Universitat (-«
Rostock Wi Traditio et Innovatio

Untersuchungen zur Uberwindung
der Gleichgewichtslimitierung von
Transaminase-katalysierten

Reaktionen

Dissertation

zur
Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Universitat Rostock

vorgelegt von Marco Cornelius, geb. Tanzler, geb. am 26.08.1988 in
Neubrandenburg
Gotz, 26.09.2024

https://doi.org/10.18453/rosdok_id00005148



Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Mai 2014 bis Mai 2017 am Institut fiir Chemie

der Universitdt Rostock am Lehrstuhl fiir Analytische und Technische Chemie in der

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Udo Kragl angefertigt.

1. Gutachter: Prof. Dr. Udo Kragl

2. Gutachter: Prof. Dr. Andreas Liese
Jahr der Einreichung: 2024

Jahr der Verteidigung: 2025

II



Danksagung

Eigentlich reicht eine Danksagung nicht aus, weil diese Arbeit mehr als einmal geschrieben
wurde. Zwischen der ersten Rohfassung und der finalen Version liegen 7 Jahre, was aber
bestens zu Rostock passt. 7 Tiirme, 7 Tore, 7 Jahre fiir die Fertigstellung. Ich bedanke mich
deshalb bei Prof. Kragl nicht nur dafiir, dass er mich in seinem Arbeitskreis authahm und mir
die Moglichkeit gegeben hat dort zu forschen, sondern auch und vor allem dafiir, dass er mich
Jahre spiter auch noch unterstiitzt hat diese Arbeit zu beenden. Ein Danke auch an alle
ehemaligen Mitarbeitenden des Arbeitskreises, den KollegInnen im Labor, den Betreuern und
den Nachbarn im Biiro. Sie alle haben dazu beigetragen, dass die 3 Jahre im Labor auch
durchaus unterhaltsam waren. Natiirlich wére ich nie so weit gekommen ohne die Unterstiitzung
meiner Familie. Meine Mutter Silvi, mein Vater Mario und meine Grof3eltern Uwe und Rosi,
die immer hinter mir stehen, egal in welche Richtung es weiter geht. Das Gleiche gilt auch fiir
den in der Zwischenzeit neu hinzugekommen Teil der Familie. Meinen Schwiegereltern Jana,
Stephan und Frank, sowie meiner Schwiégerin Madeleine. Der grofte Dank gilt meiner Frau
Norina, die mir in den schwierigen Phasen mit Verstindnis beistand und immer wieder bewusst

gemacht hat, wofiir ich diese Arbeit anfertige und dass es die Miihen wert sind. Danke.

I



ERKLARUNG

Ich versichere hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig angefertigt
und ohne fremde Hilfe verfasst habe. Dazu habe ich keine auller den von mir angegebenen
Hilfsmitteln und Quellen verwendet und die den benutzten Werken inhaltlich und wortlich

entnommenen Stellen habe ich als solche kenntlich gemacht.

Gotz, 26.09.2024

Marco Cornelius

vV



Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird eine Methode zur Uberwindung der Gleichgewichtslimitierung von
Transaminase katalysierten Reaktionen an zwei Beispielen betrachtet. Als Teil der
Reaktionsoptimierung werden verschiedene Amindonoren eingesetzt und die Auswirkungen
unterschiedlicher Substrat- und Donorkonzentrationen betrachtet. Nach einer erfolgreichen
MaBstabsvergroferung liegt der Fokus in der Aufarbeitung und Isolierung des Produktes aus
einer Mischung verschiedener Amine. Fiir das erste Beispiel (R)-1-(3-Pyridyl)ethylamin konnte
mit einem der getesteten Trennverfahren eine vollstdndige Isolierung erreicht werden. Aus den
aufkommenden Problemen bei der Aufarbeitung wurde das Konzept der selektiven
Kristallisation entwickelt und beim zweiten Aminprodukt (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin
angewandt. Durch den Zusatz einer Carbonsdure kann selektiv das Produktamin aus einer
Mischung entfernt werden selbst dann, wenn das Donoramin ebenfalls zur Salzbildung mit der

Sdure neigt.

