 mmol, 10 mol%) Benzoesiure zugegeben und weitere 19 h bei RT geriihrt. Das
Gemisch wird mit S mL Dichlormethan verdiinnt, mit 10 mL Wasser gewaschen und
tiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels am Rotations-
verdampfer wird das Rohprodukt siulenchromatographisch an Kieselgel (Saule:
@ =3 cm, Lange: 18 cm; Laufmittel: Cyclohexan:Ethylacetat 5:1 (V/V); R = 0.35)
aufgereinigt. Analytische Daten werden wie in Kapitel 6.2 beschrieben erhalten.

Produktbezogener Umsatz: 30%
Ausbeute: 8%

'H-NMR (500 MHz, CDCL3) § (ppm) = 7.55 (t, /= 1.7 Hz, 1H), 7.50 - 7.33 (m,
4H), 6.73 (d, J= 16.3 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H).

HPLC (JASCO, AD-H, CO,/#PrOH 95/5, V/V, flow 1.8 ml/min, 40°C, 220 nm):
t:=9.4 min.

Die erhaltenen spektroskopischen Daten stimmen mit den in der Literatur angegebe-

nen Werten iiberein [¢]



EXPERIMENTELLER TEIL | 183

6.3.1.2.3  Partielle Oxidation von Aldehyd 13 zur qualitativen Identifizierung der

Carbonsiure
(@] ( . ) (@]
O, (Luft
Cl H 2 Cl OH
24h, RT
13 67
0.5 mmol

In einem Urglas wird 1 g (7 mmol) 3-Chlorbenzaldehyd (13) eingewogen und 24 h
offen an der Luft stehen gelassen. Der restliche Aldehyd 13 wird bei 0.5 mbar und
65°C Badtemperatur (46°C Kopftemperatur) von der Carbonsiure 67 abdestilliert.
Produktbezogener Umsatz: 43%

Ausbeute: 43%

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) § (ppm) = 8.10 (t, /= 1.5 Hz, 1H), 8.01 (d, /= 7.8 Hz,
1H), 7.64 - 7.57 (m, 3H), 7.43 (t, J="7.9 Hz, 1H).

6.3.1.24 AAV 7: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von (R)-12 in Cyclo-

hexan
0 ﬁ )
(s) p
C,)L N f-ph
NH OH
(5,9)-27
o) 0.5 mol% OH O

Cl 0-5 mol% 67 cl B
H - ®)
9 Aq. Aceton
1 Vol-Aq. (bezogen auf Aceton)
13 mit Wasser gesittigtes Cyclohexan (R)-12

Schutzgas oder Raumluft
24h, T

Im Reaktionsgefil werden 71 mg (0.5 mmol) m-Chlorbenzaldehyd (13) vorgelegt
und in 337 pL (4.5 mmol, 9 Aq.) Aceton und 337 pL (1 Vol-Aq. bezogen auf Aceton)
mit Wasser gesattigtem Cyclohexan aufgenommen. Die Losung wird auf die entspre-
chende Temperatur gebracht und anschlieend 0.5 mol% des Prolinderivates (5,5)-
27 zugefiigt. Optional erfolgt anschlielend die Zugabe von 2-Smol% m-Chlor-
benzoesiure 67. Bei Arbeiten unter Schutzgasatmosphire wird die Gasphase im Ge-
faf} zwei Mal mit Argon getauscht. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei der eingestell-
ten Temperatur geriihrt und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.
Die exakten Versuchsbedingungen konnen der nachfolgenden Tabelle entnommen
werden.
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Eintrag 67 OT Upges®) Up? 65° 669 ee ((R)-12)
[mol%]  [°C] [%] [%] [%] [%] [%]
19 - rt 96 89 S 2 83
2°) - 10 98 92 3 3.5 92
39 - 10 80 74 L5 4.5 89
49 - 5 77 71 0 6 93
59 - 10 74 69 1 3.5 90
6" S 10 94 83 7.5 3.5 93
79 2 10 96.5 90 2.5 3.5 92
gte) 2 RT 95 85.5 7 2.5 84
9fe) 2 10 98 91 3.5 3.5 93
10%® 2 3 95 91 2 2 95.5

a) Gesamtumsatz bezogen auf den Verbrauch des Substrates 13; b) Produktbezogener Umsatz bezogen auf
die Bildung von (R)-12; c) Substanzbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Alkens 65; d) Substanz-
bezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Bis-Aldolproduktes; e) Verwendung einer bereits linger
gelagerten Charge (C1) des Aldehyds 13 von ABCR f) Verwendung einer neuen Charge (C2) des Aldehyds
13 von TCI Europe; g) Aldehyd 13 aus Charge C2 wird vor der Umsetzung frisch destilliert.

6.3.1.2.5 AAV 8: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Untersuchung des Autoxida-
tionseinflusses auf die Reaktionsdynamik der Aldolreaktion

0 ﬁ )
(s) P
Cy) NY-ph
NH OH
1) (5,85)-27,0.5 mol% OH O

Cl 2 mol% 67* Cl B
H (R)
9 Aq. Aceton (337 pL)*

1 Vol-Aq. Solvens'
13 (R)-12
(bez. auf Aceton)
24h, RT

*, wird optional zugegeben; t, optional entgast

Vorbereitung: Alle Solventien werden wie folgt entgast.

Natriumchloridlésung: Drei Intervalle a 10 min Unterdruck von 150 mbar im Ultra-
schallbad. Zwischen den Cyclen wird mit Argon beliiftet.

Cyclohexan: Drei Intervalle & 10 min Unterdruck von 300 mbar im Ultraschallbad.

Zwischen den Cyclen wird mit Argon beliiftet.

Aceton: Drei Intervalle 4 10 min Unterdruck von 750 mbar im Ultraschallbad.
Zwischen den Cyclen wird mit Argon beliiftet.

m-Chlorbenzaldehyd wird frisch destilliert (0.5 mbar, 46°C Kopftemperatur, beliiftet
mit Argon).
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Reaktionen unter Luftausschluss zur Vermeidung der Oxidation:

Unter Argon werden im Gegenstrom 71 mg (0.5 mmol) m-Chlorbenzaldehyd (13)
im Reaktionsgefif vorgelegt und in 337 L (4.5 mmol, 9 Aq.) entgastem Aceton und
337 pL (1 Vol-Aq. bezogen auf Aceton) mit Wasser gesittigtem Cyclohexan oder
gesittigter Natriumchloridlsung (jeweils entgast) aufgenommen. Dem Reaktions-
gemisch werden 0.5 mol% des Prolinderivates (.5,5)-27 zugefiigt. Optional erfolgt
anschliefend die Zugabe von 2 mol% m-Chlorbenzoesiure. Das Reaktionsgemisch
wird 24 h bei RT unter Schutzgas gerithrt und das Lésungsmittel am Rotationsver-
dampfer entfernt.

Reaktionen unter Luft zur Untersuchung des Siureeinflusses:

Die Reaktionsfiithrung ist analog zu obigem Abschnitt. Die verwendeten Losungsmit-
tel sind nicht entgast, die Atmosphare im Kolben ist Luft.

Die exakten Versuchsbedingungen konnen den nachfolgenden Tabellen entnommen
werden.

Wissriges Losungsmittelsystem

Zugabe Solvens Ug® Up® 659 669 679 ee((R)-12)

Bintrag - (on67 entgast  [%]  [%]  [%] [%] [%]  [%]
19 x v 68 59 0 9.5 0 82.5
2 x x 8 715 05 10 05 82
39 v v 91.5 835 4 2.5 1 93
4 v x 90 83 3 2.5 1 94

a) Gesamtumsatz bezogen auf den Verbrauch des Substrates 13; b) Produktbezogener Umsatz bezogen auf
die Bildung von (R)-12; c) Substanzbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Alkens 65; d) Substanz-
bezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Bis-Aldolproduktes 66; e) wihrend der Reaktionsdauer durch
Autoxidation erzeugter Anteil der Siure am Rohprodukt; f) Reaktion unter Schutzgas.

Verwendung von Cyclohexan

Zugabe Solvens Ug® Up® 659 669 679 ee((R)-12)

Bintag - on67 entgast  [%] (%] [%] (%] [%]  [%]
19 x v 33 30 1 2.5 0 76.5
2 x x 51 46 2 3 0.5 79.5
39 v v 93 84 6 2.5 1 83
4 v x 94 86 4 2.5 1 83

a) Gesamtumsatz bezogen auf den Verbrauch des Substrates 13; b) Produktbezogener Umsatz bezogen auf
die Bildung von (R)-12; c) Substanzbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Alkens 65; d) Substanz-
bezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Bis-Aldolproduktes 66; e) wihrend der Reaktionsdauer durch
Autoxidation erzeugter Anteil der Siure am Rohprodukt; f) Reaktion unter Schutzgas.
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6.3.1.2.6 AAV 9: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Untersuchungen der Autoxida-
tion des Aldehyds 13 in verschiedenen Solvenssystemen

O (Luft) o
O, (Luft
Cl B - 2 Cl OH
9 Aq. Aceton
1 Vol-Aq. Solvens (bez. auf Aceton)

13 2-24h, RT 67
0.5 mmol

Zu 70.3 mg (0.5 mmol) bei 0.5 mbar und 46°C Kopftemperatur frisch destillierten
m-Chlorbenzaldehyds werden 4.5 mmol (9 Aq.) Aceton sowie 1 Vol-Aq. (bezogen
auf Aceton) Cyclohexan oder gesittigte Natriumchloridlésung gegeben und das Re-
aktionsgemisch 2 bis 24 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wird am Rotationsver-
dampfer entfernt und der Oxidationsfortschritt NMR-spektroskopisch untersucht.

6.3.1.2.6.1 Verwendung von gesittigter Natriumchloridlésung

[ o | Zu70.3 mg (0.5 mmol) bei 0.5 mbar und 46°C Kopftemperatur

cl frisch destillierten m-Chlorbenzaldehyds werden 337 uL
oH (4.5 mmol, 9 Aq.) Aceton sowie 337 uL (1 Vol-Aq. bezogen auf

Aceton) gesittigte Natriumchloridlésung gegeben und das Re-

67
C.H.CIO aktionsgemisch 2 bis 24 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel
15 67 575 . /m201 wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Oxidationsfort-
- 2 schritt NMR-spektroskopisch untersucht.
Zeit [h] 0 2 4 6 8 24
Saure (67) [%] 0 23 24 38 38 40

6.3.1.2.6.2 Verwendung von Cyclohexan

[ o | Zu70.3 mg (0.5 mmol) bei 0.5 mbar und 46°C Kopftemperatur

cl frisch destillierten m-Chlorbenzaldehyds werden 337 uL
oH (4.5 mmol, 9 Aq.) Aceton sowie 337 puL (1 Vol-Aq. bezogen auf

Aceton) gesittigte Natriumchloridlosung gegeben und das Re-

67
C.H.CIO aktionsgemisch 2 bis 24 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel
TS wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Oxidationsfort-
156.57 g/mol
- 2 schritt NMR-spektroskopisch untersucht.
Zeit [h] 0 2 4 6 8 24

)
(@)¥

Saure (67) [%] 0 7.5 12 13
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6.3.1.2.7 AAV 9: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von (R)-12 mit ver-
schiedenen Prolinamidkatalysatoren in Cyclohexan

(8,5)-27,0.5 mol%
ODER (5,5)-43, 0.5 mol%

0 0 ODER (,)-11, 10 mol% OH O
\ 0, B
Cl 2 mol% 67 cl
+ AN (®) CH,
Cyclohexan
24h, RT
13 4.5 mmol (R)-12
0.5 mmol
O Ph
0 Ph
(@) Ph (s) Ph
(s) Ph ) N(s) N (s) Ph
N's) H Ph Ng B od
H Ph NH HO
NH HO
(85,9)-27 (5,5)-43 (5,9)-11

Im Reaktionsgefil werden 71 mg (0.5 mmol) m-Chlorbenzaldehyd (13) vorgelegt
und in 337 pL (4.5 mmol, 9 Aq.) Aceton und 337 L (1 Vol-Aq. bezogen auf Aceton)
mit Wasser gesittigtem Cyclohexan aufgenommen. Der Losung werden 0.5 mol% des
Prolinderivates (85)-27 oder (8,5)-43 bzw. 10 mol% des heterogenen Katalysators
(88)-11 zugefiigt sowie 2 mol% m-Chlorbenzoesiure (67) zugefiigt. Die Gasphase
im Gefaf wird zwei Mal mit Argon getauscht, das Reaktionsgemisch 24 h bei RT ge-
rithrt und das Losungsmittel anschliefend am Rotationsverdampfer entfernt.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.