Summary

In this work, a concept of overcoming the limitations of transaminase catalyzed reactions was
tested for two different reactions. Part of the optimization process is the testing of different
amine donors and a variation of substrate and donor concentrations. After a successful scale up
the main focus was the downstream and isolation of the product. A complete isolation of (R)-
1-(3-pyridyl)ethyl amine could be accomplished after testing a variety of separation methods.
As a result of these problems occurred during the downstream processing the selective
crystallization concept was developed. This was used for the second amine product (S)-1-(3-
methoxy phenyl)ethyl amine. The product could be separated by the addition of a carbon acid,
even though the acid did crystallize with both amines.
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1 Einleitung

1.1 Grundlagen von Biotransformationen

Der Einsatz von Enzymen in Produkten des alltdglichen Lebens reicht zuriick bis in die Antike.
Bei der Herstellung von Brot, Kise und alkoholischen Getrdnken spielen Enzyme, damals wie
heute, eine entscheidende Rolle. Einer der éltesten Hinweise auf Enzyme findet sich im ,,Codex
of Hammurapi®, einer babylonischen Schrift aus dem 18. Jahrhundert v. Chr. im
Zusammenhang mit der Herstellung von Wein. Generell waren Fermentationsprozesse giangig
in der Antike. Neben Babylon fanden sich diesbeziiglich auch Hinweise in Schriften aus Rom,
Griechenland, Agypten, China und Indien.! Fiir die Produktion von Kise nutze man z.B. den
Milchsaft der Echten Feige. Das darin enthaltene Ficain (Cysteinprotease) sorgte fiir die
Gerinnung von Milch. Ein weiteres Beispiel ist die Umwandlung von Alkohol zu Essig durch
die Zugabe von Essigsidurebakterien (Acetobacteraceae). Natiirlich wussten die Menschen in
der Antike nicht, dass Enzyme fiir diese Prozesse verantwortlich waren, aber sie machten sich
deren Anwendung zu nutze. Einer der bekanntesten Anwendungen und auch eine der
wichtigsten, ist die Hefe beim Brot backen.

Die Mdoglichkeiten von Enzymen waren also schon in der fritheren Menschheitsgeschichte
bekannt und weit verbreitet. Allerdings begannen erst im 18. und 19. Jahrhundert die ersten
systematischen Untersuchungen zur Reaktionsweise von Enzymen. Der franzdsische
Wissenschaftler René-Antoine Ferchault de Réaumur (1683 —1757) stellte fest, dass die
Zersetzung von Fleisch eher ein chemischer als ein physikalischer Vorgang ist. Er beobachtete
ebenfalls die spezifische Wirkung von Enzymen, da zwar Fleisch verdaut und Knochen
enthirtet aber Pflanzen zum Teil gar nicht beeintrichtigt werden. Einen wichtigen Beitrag zum
Verstidndnis des Mechanismus und der spezifischen Wirkungsweise von enzymatischen
Reaktionen lieferten die Uberlegungen von Emil Fischer (dt. Chemiker; 1852 — 1919). Das von
thm vorgeschlagene ,,Schliissel-Schloss®“ Konzept beschreibt den stereochemischen
Zusammenhang zwischen Enzym und Substrat.? Demnach ist die sterische Ausrichtung des
Enzyms so spezifisch, dass es nur mit einem Substrat ,,passt® und wechselwirkt, genauso wie
ein Schliissel nur ein bestimmtes Schloss 6ffnen kann. Dieses Konzept geht von einer starren
dreidimensionalen Struktur im Protein aus, die von den Substraten exakt ausgefiillt werden. Im
Jahr 1958 passte Daniel E. Koshland das Modell an, indem er nicht mehr von einer starren
Struktur ausging. Das ,,induced fit“ Modell geht davon aus, dass das aktive Zentrum des

Enzyms nicht von Beginn an vollstindig an das Substrat passt, sondern seine Konformation
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dndert, um die Bindung zu verbessern, das heiBt, das aktive Zentrum ist nicht starr.> Die
Anderung der riumlichen Ausrichtung wird durch das Substrat ausgelost und so die
katalytischen Gruppen in die richtige stereoselektive Ausrichtung gebracht.