Eintrag  Katalysator I[J(f/zs]a : I[JOZ;) ?(;:]) ?;’d]) ee (([]0/?]_12)
1 (59)-27 95 85.5 7 2.5 84
2 (859)-43 94.5 89 2.5 1.5 89
3 (59)-11 96.5 85.5 7.5 L.S 84

a) Gesamtumsatz bezogen auf den Verbrauch des Substrates 13; b) Produktbezogener Umsatz bezogen auf
die Bildung von (R)-12; c) Substanzbezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Alkens 65; d) Substanz-
bezogener Umsatz bezogen auf die Bildung des Bis-Aldolproduktes 66.
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6.3.1.2.8 AAV 10: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur chemoenzymatischen Synthe-
se des Diols (1R,35)-10 unter Verwendung des ADH-Immobilisates

Zwei-Stufen-Reaktion QH OH
o o ohne Zwischenisolierung cl :
o . e
+ Organokatalysator
immobilisierter Biokatalysator (R.S)-10
13 4.5 mmol 89% Gesamtumsatz
0.5 mmol 89% produktbez. Umsatz
>99% ee
>35:1dr
(8,5)-27,0.5 mol%
ODER
(5,8)-11, 10 mol%
2 mol% 67 immobilisierte (5)-ADH
Cyclohexan aus Rhodococcus sp.
3°C,24h a OH O 4.5 mol% NAD*
- ®) CH,

Cyclohexan, RT, 24 h

5 Aq. 2-Propanol
nicht isoliert 4 P

(R)-12
95% Gesamtumsatz
91% produktbez. Umsatz
95% ee

Ein Gemisch aus 0.5 mmol 3-Chlorbenzaldehyd (13), 0.5 mol% Katalysator (5;5)-27
oder 10 mol% (8,$)-43, 2 mol% 3-Chlorbenzoesiure (67), 9 Aquivalenten (bezogen
auf 3-Chlorbenzaldehyd (13)) Aceton und 1 Vol-Aquivalent (bezogen auf Aceton)
mit Wasser gesittigtes Cyclohexan wird 24h bei 3 °C geriihrt. Das Losungsmittel wird
am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in 7.5 mL Cyclohexan aufge-
nommen.

Zu der Losung werden 80 mg des nach AAV 3 (Kapitel 6.3.1.1.3) hergestellten Im-
mobilisates und 190 pL Isopropanol gegeben und das Reaktionsgemisch 24 h bei RT
geriihrt. Die organische Phase wird abdekantiert, das Hydrogel mit 2 mL Cyclohexan
nachgewaschen und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

6.3.1.2.8.1 Verwendung des freien Organokatalysators (S;5)-27
1 on on| Ein Gemisch aus 70 mg (0.5 mmol) 3-Chlorbenzaldehyd
cl : (13), 1.5 mg (0.0025 mmol, 0.5 mol%) Katalysator (S,5)-27,
W= © 1.5 mg (0.01 mmol, 2 mol%) 3-Chlorbenzoesiure (67), 0.33
mL (4.5 mmol, 9 Aquivalente) Aceton und 0.33 mL (1 Vol-

(1R35)-10 .. . .
c 1 .Clo Aquivalent bezogen auf Aceton) mit Wasser gesittigtes
20100 6613 ; 21 Cyclohexan wird 24h bei 3 °C geriihrt. Das Losungsmittel
. mo.

. & ) wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in

7.5 mL Cyclohexan aufgenommen.

Zu der Lésung werden 80 mg des nach AAV 3 (Kapitel 6.3.1.1.3) hergestellten Im-
mobilisates (0.2 U/mg, 16 U, 33.5 U/mmol bei einem Umsatz von 95% zum Aldol-
produkt 12) und 190 pL (S Aquivalente) Isopropanol gegeben und das Reaktionsge-
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misch 24 h bei RT geriihrt. Die organische Phase wird abdekantiert, das Hydrogel mit
2 mL Cyclohexan nachgewaschen und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Analytische Daten werden wie in Kapitel 6.2 beschrieben erhalten.

Als Nebenprodukt der enzymatischen Reduktion wird 3-Chlorbenzylalkohol mit ca.
5% Stoffmengenanteil erhalten ('H-NMR Signal bei 4.68 ppm).

Produktbezogener Umsatz ((1R,35)-10): 89%

Gesamtumsatz (bezogen auf 3-Chlorbenzaldehyd (13)): 85%
Enantiomereniiberschuss ((1R,35)-10): > 99.5% ee

Diastereomerenverhiltnis: dr > 35:1 (ants:syn)

HPLC (Chiralcel” OJ-H bei 30°C, COy:Isopropanol 97:3, flow 1.0 mL/min,

220 nm): t=24.3 min ((S5)-12), 26.1 min ((R)-12), 45.3 min ((5;5)-10), 54.5 min
((R5)-10).

6.3.1.2.82 Verwendung des immobilisierten Organokatalysators (,S)-11

[ oH OH\ Ein Gemisch aus 70 mg (0.5 mmol) 3-Chlorbenzaldehyd
Cl - (13), 78.4 mg (0.05 mmol, 0.64 mmol (,5)-43/g Polymer-
R(S) triger, 10 mol%) Katalysator (5$)-11, 1.5 mg (2 mol%)

(1R35)-10 3-Chlorbenzoesiure, 0.33 n.1.L (4.5 mmol, 9 Aquivalente)

c },I IO Aceton und 0.33 mL (1 Vol-Aquivalent bezogen auf Aceton)

20100_ 6613g /m021 mit Wasser gesittigtes Cyclohexan wird 24h bei 3 °C geriihrt.

. ) Der polymergebundene Katalysator (8,$)-11 wird durch

Filtration abgetrennt und das Polymer mit 2 mL Cyclohexan nachgewaschen. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in 7.5 mL
Cyclohexan aufgenommen.

Zu der Loésung werden 80 mg des nach AAV 3 hergestellten Immobilisates
(0.2U/ mg, 16 U, 33.5 U/mmol bei einem Umsatz von 95% zum Aldolprodukt
(R)-12) und 190 pL (S Aquivalente) Isopropanol gegeben und das Reaktionsgemisch
24 h bei RT geriihrt. Die organische Phase wird abdekantiert, das Hydrogel mit 2 mL
Cyclohexan nachgewaschen und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer ent-
fernt. Analytische Daten werden wie in Kapitel 6.2 beschrieben erhalten.

Als Nebenprodukt der enzymatischen Reduktion wird 3-Chlorbenzylalkohol mit ca.
5% Stoffmengenanteil detektiert ("H-NMR Signal bei 4.68 ppm).

Produktbezogener Umsatz ((1R,35)-10): 89%

Gesamtumsatz (bezogen auf 3-Chlorbenzaldehyd (13)): 85%
Enantiomereniiberschuss ((1R,35)-10): > 99.5% ee

Diastereomerenverhiltnis: dr > 35:1 (anti:syn)

HPLC (Chiralcel® OJ-H bei 30°C, COx:Isopropanol 97:3, flow 1.0 mL/min,

220 nm): t,=24.6 min ((5)-12), 26.2 min ((R)-12), 44.7 min ((1535)-10), 53.3 min
((1R39)-10).
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6.3.2 Chemoenzymatische Synthese von (R)-Pantolacton
6.3.2.1 Aldolreaktionen

6.3.2.1.1 AAV 11: Allgemeine Arbeitsvorschrift zum Katalysatorscreening

o Q 10 mol-% Katalysator HO._* i
H 20 Aq. Wasser
© RT,24h o
79 85 86
S mmol S mmol

Zu einem Zweiphasengemisch aus 990 pL (5 mmol) Ethylglyoxylat (50 % Losung in
Toluol) und einem Aquivalent Isobutyraldehyd (79, S mmol) werden 10 mol-%
L-Aminosiure und 1.8 mL (100 mmol, 20 Aquivalente) Wasser gegeben. Das Reakti-
onsgemisch wird 24 Stunden bei 20 bis 50 °C und 1200 rpm geriihrt. Es wird mit
gesittigter Ammoniumchloridlésung ausgeschiittelt und die wissrige Phase gemaf3
AAuV1 aufgearbeitet.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.

Eintrag Katalysator® Umsatz [%]”  ee (86) [%]
1 Prolin 0 n. b.
2 (859)-27 0 n.b.
3 Histidin 25 37 (R)
4 Arginin 8 n. b.
S Tryptophan 2 n.b.
6 Serin 0 n.b.
7 Asparaginsiure 0 n.b.
8 Phenylalanin 9 n.b.
9 Isoleucin 6 n. b.
10 Leucin 22 11(95)
11 Valin 17 35(8)
12 Methionin 18 12 ()
13 Cystein 7 n.b.
14 Threonin 4 n. b.
15 Lysin 4 n.b.
16 Tyrosin 1 n. b.

a) Alle verwendeten Aminosiuren sind L-konfiguriert; b) produktbezogener Um-
satz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt; n. b. = nicht bestimmt.
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6.3.2.12 Validierung der Aufarbeitung

Es werden 100 mg (0.57 mmol) des Aldehyds (R)-86 in 2 mL Toluol geldst, mit
10 mL Dichlormethan (DCM) versetzt und mit S mL gesittigter Ammoniumchlorid-
16sung ausgeschiittelt. Die wissrige Phase wird zwei Mal mit je 10 mL DCM ausge-
schiittelt, die vereinigten organischen Phasen {iber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird finf Minu-
ten bei 40 °C am Rotationsverdampfervollvakuum (17 mbar) gehalten und die Aus-
waage bestimmt.

Auswaagen: 102 mg, 94 mg, 97 mg (Reinheit laut NMR in allen Fillen >95%)

In einem 10 mL Kolben werden 100 mg (0.57 mmol) des Aldehyds (R)-86 in 30 mL
Dichlormethan gelost, 1 h bei RT geriihrt und das Losungsmittel am Rotationsver-
dampfer entfernt. Der so erhaltene, élige Riickstand wird 1 h bei 40 °C am Rotations-

verdampfervollvakuum (17 mbar) gehalten und die Auswaage bestimmt.

Auswaagen: 97 mg, 100 mg, 99 mg (Reinheit laut NMR in allen Fillen >95%)

6.3.2.1.3 AAV 12: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese des Aldolproduktes

86
0 O ?
10 mol-% Histidin HO
+ /\OHH o™
H Wasser N
o RT, 4d O
79 85 86
1 mmol 1 mmol

Zu einer Losung aus 0.1 mmol Histidin in 3 mL Wasser werden je 1 mmol Isobutyr-
aldehyd (79) und Ethylglyoxylat (50 % Lésung in Toluol) gegeben. Das zweiphasige
Reaktionsgemisch wird vier Tage bei RT geriihrt und durch Zugabe von Aceton ge-
quencht. Es wird mit Essigester extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt.

6.3.2.1.3.1 Synthese von (R)-86

R Die Synthese erfolgt analog zu AAV12. Zu einer Lésung aus 155 mg
HO o~~| (0.1mmol; 0.1 Aq.) L-Histidin in 3 mL Wasser werden 0.9 mL
“ N (1 mmol; 1 Aq.) Isobutyraldehyd (79) und 2.0 mL (1 mmol; 1 Aq.)

© einer 50 %igen (w/w) Ethylglyoxylatldsung in Toluol gegeben. Das

(R)-86
CH O zweiphasige Reaktionsgemisch wird vier Tage bei RT geriihrt, durch
814V
17420 g/mol Zugabe von Aceton gequencht und anschliefend drei Mal mit je

SmL Essigester extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und
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das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Als Rohprodukt wurden 1.28 g gelbes Ol erhalten.
Der Riickstand wird destillativ aufgereinigt bei 0.09 mbar und einer Kopftemperatur
von 65 — 70 °C aufgereinigt. Analytische Daten werden wie in Kapitel 6.2 beschrieben
erhalten.

Ausbeute: 60%
Enantiomereniiberschuss: 50% ee

'H-NMR (500 MHz, CDCI3): § (ppm) = 9.57 (s, 1H), 4.33 (s, 1H), 4.31-4.18 (m,
2H), 3.05 (s, 1H)", 1.27 (t, /= 7.2 Hz, 3H), 1.14 (s, 3H), 1.06 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCl;) § (ppm) = 202.69, 172.81, 73.61, 62.23, 50.38, 18.18,
1691, 14.10.

GC (Restek Rxi-Sms) t,=2.4 min.

HPLC (Chiralpak® OD-H bei 20°C, CO,:Hexan:Isopropanol 90:9:1, flow
1.0 mL/min, 212 nm) t,=8.6 min ((.5)-86), 9.1 min ((R)-86).

Die analytischen Daten stimmen mit literaturbekannten Werten iiberein.*%!

6.3.2.1.3.2 Synthese von (5)-86

0 Die Synthese erfolgt analog zu AAV12. Zu einer Lsung aus 155 mg

HO, A\ o~_| (0.1mmol; 0.1 Aq.) D-Histidin in 3 mL Wasser werden 0.9 mL
© N (1 mmol; 1 Aq.) Isobutyraldehyd (79) und 2.0 mL (1 mmol; 1 Aq.)

o einer 50 %igen (w/w) Ethylglyoxylatlésung in Toluol gegeben. Das

5)-86
C(Pi o zweiphasige Reaktionsgemisch wird vier Tage bei RT geriihrt, durch
st14Y4
174.20 g/mol Zugabe von Aceton gequencht und anschlieflend drei Mal mit je

SmL Essigester extrahiert, iber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Als Rohprodukt wurden 1.22 g gelbes Ol erhalten.
Der Riickstand wird destillativ aufgereinigt (0.09 mbar, 65 — 70 °C). ($)-86 kann in
einer Ausbeute von 61% mit 51% ee erhalten werden.

6.3.2.1.3.3  Synthese von rac-86

Die Synthese erfolgt analog zu AAV12. Zu einer Losung aus 78 mg

0
HO Ao~ | (0.05 mmol; 0.05 Aq.) D-Histidin und 78 mg (0.0S mmol; 0.05 Aq.)
N L-Histidin in 3 mL Wasser werden 0.9 mL (1 mmol; 1 Aq.) Isobuty-
82) raldehyd (79) und 2.0 mL (1 mmol; 1 Aq.) einer S0 %igen (w/w)
rac-
CH,,0, Ethylglyoxylatlosung in Toluol gegeben. Das zweiphasige Reakti-
174.20 g/mol onsgemisch wird vier Tage bei RT geriihrt, durch Zugabe von Ace-

ton gequencht und anschlieflend drei Mal mit je S mL Essigester

extrahiert, iber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.
Als Rohprodukt werden 1.25 g gelbes Ol erhalten.

"Wird teilweise als Dublett mit /= 5.8 Hz aufgel®st.
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Der Riickstand wird destillativ aufgereinigt (0.09 mbar, 65 — 70 °C). rac-86 kann in
einer Ausbeute von 64% mit 2% ee erhalten werden.

6.3.2.1.4 AAV 13: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese des Aldehyds (R)-86
unter Verwendung von L-Histidin als Organokatalysator. Einfluss der

Wassermenge
O
0] 9] .
10 mol-% L-His HO
T N OHH - ®) o™
1.83 bis 55 Aq. Wasser N

o RT,24h O

79 85 (R)-86
10 mmol 10 mmol

Zu einer dquimolaren Mischung aus Isobutanal (79) und einer Ethylglyoxylatldsung
in Toluol (50 Gew.-%) werden 10 mol% L-Histidin gegeben. Die Suspension wird mit
1.85 bis 55 Aquivalenten Wasser versetzt und das homogene Zweiphasengemisch 24h
bei RT und 850 rpm geriihrt.

Die Aufarbeitung erfolgt nach AAuV2. Gemif} Kapitel 6.2 wird der Umsatz mit Hilfe
einer GC-Eichgeraden aus der Stamml6sung, ee-Werte per HPLC bestimmt.

6.3.2.14.1 Synthese des Aldehyds (R)-86 unter Verwendung von unterschiedli-
chen Wasseriquivalenten

o In einem 10 mL Kolben werden 2.05 g (10 mmol) Ethylglyoxylatlo-

HO Ny~ | sung in Toluol (50 Gew.-%), 721.1 mg Isobutanal (79) (10 mmol)
© N und 155.15 mg (1 mmol) L-Histidin vorgelegt. Die Suspension wird

® 8((? mit 0.333 bis 10 mL Wasser versetzt und das homogene Zweipha-
CH O sengemisch 24h bei RT und 850 rpm geriihrt.
814V

17420 g/mol Die Aufarbeitung erfolgt nach AAuV2. Gemif3 Kapitel 6.2 wird der
—— Umsatz mit Hilfe einer GC-Eichgeraden aus der Stammlésung, ee-
Werte per HPLC bestimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.
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Eintrag Wasser [Aq.] Wasser [mL]  Umsatz [%] ee ((R)-86)

1 0 0 2 n.b.
2 1.85 0.333 53 54
3 2.75 0.500 48 54
4 5.50 1.000 44 53
S 11.00 2.000 36 48
6 20.00 3.600 30 50
7 27.50 5.000 29 48
8 41.28 7.500 27 S1
9 55.00 10.000 24 54

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt; n. b. = nicht bestimmt

6.3.2.1.5 Untersuchungen zur Retroaldolreakion

In einem 10 mL Kolben werden 100 mg (0.57 mmol) des Aldehyds (R)-86 mit einem
Enantiomereniiberschuss von 78% in 200 uL. Wasser suspendiert und das Gemisch
mit 10 mol% racemischem Histidin versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT
geriihrt, drei Mal mit Dichlormethan extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Die Bestimmung des Enantiomereniiber-
schusses erfolgte anschlieflend mittels HPLC.

Enantiomereniiberschuss: 78% ee

HPLC (Chiralpak® OD-H bei 20°C, CO,:Hexan:Isopropanol 90:9:1, flow 1.0
mL/min, 212 nm) t,=8.6 min ((5)-86), 9.1 min ((R)-86).

In einem 10 mL Kolben werden 100 mg (0.57 mmol) des racemischen Aldehyds
rac-86 mit einem Enantiomerentiberschuss von 2% in 200 pL Wasser suspendiert und
das Gemisch mit 10 mol% L-Histidin versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei
RT geriihrt, drei Mal mit Dichlormethan extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Die Bestimmung des Enantiomereniiber-
schusses erfolgte anschliefSend mittels HPLC.

Enantiomerenuberschuss: 3% ee
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6.3.2.1.6 AAV 14: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur kinetischen Untersuchung der
Aldolreaktion in Wasser

0 Q 1
10 mol-% L-His HO
H ot /\OHH " D O
1.83 oder 5.5 Aq. Wasser \
0 RT, 0.5 bis 360 h 0
79 85 (R)-86

10 mmol 10 mmol

Zu einer Suspension aus Ethylglyoxylat, Isobutyraldehyd (79, 1 Aq.) und 10 mol%
L-Histidin werden 333 pL oder 1 mL Wasser gegeben und das homogene Zweipha-
sengemisch 0.5 bis 360 h bei RT und 850 rpm geriihrt.
Das Reaktionsgemisch wird nach der angegebenen Zeit wie in AAuV2 beschrieben
aufgearbeitet. Gemifl Kapitel 6.2 wird der Umsatz mit Hilfe einer GC-Eichgeraden
aus der Stammlosung, ee-Werte per HPLC bestimmt.

6.3.2.1.6.1 Kinetischen Untersuchung der Aldolreaktion in Wasser

~ 0 ) Ineinem 10 mL Kolben werden 2.05 g (10 mmol) Ethylglyoxylatlo-
HO g~ | sung in Toluol (50 Gew.-%), 721.1mg Isobutyraldehyd (79,
® N 10 mmol) und 155.15 mg (1 mmol) L-Histidin vorgelegt. Die Sus-
(R)_SC; pension wird mit 333 pL oder 1 mL Wasser versetzt und das homo-
C,H,,0, gene Zweiphasengemisch 0.5 bis 360 h bei RT und 850 rpm ge-
174.20 g/mol rithrt.

Das Reaktionsgemisch wird nach der in den nachfolgenden Tabel-
len angegebenen Zeiten wie in AAuV2 beschrieben aufgearbeitet. Gemaf3 Kapitel 6.2
wird der Umsatz mit Hilfe einer GC-Eichgeraden aus der Stammlosung, ee-Werte per
HPLC bestimmt.
Die exakten Versuchsbedingungen konnen den folgenden Tabellen entnommen wer-
den.

Eintrag Wasser [Aq.] Wasser [mL] Zeit[h]  Umsatz [%]” ee ((R)-86)

1 1.83 0.333 0.5 S 15
2 1.83 0.333 2 15 34
3 1.83 0.333 4 23 42
4 1.83 0.333 6 29 45
S 1.83 0.333 8 33 47
6 1.83 0.333 16 49 51
7 1.83 0.333 24 50 48
8 1.83 0.333 48 57 50
9 1.83 0.333 96 65 49
10 1.83 0.333 144 67 47




196 | ARBEITSVORSCHRIFTEN

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt..

Eintrag Wasser [Aq.] Wasser [mL] Zeit[h]  Umsatz [%]? ee ((R)-86)

1 S.5 1 0.5 S 19
2 5.5 1 2 11 40
3 5.5 1 4 20 54
4 5.5 1 6 23 48
S S.S 1 8 26 54
6 5.5 1 16 34 54
7 5.5 1 24 44 56
8 5.5 1 48 52 54
9 5.5 1 96 59 52
10 5.5 1 360 60 52

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt..

6.3.2.1.7 AAV 15: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese des Aldehyds (R)-86
bei unterschiedlichen Reaktionstemperaturen

0 0 i
10 mol-% L-His HO
H * /\OH H A 0
o 333 uL Wasser N
0-50°C,24h o)
79 85 (R)-86

10 mmol 10 mmol

Zu einer dquimolaren Mischung aus Isobutanal (79) und einer Ethylglyoxylatldsung
in Toluol (S0 Gew.-%) werden 10 mol% L-Histidin gegeben. Die Suspension wird
mit 333 pL Wasser versetzt und das homogene Zweiphasengemisch 24h bei 0 bis
50°C und 850 rpm gerithrt. Das Reaktionsgemisch wird wie in AAuV2 beschrieben
aufgearbeitet. Gemifl Kapitel 6.2 wird der Umsatz mit Hilfe einer GC-Eichgeraden
aus der Stammlosung, ee-Werte per HPLC bestimmt.

6.3.2.1.7.1 Darstellung des Aldehyds (R)-86 bei unterschiedlichen Reaktionstem-
peraturen

o In einem 10 mL Kolben werden 2.05 g (10 mmol) Ethylglyoxylatlo-

Hoﬁs/\ sung in Toluol (50 Gew.-%), 721.1 mg (10 mmol) Isobutanal (79)
)

5 und 155.15 mg (1 mmol) L-Histidin vorgelegt. Die Suspension wird
0

(R)-86 mit 333 uL Wasser versetzt und das homogene Zweiphasengemisch
C4H,,0,

24h bei 0 — 50 °C und 850 rpm geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird
8714
174.20 g/mol wie in AAuV2 beschrieben aufgearbeitet. Gemaf3 Kapitel 6.2 wird

der Umsatz mit Hilfe einer GC-Eichgeraden aus der Stammlésung,
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ee-Werte per HPLC bestimmt.
Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.

Eintrag Temperatur [°C] Umsatz [%]¥ ee ((R)-86)
1 0 33 46
2 10 40 60
3 25 S0 S0
4 50 60 32

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt.

6.3.2.1.8  AAV 16: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese des Aldehyds (R)-86
bei verschiedenen pH-Werten

0 0 i
10 mol-% L-His HO
H + /\O)STH oy O/\
o 333 pL Puffer (100 mM) \
RT,24h (¢}
79 8S (R)-86

10 mmol 10 mmol

Zu einer Suspension aus Ethylglyoxylat, Isobutyraldehyd (79, 1 Aq.) und 10 mol%
L-Histidin werden 333 pL Puffer (pH 2 bis 12) gegeben und das homogene Zweipha-
sengemisch 24 h bei RT und 850 rpm geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird wie in
AAuV?2 beschrieben aufgearbeitet. Gemifl Kapitel 6.2 wird der Umsatz mit Hilfe
einer GC-Eichgeraden aus der Stammlésung, ee-Werte per HPLC bestimmt.

6.3.2.1.8.1 Darstellung des Aldehyds (R)-86 bei verschiedenen pH-Werten

~ 0 ) Ineinem 10 mL Kolben werden 2.05 g (10 mmol) Ethylglyoxylatls-
HO Ny~ | sung in Toluol (50 Gew.-%), 721.1 mg (10 mmol) Isobutanal (79)
“ N und 155.15 mg (1 mmol) L-Histidin vorgelegt. Die Suspension wird
mit 333 pL Puffer (pH 2 bis 12) versetzt und das homogene Zwei-

CH,,0, phasengemisch 24h bei RT und 850 rpm geriihrt. Das Reaktions-
17420 g/mol gemisch wird wie in AAuV2 beschrieben aufgearbeitet. Gemaf3 Ka-

pitel 6.2 wird der Umsatz mit Hilfe einer GC-Eichgeraden aus der

O
(R)-86

StammlGsung, ee-Werte per HPLC bestimmt.
Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.
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Eintrag pH Umsatz [%]Y  ee ((R)-86)
1 2.0 64 S50 -52
2 4.5 54 48 -50
3 6.2 S1 56 -58
4 7.0 S3 54-56
S 8.0 S1 S7-59
6 8.5 46 59-61
7 12.0 46 48 - 50

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt.

6.32.1.9 AAV 17: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese des Aldehyds (R)-86
unter Variation der Eduktstochiometrie

) O ?
10 mol-% L-His HO
5 333 pL Wasser Q
RT,24h O
79 8S (R)-86

1-5 Aq. 10 mmol

Zu einer Suspension aus Ethylglyoxylat und 10 mol% L-Histidin werden 333 pL Was-
ser und 1 bis 5 Aquivalente Isobutyraldehyd (79) gegeben. Das homogene Zweipha-
sengemisch wird 24 h bei RT und 850 rpm geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird wie
in AAuV?2 beschrieben aufgearbeitet. Gemif} Kapitel 6.2 wird der Umsatz mit Hilfe
einer GC-Eichgeraden aus der Stammlésung, ee-Werte per HPLC bestimmt.

6.3.2.1.9.1 Darstellung des Aldehyds (R)-86 unter Variation der Eduktstdchiomet-
rie

o In einem 10 mL Kolben werden 2.05 g (10 mmol) Ethylglyoxylatls-
HO o~ | sungin Toluol (50 Gew.-%), 721-360S mg Isobutyraldehyd (79, 10-
“ N 50 mmol, 1-5 Aq.) und 155.15 mg (1 mmol, 10 mol% bezogen auf

(R)-scé) Ethylglyoxylat) L-Histidin vorgelegt. Die Suspension wird mit

CH.O 333 pL Wasser versetzt und das homogene Zweiphasengemisch 24h
87114V

17420 g/mol bei RT und 850 rpm geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird wie in

AAuV2 beschrieben aufgearbeitet. Gemifd Kapitel 6.2 wird der Um-
satz mit Hilfe einer GC-Eichgeraden aus der Stamml6sung, ee-Werte per HPLC be-
stimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.
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Eintrag Aq.TIsobutanal (79)  Umsatz [%]¥ ee ((R)-86) [%]

1 1 S3 56
2 2 62 65
3 3 64 66
4 4 65 67
S S 68 67

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt.

6.3.2.1.10 AAV 18: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese des Aldehyds (R)-86
unter Verwendung eines Bronstedsiureadditives in Kombination mit ei-
nem polar protischen Cosolvens

10 mol-% L-His [e)

0 N o " 10 mol-% Essigsiure HO o0~
H (0] (R)
2-Propanol/Wasser N
O 90/10bis 70/30 (V/V) o
79 85 RT,18h (R)-86
2 Aq. 2.5M

Zu einer Mischung aus Isobutanal (79, 2 Aq.) und Ethylglyoxylat (1 Aq.) in Toluol
(50 Gew.-%) werden Gemische aus 2-Propanol und Wasser mit volumetrischen Zu-
sammensetzungen zwischen 90/10 und 70/30 gegeben. Es werden 10 mol%
L-Histidin und Essigsiure (bezogen auf die Unterschusseduktkomponente) zugesetzt
und das homogenen Reaktionsgemisch 18 h bei RT und 850 rpm geriihrt. Es wird wie
in AAuV?2 beschrieben aufgearbeitet. Gemif} Kapitel 6.2 wird der Umsatz mit Hilfe
einer GC-Eichgeraden aus der Stamml6sung, ee-Werte per HPLC bestimmt.

6.3.2.1.10.1 Darstellung des Aldehyds (R)-86 unter Verwendung eines Bronstedsiu-
readditives in Kombination mit einem polar protischen Cosolvens

0 In einem 10 mL Kolben werden 1.02 g (5 mmol) Ethylglyoxylatls-

Hoﬁs/\ sung in Toluol (50 Gew.-%) und 0.9 mL (10 mmol, 2 Aq.) Isobuty-
\

5 raldehyd (79) in einem Gemisch aus 2-Propanol und Wasser mit

o volumetrischen Zusammensetzungen von 90/10 bis 70/30 gelost.

R)-86
C(Pi o Das Reaktionsgemisch wird mit 77.6 mg (0.5 mmol, 10 mol%)

814V,
174.20 g/mol L-Hisitidn und 30 mg (0.5 mmol, 10 mol%) Essigsiure versetzt und

18 h bei RT und 850 rpm geriihrt. Es wird wie in AAuV2 beschrie-
ben aufgearbeitet. Gemifl Kapitel 6.2 wird der Umsatz mit Hilfe einer GC-
Eichgeraden aus der Stammlésung, ee-Werte per HPLC bestimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.
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2-Propanol/Wasser ~ 2-Propanol/Wasser ~ Umsatz  ee ((R)-86)

bintrag V/V] [n/n] [9%]? [%)
1 90/10 2.1 50 67
2 87/13 1.6 63 64
3 85/15 1.3 75 70
4 83/17 1.2 75 71
S 80/20 1.0 73 71
6 75/25 0.7 69 70
7 70/30 0.6 58 63

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt.

6.3.2.1.11 AAV 19: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese des Aldehyds (R)-86
bei Verwendung verschiedener Cokatalysatoren

o o 10 mol-% L-His O
P, HH 10 mol% Siureadditiv HC;R) o0~
H S 2-Propanol/Wasser N
(1/1;n/n) @)
79 85 RT,24h (R)-86
2 Aq. 2.5M

Zu einer Mischung aus Ethylglyoxylatlosung in Toluol (50 Gew.-%) und Isobutyral-
dehyd (79, 2 Aq.) in 1.6 mL 2-Propanol werden 0.4 mL (entspricht einem molaren
Verhiltnis von Isopropanol/Wasser von 1/1) einer 1.25 M Katalysatorldsung aus
L-Histidin und Additiv zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird wie in AAuV2 be-
schrieben aufgearbeitet. Gemaf3 Kapitel 6.2 wird der Umsatz mit Hilfe einer GC-
Eichgeraden aus der Stammlésung, ee-Werte per HPLC bestimmt.

6.3.2.1.11.1 Darstellung des Aldehyds (R)-86 bei Verwendung verschiedener Coka-
talysatoren

"~ 0 | Ineinem 10 mL Kolben werden 1.02 g (5 mmol) Ethylglyoxylatls-
HO o~ | sungin Toluol (50 Gew.-%) und 0.9 mL (10 mmol, 2 Aq.) Isobuty-
© \ raldehyd (79) in 1.6 mL 2-Propanol gelést und 0.4 mL (entspricht
einem molaren Verhiltnis von Isopropanol/Wasser von 1/ 1) einer

CH,,0, 1.25 M Katalysatorldsung aus L-Histidin (entspricht 10 mol% bezo-
17420g/mol | gen auf den Aldehydakzeptor) und Additiv (entspricht 10 mol%

(0]
(R)-86

bezogen auf den Akzeptor, 1 Aq. bezogen auf Histidin) zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wird wie in AAuV2 beschrieben aufgearbeitet. Gemaf3 Kapitel
6.2 wird der Umsatz mit Hilfe einer GC-Eichgeraden aus der Stammlésung, ee-Werte
per HPLC bestimmt.
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Eintrag Cokatalysator pK. Umsatz [%])  ee ((R)-86) [%]
1 - --- 73 71
2 DBN 0.90 (pKs) 35 43
3 NaAc 9.25 (pKs) 34 57
4 KAc 9.25 (pKs) 38 59
S Sc(OTH); 4.96 32 23
6 TFA 0.26 65 65
7 Salicylsdure 2.75 74 72
8 Ameisensdure 3.77 84 67
9 L-Milchsaure 3.87 86 71
10 Benzoesiure 4.17 89 75
11 m-Toluylsdure 4.28 85 75
12 Zimtsaure 4.44 83 75
13 Essigsaure 4.76 78 75
14 Pivalinsdure 5.02 85 75
15 Laurinsaure 5.78 82 72
16 Harnsédure 5.82 74 74

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt.

6.3.2.1.12 AAV 20: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese des Aldehyds (R)-86
bei Verwendung verschiedener polarer, wassermischbarer, organischer
Cosolventien

10 mol-% L-His 0
O Q 10 mol% Essigsdure HO A~
org. Solvens/Wasser
© (1/1;n/n) \o

79 85 RT,24h (R)-86
2 Aq. 2.5M

Zu einer 2/1 (n/n) Mischung aus Isobutanal (79) und einer Ethylglyoxylatlésung in
Toluol (50 Gew.-%) werden 0.4 mL einer 1.25 M Katalysatorlsung aus L-Histidin
und Essigsiure gegeben. Dem homogenen Zweiphasengemisch werden (auf Wasser
bezogen) dquimolare Mengen polarer, organischer Cosolventien zugegeben und das
Reaktionsgemisch 24h bei RT und 850 rpm geriihrt. Es wird wie in AAuV2 beschrie-
ben aufgearbeitet. Gemifl Kapitel 6.2 wird der Umsatz mit Hilfe einer GC-
Eichgeraden aus der Stammlésung, ee-Werte per HPLC bestimmt.
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6.3.2.1.12.1 Darstellung des Aldehyds (R)-86 bei Verwendung verschiedener pola-
rer, wassermischbarer, organischer Cosolventien

HO PN
\O

C8H14O4
174.20 g/mol

O

(R)-86

In einem 10 mL Kolben werden 1.02 g (5 mmol) Ethylglyoxylatls-
sung in Toluol (50 Gew.-%) und 0.9 mL (10 mmol, 2 Aq.) Isobuty-
raldehyd (79) in 20 mmol eines organischen Solvens‘ gelést und
0.4 mL (entspricht 20 mmol Wasser) einer 1.25 M Katalysatorl-
sung aus L-Histidin und Essigsdure zugegeben. Das Reaktionsge-
misch wird 24 h bei RT und 850 rpm geriihrt. Es wird wie in AAuV2
beschrieben aufgearbeitet. Gemifl Kapitel 6.2 wird der Umsatz mit

Hilfe einer GC-Eichgeraden aus der Stammlésung, ee-Werte per HPLC bestimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-

den.

Eintrag Cosolvens Umsatz [%]% ee ((R)-86) [%]
1 DMF 47 37
2 DMSO 17 2
3 MeOH 78 77
4 EtOH 88 75
S Ethylenglykol 92 70
6 2-Propanol 78 75
7 Glycerin 85 60
8 n-BuOH 62 SS
9 FBuOH 55 53
10 Cyclohexanol 67 SS

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt.



EXPERIMENTELLER TEIL | 203

6.3.2.1.13 AAV 21: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese des Aldehyds (R)-86
unter Verwendung optimierter Reaktionsparameter

10 mol-% L-His

O
o % 10 mol% Sidure (4< pK <5) 1o A~
W)’LH + /\OHH @® O
Toluol
o Alkohol (1< C < 3)/Wasser \O
79 85 (1/1;n/n) (R)-86
2 Aq. 25M 10°C,24h

Zu einer 2/1 (n/n) Mischung aus Isobutanal (79) und einer Ethylglyoxylatlésung in
Toluol (S0 Gew.-%) werden 0.4 mL einer 1.25 M Katalysatorlsung aus L-Histidin
und Essigsiure gegeben. Dem homogenen Zweiphasengemisch werden (auf Wasser
bezogen) dquimolare Mengen eines monovalenten Alkohols der Kettenlinge kleiner
oder gleich vier zugegeben und das Reaktionsgemisch 24 h bei 10 °C und 850 rpm
geriihrt. Es wird wie in AAuV2 beschrieben aufgearbeitet. Gemaf3 Kapitel 6.2 wird der
Umsatz mit Hilfe einer GC-Eichgeraden aus der Stammlésung, ee-Werte per HPLC
bestimmt.

6.3.2.1.13.1 Darstellung von (R)-86 unter Verwendung optimierter Reaktionspara-
meter

"~ 0 | Ineinem 10 mL Kolben werden 2.04 g (10 mmol) Ethylglyoxylatlo-
HO o~ | sungin Toluol (50 Gew.-%) und 1.8 mL (20 mmol, 2 Aq.) Isobuty-

“ N raldehyd (79) in 40 mmol Methanol oder Isopropanol gelost und
0.8 mL (entspricht 40 mmol Wasser) einer 1.25 M Katalysatorlé-
sung aus L-Histidin und Brenstedsiureadditiv zugegeben. Das Re-

o)

(R)-86
C8H14O4 . . . . % . .
17420 g/mol aktionsgemisch wird 24 h bei RT und 850 rpm geriihrt. Es wird wie
in AAuV2 beschrieben aufgearbeitet. Gemaf3 Kapitel 6.2 wird der

Umsatz mit Hilfe einer GC-Eichgeraden aus der Stammlsung, ee-Werte per HPLC

bestimmt.
Produktbezogener Umsatz (Methanol, Benzoesiure): 95%
Ausbeute (Methanol, Benzoesiure): 85 - 90%

Enantiomereniiberschuss (Methanol, Benzoesiure): 79% ee

Produktbezogener Umsatz (Isopropanol, Essigsiure): 79%
Ausbeute (Isopropanol, Essigsdure): 70 - 74%

Enantiomereniiberschuss (Isopropanol, Essigsiure): 79% ee
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6.3.2.2 Biokatalytische Synthese von (R)-Pantolacton

6.3.2.2.1 AAV 22: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur biokatalytischen Umsetzung
des Aldehyds 86 mit Alkoholdehydrogenasen

200 U/mmol ADH,
4 mL Puffer (pH 7, 100 mM),
H 24h,RT H * H
o) o~ 4 o) o0~ H o) o
(R) EtoH (R)
% / \\ OH
86 (R)-87 (R)-80
.

0 oder 76% ee NAD(P)H 2 mol% NAD(P)

nicht isoliert,
1 mmol lactonisiert spontan
O OH
)K ADH /‘\

1mL
als Cosubstrat verwendet

Zu einer Emulsion aus Aldehyd 86 in Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) und
2-Propanol 4/1 (V/V) werden nacheinander 2 mol% NAD(P)* und 200 U/mmol
ADH hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT und 450 rpm geriihrt.
Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlosung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand siulenchromatographisch
aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des Pantolactons (80) wird gemifl Ka-
pitel 6.2 aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt, der des
Substrates per HPLC.

6.3.2.2.1.1 Biotransformation des Aldehyds 86 mit Alkoholdehydrogenasen

~ o | Ineinem 10 mL Kolben werden 175 mg (1 mmol) Aldehyd 86 in 4 mL
HO\, | Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM) und 1 mL 2-Propanol vorge-
® legt. Es werden nacheinander entweder 13 mg NAD* oder 15mg
(R)-80 NADP* (entspricht jeweils 2 mol%) und 200 U (200 U/mmol Sub-
CeH,,0, strat) ADH hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT und
130.14 450 rpm geriihrt.
~ Eswird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit

Hilfe einer GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel
wird am Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand siulenchromatogra-
phisch aufgereinigt (Sdulendurchmesser 3.5cm, 100mL Kieselgel, 400 mL
CHCls/Aceton 9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des Pantolactons (80)
wird gemiafl Kapitel 6.2 aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie
bestimmt, der des Substrates per HPLC.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.
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Eintrag  ee (86) [%] ADH Umsatz [%]Y  ee ((R)-80) [%]”
1 0 Lk <5 n. b.
2 0 Rsp 36 36
3 0 ADH-200 S1 40
4 76 Rsp 35 90
S 76 ADH-200 70 90

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt; b) nach siulenchromatographischer
Aufreinigung, n. b. = nicht bestimmt.

"H-NMR (500 MHz, CDCI3): § (ppm) = 4.11 (d, /= 3.4 Hz, 1H), 4.03 (d, /= 8.9
Hz, 1H), 3.95 (d, /=9.0 Hz, 1H), 2.50 (d, /= 3.4 Hz, 1H), 1.24 (s, 3H), 1.08 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, CDCL) § (ppm) = 177.82, 76.56, 75.86, 41.00, 23.02, 18.94.

GC (Restek Rxi-Sms) t=1.7 min; (Restek Rt-BDEXm) t=17.9min ((5)-80),
18.2 min ((R)-80).

Elementaranalyse: C¢H1003; Berechnet: C 55.37%, H 7.74%; Gefunden: C 55.56%,
H7.75%.

Die analytischen Daten stimmen mit literaturbekannten Werten iiberein.>**!

6.3.2.2.2 AAV 23: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Untersuchung der Selektivitit
der verwendeten evo-1.1.200 ADH

(0] 100 U/mmol ADH-200, o

HO 2 mol% NAD*
\ 4 mL Puffer (pH 7, 100 mM),
0o 1 mL 2-Propanol,

86 24 h,RT 80
1 mmol

Aldehyd 86 wird in Puffer (pH 7, 100 mM)/2-Propanol 4/1 (V/V) vorgelegt und
2 mol% Cofaktor sowie 100 U/mmol evo-1.1.200 ADH zugegeben. Das Reaktions-
gemisch wird 24 h bei RT und 450 rpm geriihrt.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Sdulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des Pantolactons (80) wird gemif Ka-
pitel 6.2 aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.
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6.3.2.2.2.1 Untersuchung der Selektivitit der verwendeten evo-1.1.200 ADH

~ o | Ineinem 10 mL Kolben werden 175 mg (1 mmol) Aldehyd 86 in 4 mL

HoﬁO Puffer (pH 7, 100 mM) und 1 mL 2-Propanol vorgelegt und 13 mg

(2 mol%) NAD* sowie 14 mg (7 U/mg, 100 U, 100 U/mmol) evo-

%0 1.1.200 ADH zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT und
CH,0, | 450rpm geriihrt.

130.14 Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit

Hilfe einer GC-Kalibriergeraden aus der Stammlosung ermittelt. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdu-
lenchromatographisch aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel,
400 mL CHCls/Aceton 9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des Pantolac-
tons (80) wird gemif Kapitel 6.2 aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschroma-
tographie bestimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.

Eintrag ee (86) [%] Umsatz [%]”  Stoffmengenverlust [%]  ee (80) [%]"

1 74 (S) 18 36 40 (S)
2 0 (rac) 27 44 54 (R)
3 78 (R) 49 44 93 (R)

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt; b) nach siulenchromatographischer
Aufreinigung.

6.3.2.2.3 AAV 24: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von (R)-Pantolacton
((R)-80) unter Verwendung unterschiedlicher Cofaktormengen

0 100 U/mmol ADH-200 o
2 - 5 mol% NAD*
H?R) 0™ H?R) X
N Puffer/2-Propanol 4/1 (V/V)
0 241, RT, 450 rpm
(R)-86 (R)-80
78% ee

Zu einer Emulsion aus Aldehyd (R)-86 in Kaliumphosphatpuffer (pH 7, 100 mM)
und 2-Propanol 4/1 (V/V) werden nacheinander 2 bis S mol% NAD* und
100 U/mmol ADH hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT und
450 rpm geriihrt.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.
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6.3.2.2.3.1 Darstellung von (R)-Pantolacton ((R)-80) unter Verwendung unter-
schiedlicher Cofaktormengen

o | Zueiner Emulsion aus 175 mg (1 mmol) Aldehyd (R)-86 in S mL Kali-
HO_\, | umphosphatpuffer (pH 7, 100 mM)/2-Propanol 4/1 (V/V) werden
“ nacheinander 13 bis 33 mg (2 bis S mol%) NAD" und 14 mg (7 U/mg,
(R)-80 100 U, 100 U/mmol) evo-1.1.200 ADH hinzugegeben. Das Reaktions-
CH,0, | gemisch wird 24 hbei RT und 450 rpm geriihrt.
130.14 Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit

Hilfe einer GC-Kalibriergeraden aus der Stammlosung ermittelt. Das
Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdu-
lenchromatographisch aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel,
400 mL CHCl3/Aceton 9/1, 15mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des
(R)-Pantolactons ((R)-80) wird aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromato-
graphie bestimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-

den.
Eint Cofactor Umsatz Stoffmengenverlust  ee ((R)-80)
" [molw] (9] (%] [96]"
1 2 49 44 93
2 S 71 22 93

a) Produktbezogener Umsatz, ermittelt per GC-Kalibriergeraden; b) nach siulenchromatographischer Auf-
reinigung.

6.3.2.24 AAV 2S: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von (R)-Pantolacton
((R)-80) unter Verwendung verschiedener Lésungsmittelzusammenset-
zungen

O 100 U/mmol ADH-200, (@)

HO /\ 2 mol% NAD* HO
@\ © ®( ©
A 2.5-4 mL Puffer (pH 7, 100 mM),
@) 1-2.5 mL 2-Propanol,
(R)-86 24h, RT (R)-80

78% ee
1 mmol

Zu einer Emulsion aus Aldehyd (R)-86 in Puffer (pH 7, 100 mM)/2-Propanol 4/1
bis 1/1 (V/V) werden 2 mol% NAD* sowie 100 U/mmol evo-1.1.200 ADH gegeben.
Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT und 450 rpm geriihrt.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlosung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.
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6.3.2.24.1 Darstellung von (R)-Pantolacton ((R)-80) unter Verwendung ver-
schiedener Losungsmittelzusammensetzungen

o | Zueiner Emulsion aus 175 mg (1 mmol) Aldehyd (R)-86 in S mL Puf-
HO ol fer (pH 7, 100 mM)/2-Propanol 4/1 bis 1/1 (V/V) werden 13 mg (2
® mol%) NAD* sowie 14 mg (7 U/mg, 100 U, 100 U/mmol) evo-1.1.200
(R)-80 ADH gegeben. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT und 450 rpm
C,H,0, | gerthrt. Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz

130.14 wird mit Hilfe einer GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermit-
telt. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der

olige Riickstand siulenchromatographisch aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm,

100 mL Kijeselgel, 400 mL CHCls/Aceton 9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-

Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird aus den Reinfraktionen durch chirale Gas-

chromatographie bestimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen konnen der nachfolgenden Tabelle entnommen

werden.
Eintrag 2-Propanol/Puffer ~ Umsatz Stoffmengenverlust  ee ((R)-80)
[V/V] [%]” (%] [%]®)
1 20/80 49 44 93
2 25/75 69 20 95
3 50/50 54 29 96

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt; b) nach siulenchromatographischer
Aufreinigung.

6.3.2.2.5 AAV 26: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von (R)-Pantolacton
((R)-80) bei unterschiedlichen Temperaturen

o 100 U/mmol ADH-200 o
HO 2 mol% NAD* HO
(R) 0™ ®\ 9
N Puffer/2-Propanol
0 4/1(V/V)
(R)-86 24h, 450 rpm (R)-80
78% ee 7.5-55°C

Aldehyd (R)-86 wird in Puffer (pH 7, 100 mM)/2-Propanol 4/1 (V/V) vorgelegt
und mit 2 mol% Cofaktor sowie 100 U/mmol evo-1.1.200 ADH versetzt. Die blass-
gelbe Emulsion wird 24 h bei 7.5 bis 55°C und 450 rpm geriihrt.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Sdulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.
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6.3.2.2.5.1 Darstellung von (R)-Pantolacton ((R)-80) bei unterschiedlichen Tem-
peraturen

o | Zueiner Emulsion aus 175 mg (1 mmol) Aldehyd (R)-86 in S mL Puf-
HOL\, | fer (pH 7, 100 mM)/2-Propanol 4/1 (V/V) werden 13 mg (2 mol%)
® NAD"* sowie 14 mg (7 U/mg, 100 U, 100 U/mmol) evo-1.1.200 ADH
(R)-80 gegeben. Die blassgelbe Emulsion wird 24 h bei 7.5 bis 55°C und
CH,0, | 450 rpm geriihrt.
130.14 Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit

Hilfe einer GC-Kalibriergeraden aus der Stammlosung ermittelt. Das
Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdu-
lenchromatographisch aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel,
400 mL CHCl3/Aceton 9/1, 15mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des
(R)-Pantolactons ((R)-80) wird aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromato-
graphie bestimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen konnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.

Eintrag T[°C]  Umsatz [%]”  Stoffmengenverlust [%] ee ((R)-80) [%]®

1 7.5 40 44 98
2 12.5 44 45 96
3 RT 69 20 95
4 35 72 23 89
S 45 77 20 88
6 SS 54 42 n. b.

a) Produktbezogener Umsatz, ermittelt per GC-Kalibriergeraden; b) nach siulenchromatographischer Auf-
reinigung; n. b. = nicht bestimmt.

6.3.2.2.6 AAV 27 Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von (R)-Pantolacton
((R)-80) bei Variation des pH-Wertes

(0] 100 U/mmol ADH-200,
HO A~ 2 mol% NAD* HO
@\ © ®\ 9
N 4 mL Puffer pH 3.8 - 9.6 (100 mM),
O 1 mL 2-Propanol,

(R)-86 24h,RT (R)-80
78% ee

1 mmol

Aldehyd (R)-86 wird in Puffer (pH 3.8 bis 9.6, 100 mM)/2-Propanol 4/1 (V/V)
vorgelegt und 2 mol% Cofaktor sowie 100 U/mmol evo-1.1.200 ADH zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT und 450 rpm geriihrt.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlosung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
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Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.

6.3.2.2.6.1 Darstellung von (R)-Pantolacton ((R)-80) bei Variation des pH-Wertes

~ o | Ineinem 10 mL Kolben werden 175 mg (1 mmol) Aldehyd (R)-86 in 4
HO(_\, | mL Puffer (pH 3.8 bis 9.6, 100 mM) und 1 mL 2-Propanol vorgelegt. Es
® werden nacheinander 13 mg (2 mol%) NAD* und 14 mg (7 U/mg, 100
(R)-80 U, 100 U/mmol Substrat) evo-1.1.200 ADH hinzugegeben. Das Reak-
CH,0, | tionsgemisch wird 24 hbei RT und 450 rpm geriihrt.

130.14 Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit
~ Hilfe einer GC-Kalibriergeraden aus der Stamml6sung ermittelt. Das
Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdu-
lenchromatographisch aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel,
400 mL CHCl;/Aceton 9/1, 15mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des
(R)-Pantolactons ((R)-80) wird aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromato-
graphie bestimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.

Eintrag DPufferpH  Umsatz [%]Y  Stoffmengenverlust [%] ¢ ([(éz])b-)so)
1 3.8 11 24 nb.
2 4.6 30 37 96
3 6.3 54 36 93
4 7.0 49 44 93
5 7.6 65 27 93
6 8.1 67 27 95
7 8.5 67 21 95
8 9.0 63 31 96
9 9.6 58 35 nb.

a) Produktbezogener Umsatz, ermittelt per GC-Kalibriergeraden; b) nach siulenchromatographischer Auf-
reinigung; n. b. = nicht bestimmt.
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6.3.2.2.7 AAV 28: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von (R)-Pantolacton
((R)-80) bei verschiedenen Substratkonzentrationen

0 100 U/mmol ADH-200, o)
2 mol% NAD™
HC()R) 0™ HC;R) %
N 0.9 - 7-5 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
Y 0.3 - 2.5 mL 2-Propanol,

(R)-86 24h,RT (R)-80
78% ee

1 mmol

Zu einer Emulsion aus Aldehyd (R)-86 in Puffer (pH 8, 100 mM)/2-Propanol 4/1
und 3/1 (V/V) werden 2 mol% NAD* sowie 100 U/mmol evo-1.1.200 ADH gege-
ben. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT und 450 rpm geriihrt.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand siulenchromatographisch
aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.

6.3.2.2.7.1 Darstellung von (R)-Pantolacton ((R)-80) bei verschiedenen Substrat-
konzentrationen

~ o5 | Ineinem 10 mL Kolben werden 175 mg (1 mmol) Aldehyd (R)-86 in
HO A\, | 0.9 bis 7.5 mL Puffer (pH 8.1, 100 mM) und 0.3 bis 2.5 mL 2-Propanol

® vorgelegt. Es werden nacheinander 13 mg (2 mol%) Cofaktor und 14
(R)-80 mg (7 U/mg, 100 U, 100 U/mmol) evo-1.1.200 ADH hinzugegeben.

CH,0, | Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT und 450 rpm geriihrt.

130.14 Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit
Hilfe einer GC-Kalibriergeraden aus der Stammlosung ermittelt. Das
Lésungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und der &lige Riickstand siu-
lenchromatographisch aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel,
400 mL CHCl;/Aceton 9/1, 1S5mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des
(R)-Pantolactons ((R)-80) wird aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromato-
graphie bestimmt.
Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.
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Eintrag V (Puffer) vV (2-Prop anol) ¢ ((R)-86) Umsatz ee ((R)-80)

[mL] [mL] [mM] [9%]” [9%]"
1 7.500 2.500 100 58 94
2 4.000 1.000 200 67 98
3 3.000 1.000 250 69 95
4 1.875 0.625 400 69 98
S 0.938 0.313 800 71 96

a) produktbezogener Umsatz, per GC-Kalibriergeraden bestimmt; b) nach siulenchromatographischer
Aufreinigung.

6.3.2.2.8 AAV 29: Allgemeine Arbeitsvorschrift zu Voruntersuchungen der
chemoenzymatischen Synthese von (R)-Pantolacton ((R)-80): Einsatz
von (R)-86 als unaufgereinigtes Rohprodukt

10 mol% L-His
o) O

10 mol% Essigsdure
0.4 mL/mmol 85 H

2-Propanol/Wasser 1/1 (n/n) O
24h, 10°C 79 85
2 Aq. 1Aq.

100 U/mmol ADH-200,

2 mol% NAD*
HC;R) o™ HC()R) o
N 1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
(@) 0.625 mL 2-Propanol,
(R)-86 24 h, RT (R)-80
79% Umsatz (R)-86 wird als unaufgereinigtes
78% ee Rohproduktverwendet
1 mmol*

Zu einer Emulsion aus Aldehyd (R)-86, entweder aufgereinigt oder als Rohprodukt,
in Kaliumphosphatpuffer (pH 8, 100 mM) und 2-Propanol 3/1 (V/V) werden nach-
einander 2 mol% NAD* und 100 U/mmol evo-1.1.200 ADH hinzugegeben. Das Re-
aktionsgemisch wird 24 h bei RT und 450 rpm geriihrt.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Sdulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.
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6.3.2.2.8.1 Einsatz von (R)-86 als unaufgereinigtes Rohprodukt

~ o | Ineinem 10 mL Kolben werden 175 mg (1 mmol) Aldehyd (R)-86,
Hoﬁ/O entweder aufgereinigt oder als Rohprodukt, in 1.875 mL Puffer (pH
/ 8.1, 100 mM) und 0.625 mL 2-Propanol vorgelegt. Es werden nach-
(R)-80 einander 13 mg (2 mol%) NAD* und 14 mg (7 U/mg, 100 U,
CeH 0, 100 U/mmol) evo-1.1.200 ADH hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch
130.14 wird 24 h bei RT und 450 rpm geriihrt.
~ Eswird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit

Hilfe einer GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel
wird am Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand siulenchromatogra-
phisch aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5cm, 100mL Kieselgel, 400 mL
CHCls/Aceton 9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons
((R)-80) wird aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.
Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-
den.

Eintrag Versuchsbedingungen Umsatz [%]Y  ee ((R)-80) [%]Y

Referenzversuch mit

! aufgereinigtem Aldolprodukt 69 95

unaufgereinigte Reaktionslosung

2 der Aldolreaktion 33 n.b.
Extraktion, dann Abdestillieren der

. fliichtigen Bestandteile e =

4 Abdestillieren aller fliichtigen Be- 66 96

standteile der Reaktionslésung

a) Produktbezogener Umsatz, ermittelt per GC-Kalibriergeraden; b) nach sidulenchromatographischer Auf-
reinigung; n. b. = nicht bestimmt.

6.3.2.2.9 AAV 30: Allgemeine Arbeitsvorschrift zu Voruntersuchungen der
chemoenzymatischen Synthese von (R)-Pantolacton ((R)-80): Zusatz

von Additiven
+ Additiv
100 U/mmol ADH-200, 0
HO 2 mol% NAD™
(R) ®)
N 1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
Y 0.625 mL 2-Propanol,

(R)-86 240, RT (R)-80
78% ee

1 mmol

Zu einer Emulsion aus Aldehyd (R)-86 in Puffer (pH 8, 100 mM)/2-Propanol 3/1
(V/V) werden 2 mol% NAD*, 100 U/mmol evo-1.1.200 ADH und ein entsprechen-
des Additiv versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT und 450 rpm geriihrt.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
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Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.

6.3.2.2.9.1 Synthese von (R)-Pantolacton ((R)-80): Einfluss von Additiven

~ o | Ineinem 10 mL Kolben werden 175 mg (1 mmol) Aldehyd (R)-86 in
HO_\, | 1.875 mL Puffer (pH 8.1, 100 mM) und 0.625 mL 2-Propanol vorge-

® legt. Es werden nacheinander 13 mg (2 mol%) Cofaktor, das entspre-
(R)-80 chende Additiv und 14 mg (7 U/mg, 100 U, 100 U/mmol) evo-1.1.200
cH,0, | ADH hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei RT und

130.14 450 rpm geriihrt.

~ Eswird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit
Hilfe einer GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel
wird am Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand saulenchromatogra-
phisch aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5cm, 100mL Kieselgel, 400 mL
CHCls/Aceton 9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons
((R)-80) wird aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-

den.
Eintrag Additiv Umsatz [%]Y  ee ((R)-80) [%]"
1 -- 69 95
2 10 bis 20 % (V/V) Toluol 63 95
3 10 mol% Essigsaure 67 9s
4 10 mol% L-His 71 94
S 1 Aq. Isobutyraldehyd (79) 42 96
6 1 Aq. Aceton 48 97

a) Produktbezogener Umsatz, ermittelt per GC-Kalibriergeraden; b) nach sidulenchromatographischer Auf-
reinigung.
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6.3.2.2.10 AAV 31: Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Anwendung des Stripping-
Verfahrens fiir die biokatalytische Darstellung von (R)-Pantolacton

((R)-80)

ISPR-Bedingungen,
O 10 - 100 U/mmol ADH-200, O
HO 2 mol% NAD*
O/\ . HO O
R) R)
A 1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
o 1.1 Aq. 2-Propanol,
(R)-86 24 h, RT (R)-80
78% ee
1 mmol

Zu einer Emulsion aus Aldehyd (R)-86 in Kaliumphosphatpuffer (pH 8, 100 mM)
werden nacheinander 1.1 Aquivalente 2-Propanol, 2 mol% NAD" und 100 U/mmol
evo-1.1.200 ADH hinzugegeben. Ungereinigte Druckluft wird zuerst durch eine
Waschflasche, gefillt mit 5 %iger 2-Propanol Losung in Wasser, und dann durch das
Reaktionsgemisch gefiihrt, um so das entstehende Aceton aus dem Gemisch zu ent-
fernen (siehe Abbildung 6.1). Es wird 24 h bei RT und 450 rpm geriihrt.

Druckluft | l
1] Abluft
(o]
o
0
(o]
5Vol-% 2-Propanol o | o
; o° 000 . .
in Wasser ) - Reaktionsgefafd

Abbildung 6.1. Schematische Darstellung einer Reaktion unter ISPR (in situ Produktentfernung)-
Bedingungen.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.
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6.3.2.2.10.1 Anwendung des Stripping-Verfahrens fiir die biokatalytische Darstel-

(0]

HO
(R); 0

(R)-80
C6HIOO3
130.14

lung von (R)-Pantolacton ((R)-80)

In einem 10 mL Kolben werden 175 mg (1 mmol) Aldehyd (R)-86 in
1.875 mL Puffer (pH 8.1, 100 mM) und 0.85 mL (1.1 Aquivalente) 2-
Propanol vorgelegt. Es werden nacheinander 13 mg (2 mol%) NAD*
und 1 bis 10 mg (10 U/mg, 10 bis 100 U, 10 bis 100 U/mmol) evo-
1.1.200 ADH hinzugegeben. Ungereinigte Druckluft wird zuerst durch
eine Waschflasche, gefiillt mit 5 %iger 2-Propanol Losung in Wasser,
und dann durch das Reaktionsgemisch gefithrt, um so das entstehende

Aceton aus dem Gemisch zu entfernen (siche Abb. 16). Es wird 24 h bei RT und
450 rpm geriihrt.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer

GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel wird am

Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-

den.
Eintrag ADH-200 [U/mmol | Umsatz [%] ee (R)-80 [%]Y
19 100 69 95
29 S0 52 n.b.
3 100 85 81
4 S50 83 81
S 25 84 80
6 10 85 80

a) Produktbezogener Umsatz, ermittelt per GC-Kalibriergeraden; b) nach siulenchromatographischer Auf-
reinigung; n. b. = nicht bestimmt.

6.3.2.2.10.2 Anwendung des Stripping-Verfahrens fiir die biokatalytische Darstel-

(R)-80
C6HIOO3
130.14

lung von (R)-Pantolacton ((R)-80): Verkiirzen der Reaktionszeit

In einem 10 mL Kolben werden 175 mg (1 mmol) Aldehyd (R)-86 in
1.875 mL Puffer (pH 8.1, 100 mM) und 0.85 mL (1.1 Aquivalente) 2-
Propanol vorgelegt. Es werden nacheinander 2 mol% Cofaktor und
1 mg (10 U/mg, 10 U, 10 U/mmol) evo-1.1.200 ADH hinzugegeben.
Ungereinigte Druckluft wird zuerst durch eine Waschflasche, gefiillt mit
5 %iger 2-Propanol Losung in Wasser, und dann durch das Reaktions-
gemisch gefiihrt, um so das entstehende Aceton aus dem Gemisch zu

entfernen. Es wird 0.5 bis 24 h bei RT und 450 rpm geriihrt.
Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer

GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
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Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.

Die exakten Versuchsbedingungen kénnen der folgenden Tabelle entnommen wer-

den.
Eintrag Reaktionszeit [h] Umsatz %]V ee (R)-80 [%]Y
1 0.5 S8 98.0
2 1.0 75 97.5
3 1.5 81 9S.5
4 2.0 86 95.0
S 3.0 87 88.0
6 24 85 80.0

a) Produktbezogener Umsatz, ermittelt per GC-Kalibriergeraden; b) nach siulenchromatographischer Auf-
reinigung.

6.3.2.2.11 Chemoenzymatische Darstellung von (R)-Pantolacton ((R)-80)aus dem
unaufgerenigten Rohprodukt (R)-86 bei Einsatz von Essigsiure als Coka-
talysator und 2-Propanol als Cosolvens der AAR

O ChCn]()Cl]z}’l‘l]ﬂtisc]]c O
o u Zwei-Stufen-Synthese HO o
+ N R
W)LH O)S( unter ISPR-Bedingungen (®)
(@)
79 85 (R)-80
2 Aq. 1 Aq. 79% Umsatz
2.5M 70% Ausbeute
95% ee
500 mM (R)-86
ISPR Bedingungen
10 mol% L-His o 10 U/mmol ADH-200
10 mol% Essigsdure HO 2 mol-% NAD™
@ O
0.4 mL/mmol 85 1.87S mL Puffer (pH 8, 100 mM)
2-Propanol/Wasser 1/1 (n/n) \O 1.1 Aq. 2-Propanol
24 h,10°C (R)-86 RT,2h
79% Umsatz
79% ee

(R)-86 wird als unaufgereinigtes
Rohproduktverwendet

In einem 10 mL Kolben werden 263 mg (1.28 mmol) Ethylglyoxylatldsung in Toluol
(50 Gew.-%) und 184 mg (2.56 mmol, 2 Aq.) Isobutyraldehyd (79) in 410 pL
2-Propanol gelost und 103 pL einer 1.25 M Katalysatorlosung aus L-Histidin und
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Essigsiure (jeweils 10 mol% bezogen auf den Akzeptor) zugegeben. Das Reaktions-
gemisch wird 24 h bei RT und 850 rpm geriihrt.

Alle fliichtigen Bestandteile des gelben Reaktionsgemisches werden am Rotations-
verdampfer entfernt. Zu dem tiefgelben, fliissigen Riickstand hoher Viskositit werden
nacheinander 85 pL (1.1 Aq.) 2-Propanol und 1.875 mL Kaliumphosphatpuffer
(pH 8, 100 mM) gegeben. Es werden 11 mg (0.9 U/mg, 10 U, 10 U/mmol) ADH-
200 zusammen mit 14 mg (2 mol%) NAD* als Feststoffe zugegeben und das Reakti-
onsgemisch unter ISPR-Bedingungen zwei Stunden bei RT und 450 rpm geriihrt.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlésung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL. CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.

Bei einem Umsatz von 79% wird (R)-Pantolacton ((R)-80) mit einem Enantiome-
reniiberschuss von 95% erhalten. Die Ausbeute nach siulenchromatographischer
Aufreinigung liegt bei 70%.

6.3.2.2.12 Chemoenzymatische Darstellung von (R)-Pantolacton ((R)-80)aus dem
unaufgerenigten Rohprodukt (R)-86 bei Einsatz von Benzoesiure als
Cokatalysator und Methanol als Cosolvens der AAR

o o Chemoenzymatische o
Zwei-Stufen-Synthese HO
W)LH + /\OHH o @\ P
unter ISPR-Bedingungen
(@)
79 85 (R)-80
2 Aq. 1Aq. 59% Umsatz
2.5M 50% Ausbeute
95% ee
500 mM (R)-86
ISPR Bedingungen
10 mol% L-His 0 10 U/mmol ADH-200
10 mol% Benzoesiure HO 0~ 2 mol-% NAD*
0.4 mL/mmol 85 ® 1.875 mL Puffer (pH 8, 100 mM)
Methanol/Wasser 1/1 (n/n) \O 1.1 Aq. 2-Propanol
24h,10°C (R)-86 RT,2h
95% Umsatz
79% ee

(R)-86 wird als unaufgereinigtes
Rohproduktverwendet

In einem 10 mL Kolben werden 219 mg (1.06 mmol) Ethylglyoxylatlésung in Toluol
(50 Gew.-%) und 153 mg (2.12 mmol, 2 Aq.) Isobutyraldehyd (79) in 200 pL Me-
thanol gel6st und 103 pL einer 1.25 M K L-Histidin-Losung in Wasser sowie 13 mg
Benzoesiure (jeweils 10 mol% bezogen auf den Akzeptor) zugegeben. Das Reakti-
onsgemisch wird 24 h bei RT und 850 rpm geriihrt.
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Alle fliichtigen Bestandteile des gelben Reaktionsgemisches werden am Rotations-
verdampfer entfernt. Zu dem tiefgelben, fliissigen Riickstand hoher Viskositit werden
nacheinander 85 pL (1.1 Aq.) 2-Propanol und 1.875 mL Kaliumphosphatpuffer
(pH 8, 100 mM) gegeben. Es werden 11 mg (0.9 U/mg, 10 U, 10 U/mmol) ADH-
200 zusammen mit 14 mg (2 mol%) NAD* als Feststoffe zugegeben und das Reakti-
onsgemisch unter ISPR-Bedingungen zwei Stunden bei RT und 450 rpm geriihrt.

Es wird wie in AAuV3 beschrieben aufgearbeitet. Der Umsatz wird mit Hilfe einer
GC-Kalibriergeraden aus der Stammlosung ermittelt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der 6lige Riickstand sdulenchromatographisch
aufgereinigt (Siulendurchmesser 3.5 cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL CHCl;/Aceton
9/1, 15 mL Fraktionsvolumen). Der ee-Wert des (R)-Pantolactons ((R)-80) wird
aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatographie bestimmt.

Bei einem Umsatz von 59% wird (R)-Pantolacton ((R)-80) mit einem Enantiome-
reniiberschuss von 95% erhalten. Die Ausbeute nach siulenchromatographischer

Aufreinigung liegt bei 75%.

6.3.2.2.13 Recyclierung des Biokatalysators

O 10 U/mmol ADH-200, o
HO 10 kDa MWCO-Membran HO
@ 0 D0
N ISPR-Bedingungen, 2 h, RT
o
(R)-86 pro Cyclus zugefiigt: (R)-80
78% ee 3.75 mL Puffer (pH 8, 100 mM),
2 mmol 1.1 Aq. 2-Propanol,
+
(pro Cyclus) 2 mol% NAD

Zur Konditionierung der verwendeten 10 kDa Groflenausschlussmembran
(Ultracel®, Millipore, Amicon) wird eine 10 mL Riihrzelle (Typ 8010, Millipore,
Amicon) mit 8 mL Puffer (100 mM Kaliumphosphat, pH 8) gespiilt, anschliefend
23 mg (0.9 U/mg, 20 U, 10 U/mmol) evo 1.1.200 geldst in 4.7 mL desselben Puffers
eingefiillt und durch die Membran filtriert.

Der Riickstand wird erneut in Puffer aufgenommen und zur Abtrennung von Zellres-
te erneut filtriert. Der Riickstand wird in 4.7 mL Puffer aufgenommen, pro Cyclus mit
350 mg (2 mmol) des Aldolproduktes (R)-86 befiillt und mit 0.21 mL (1.4 Aq.)
2-Propanol und 13 mg (2 mol%) NAD* versetzt. Nach jedem Cyclus wird die Zelle
durch Anlegen eines Argondrucks von 2.5 bar abgepumpt, wobei geringe Mengen des
Reaktionsgemisches (entsprechend des Totvolumens des Ablaufschlauches) in der
Zelle verbleiben. Nach Beendigung des fiinften Cyclus® wird der dem Totvolumen
entsprechende Reaktionsmischungsriickstand im Ablaufschlauch abgepumpt und
dieser wiederholt mit Puffer nachgespiilt. Das Filtrat jedes Cyclus und die abschlie-
ende Waschfraktion werden mit verdiinnter Salzsdure auf pH<1 gebracht, insgesamt
drei Mal mit je 30 mL Essigester extrahiert und die Phasen mittels Zentrifugation
(5 min, 10000 rpm, 15 °C).
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Die in der Waschfraktion erhaltene Stoffmenge wird Cyclus 1 zugerechnet. Die Riick-
stinde jedes einzelnen Cyclus® sowie die Waschfraktion werden individuell sdulen-
chromatographisch (Siulendurchmesser 3.5cm, 100 mL Kieselgel, 400 mL
CHCls/Aceton 93/7, 15 mL Fraktionsvolumen) gereinigt. Der ee-Wert des (R)-
Pantolactons ((R)-80) wird aus den Reinfraktionen durch chirale Gaschromatogra-
phie bestimmt.

Die Ergebnisse der Einzelcyclen sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Anmerkung: Die Berechnung der (R)-bezogenen Umsitze (Spalte 4, max. (R)-
bezogener Umsatz in Spalte S) ergibt sich aus dem ee-Wert des Eduktes (R)-86. Ein-
gesetzt wird ein Enantiomerenverhiltnis ((R)-86) von 89:11 ((R):(S)), entspre-
chend wiirde eine (R)-spezifische ADH zu einem maximalen Umsatz von 89% bei
einem ee-Wert ((R)-80) von >99% fijhren. Korreliert wird im Folgenden der
(R)-Enantiomerenabsolutwert des Lactons (R)-80 mit dem Umsatz ((R)-80
/100*Umsatz, Spalte 4) und dem bei Spezifitit vorliegenden Maximalumsatz von
89% (Spalte S).

Cyclus  Unsatz [%]" ee (R)-74  Umsatz (R)-80 Umsatz (R)-80 /

[%] [%] max. Umsatz (R) [%]
1] 80 95 78 88
2 77 95.5 76 85
3l 75 95 73 82
4 77 94.5 75 84
5 78 95 76 85

a) produktbezogener Umsatz, ermittelt per GC-Kalibriergeraden, b) Cyclus 1 plus Spiilcyclus, ¢) Verlust von
einem Tropfen der Reaktionsmischung
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10 Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

(-)-DIPT (-)-Diisopropyltartrat

(DHQD),PHAL 1,4-Bis(9- O-dihydrochinidinyl)phthalazin

(m/m) Gewicht/Gewicht

(V/V) Volumen/Volumen

°C Grad Celsius

6-APA 6-Aminopenicillinsiure

7-ACA 7-Aminocephalosporinsiure

AAPE 2-Aminoadipinsiure-6-propylester

AAR asymmetrische Aldolreaktion

AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift

Aceton-d6 deuteriertes Aceton

ACP Acyl-Carrier-Proteins

ADH Alkoholdehydrogenase

AD-H CHIRALPAK' Amolyse Tris-(3,5-
dimethylphenylcarbamat)

ADH-4 Alkoholdehydrogenase aus Saccharomyces
cerevisiae

ADP Adenosindiphosphat

ADPR Adenosindiphosphatribosyl

AMP Adenosinmonophosphat

Aqbzw. eq Aquivalente

AtCADS Zimtalkoholdehydrogenase aus Arabidopsis
thaliana

ATP Adenosintriphosphat

ay-Wert Wasseraktivitit

ber. berechnet

bez. bezogen

binap (2,2'-Bis(diphenylphosphino)-1,1'-
binaphthyl)

Bio. Billion

BOD biochemischer Sauerstoffbedarf

br breit

bzw. beziehungsweise

c Umsatz

CAceton Umsatz der enzymatischen Reduktion bei
Anwesenheit von Aceton

CAS Chemical Abstracts Service

CD;OD deuteriertes Methanol

CDCl; deuteriertes Chloroform

CLEAs cross-linked enzyme aggregates

CLECs cross-linked enzyme crystals
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CMR-1-Stoff

Chnormativ

CoA

d

d

d [cm]
DzO
DBN
DCC
DCM
dd

DEAE-Sephadex
DFT
DIBAL-H
DMF
DMSO
DNA
DPH

dr

dt

E. coli
E/Z

ee

EE

ee (ber.)
ee (gef.)
€ep

€eg

etal
Euro

evo-1.1.200 resp. ADH-200
E-Wert

f

FAS

Favor SXM 9155

FID
Fox

Forts.
GC

gem.

ges.
ges.
ges.
Gew.-%

Ein krebserzeugender, erbgutverindernder
oder fortpflanzungsgefihrdender Stoff, der
in die Kategorie 1 eingestuft wurde
Umsatz der enzymatischen Reduktion bei
Abwesenheit von Aceton

Coenzym-A

Tag

Dublett

Schichtdicke der Kiivette

Deuteriumoxid
1,5-Diazabicyclo[4.3.0]non-5-en
Dicyclohexylcarbodiimid

Dichlormethan

Dublettaufspaltung eines Dubletts oder
Doppeldublett
Diethylaminoethylcellulose
Dichtefunktionaltheorie
Diisobutylaluminiumhydrid
2,5-Dimethylfuran

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsiure

D-spezifische Pantolacton-Hydrolase
Diastereomerenverhiltnis
Dublettaufspaltung eines Tripletts
Escherichia coli

entgegengesetzt /zusammen
Enantiomereniiberschuss

Essigester bzw. Ethylacetat

Berechneter ee-Wert

Empirisch gefundener ee-Wert

ee-Wert des Produktes

ee-Wert des Substrates

et alii

Offizielle Wahrungseinheit in vielen Lindern
der EU

Alkoholdehydrogenase der evocatal GmbH
Selektivitatswert

Verdiinnungsfaktor der Enzyml6sung
Fettsduresynthase

Superabsorbierendes Polymer; Super-
absorber

Flammenionisationsdetektor

Faktor des anteiligen Sauerstoffvolumens an
Luft

Fortsetzung

Gaschromatographie

gemessen

gesattigt

gesattigt

gesattigt

Gewichtsprozent
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Gew.-%

h

HDO
HFCS
HGDH

His
HMG-CoA
HPLC

Hz

IPA bzw. 2-PrOH
ISPR

J

kcal

kDa

KI

KRED
KRED CDX -026
KRED-1
KRED-101
KRED-119
KRED-121
KRED-Ali
KRED-Alx
LH
Lk-ADH

In
Log P-Wert

LPH

Lsg.

m

m

MEG

MHz

min

MN 616 WA
Moz

Mol-%

Mrd.

Ms
MWCO-Membran
n

n.b.

n.g.

NADH, NAD*
NADPH, NADP*

NHS

Gewichtsprozent

Stunde

Halbschweres Wasser

high fructose corn sirup
Hydroxyglutaratdehydrogenase

Histidin
B-Hydroxy-B-Methylglutaryl-Coenzym-A
High Performance Liquid Chromatography
Hertz

Isopropanol

in situ Produktentfernung

Skalare Kopplungskonstante

Kilokalorie

kilodalton

Inhibierungskonstante fiir Aceton
Ketoreduktase

Kommerziell erhiltliche Ketoreduktasen

Lactonohydrolasen
Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus
kefir

natiirlicher Logarithmus

dekadischer Logarithmus des Verteilung-
skoeffizienten

L-spezifische Pantolactonhydrolasen
Losung

meta

multiplet

Ethylenglycol

Megahertz

Minute

Phasentrennfilter

Molekulargewicht von Sauerstoff
Molprozent

Milliarde

Molekulargewicht des Losungsmittels
Groflenausschlussmembran

Stoffmenge in mol

nicht bestimmt

nicht gepuffert
Nicotinamidadenindinucleotid (reduzierte,
oxidierte Form)
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
(reduzierte, oxidierte Form)
N-Hydroxysuccinimid
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NMR
o
%)
OJ-H

org. Phase

p
P

p
Pges
pK.

PKs

prc

PVA

q

qd

rac

ref. to

R¢

Rhodococcus sp.
rpm

Rsp-ADH

RT bzw. rt
Rt bzw. t;
S

s

s. N.

sec
Serl34

SEC

sp’

t

T bzw. temp.
TABH
TBDPS
TBSCl
TFA
THF
TIC
TRIS
Tyrl75

Uges

Up:
U/mg
U/mmol
USA

Kernmagnetische Resonanz

ortho

Durchmesser

CHIRALCEL' Cellulose Tris-(4-methyl-
benzoat)

organische Phase

para

Dampfdruck

Druck in bar oder kPa
Gesamtdampfdruck

negativer dekadischer Logarithmus der Sau-
rekonstante

negativer dekadischer Logarithmus der Ba-
senkonstante

Produktbezogener Umsatz
Polyvinylalkohol

Quartett

Quartettaufspaltung eines Dubletts
racemisch

bezogen auf

Retentionsfaktor

Rhodococcus species

Umdrehungen pro Minute
Alkoholdehydrogenase aus Rhodococcus
species

Raumtemperatur

Retentionszeit

Stereoselektivititsfaktor

Singulett

stochiometrisch auftretendes Nebenprodukt
Sekunde

Serin an der Position 134 der Aminosiu-
resequenz

superkritische Fliissigchromatographie
sp>-hybridisiert

Triplett

Temperatur
Tetramethylammoniumtriacetoxyborhydrid
tert-Butyldiphenylsilylether

tert - Butyldimethylsilylchlorid
Trifluoressigsdure

Tetrahydrofuran

total ion current
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tyrosin an der Position 175 der Aminosiu-
resequenz

Gesamtumsatz

produktbezogenen Umsatz

gravimetrische Enzymaktivitit
volumetrische Enzymaktivitit

Vereinigte Staaten von Amerika


http://de.wikipedia.org/wiki/Logarithmus
http://de.wikipedia.org/wiki/Logarithmus
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US-Dollar
UV/VIS
v. L

Vv

Vv

V-% bzw. Vol-%
v. Chr.

Vg

Vi

Vi

VTO

v/V
A

§ [ppm]

AE3400m/t

AG*

enape)n [ml-pmol’.cm™]

VAceton
Vnormativ
po2

Ps

X1

Xn
Xn

Offizielle Wihrungseinheit der USA
ultraviolet/visible

von links

(Absperr-)Ventil

Volumen

Volumenprozent

vor Christus

Gesamtvolumen

molares Volumen von Luft
Probenvolumen

molares Volumen von Wasser bei der Tem-
peratur T

Volumenverhaltnis

delta

Chemische Verschiebung

Abnahme der Absorptionskurve
Gibbs-Energie

molarer Extinktionskoeffizient von
NAD(P)H

Reaktionsgeschwindigkeit bei Anwesenheit
von Aceton

Reaktionsgeschwindigkeit bei Abwesenheit
von Aceton

Dichte von Sauerstoff

Dichte des Losungsmittels

Molenbruch von Sauerstoff bei einem Parti-
aldruck von 101.325 kPa
Stoffmengenanteile

Stoffmengenanteile
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