Am Ende des 19. und am Anfang des 20. Jahrhunderts folgten weitere Erkenntnisse, beziiglich
der Wirkungsweise von Enzymen. So gelang Gabriel Bertand (franz. Biochemiker,
1867 — 1962) 1897 die partielle Aufreinigung von Laccase (EC 1.10.3.2) aus Pflanzensaft.! Der
britische Biochemiker Adrian John Brown (1852 —1919) stellte fest, dass Saccharose,
unabhingig von der Konzentration, immer mit der gleichen Rate von Hefe umgesetzt wird.
Unterstiitzt von den Arbeiten Emil Fischers, leitete er daraus die Existenz eines Enzym-Substrat
Komplexes ab. Aus diesen Zusammenhingen leitete Victor Henri (dt.-franz. Physiochemiker
und Psychologe, 1872 — 1940) 1902 eine Formel ab, welche 10 Jahre spéter von Leonor
Michaelis (1875 —1949) und Maud Menten (1879 — 1960) verfeinert wurde und heute als
Michaelis-Menten-Kinetik bekannt ist.! Ein weiterer Meilenstein war die erste
Rontgenkristallographie von Urease. Sie ermoglichte ein erstes raumliches Bild eines Enzyms

und wurde 1926 von James Sumner publiziert.!

1.2 Industrielle Verwendung von Enzymen
Enzymatische Umsetzungen sind heutzutage ein fester Bestandteil der Industrie. Dies basiert
auf 4 grundlegenden technologischen Fortschritten.*
= Die Gewinnung der Enzyme aus den Mikroorganismen in groBen Mafstiben.
Prinzipiell funktioniert die Proteinaufarbeitung im groBBen Mafstab genauso wie im
Labor, jedoch sind einige Techniken nicht ohne weiteres in den industriellen MaB3stab
iibertragbar oder die entstehenden Kosten iibersteigen die des fertigen Produkts.’
= Die Herstellung von immobilisierten Enzymen im Grof3maRstab.
Bei der Immobilisierung von Enzymen, werden diese in oder auf einer Matrix fest
fixiert, mit dem Ziel bestimmte Eigenschaften wie die Stabilitdt oder die Vertriglichkeit
gegeniiber Losemitteln zu steigern.® Obwohl bereits 1916 zum ersten Mal Invertase auf
Kohle immobilisiert wurde, gelang eine groflere Produktion an immobilisiertem Enzym
erst in den 60er Jahren.’
= Die Nutzung von Enzymen fiir hydrophobe Substrate.
Die allgemeine Annahme war, dass Biokatalysatoren nicht fiir die organische Synthese
in nicht-wéssrigen Losemitteln eingesetzt werden konnen. Dies resultierte u.a. aus den

Untersuchungen mit Cholosterol Oxidase zur Herstellung von



Cholestenon.®Untersuchungen von Klibanov aus dem Jahr 1986 zeigten jedoch, dass es
durchaus Enzyme gibt, welche auch in unpolaren Losemitteln Aktivitit zeigen.’
* Die industrielle Herstellung von rekombinaten Proteinen.

Ein héufiges Problem stellt die Wirtschaftlichkeit bei der Verwendung von aus der
Natur isolierten Enzyme dar. Um Eigenschaften wie die Stabilitdt, Aktivitit und
Reinheit zu verbessern, werden Biokatalysatoren modifiziert. Eine Moglichkeit ist die
direkte Evolution, bei der die Mikroorganismen mutiert und die daraus entstehenden
Varianten anschlieBend selektiert werden.! Bei der Hybridisierung erfolgt die
Modifizierung der zelluliren Genetik durch Ubertragung von anderen Enzym-
Stdimmen. Die dritte Mdglichkeit ist die rekombinante DNS-Technologie. Dabei wird
die genetische Information eines Stamms in vitro modifiziert und kann anschlieBend in

den gleichen oder einen anderen Stamm eingesetzt werden.

Dank dieser malfigeblichen Entwicklungen finden sich heutzutage Biokatalysatoren in
industriellen Prozessen mit Mallstdben von bis zu mehreren tausend Tonnen pro Jahr (t/a)
wieder und haben teilweise die bestehenden chemischen Prozesse ersetzt. So wird die Spaltung
von Penicillin G zu 6-Aminopenicilliansdure mit Penicillin-Amidase aus E. coli im 50000 t/a
MaBstab durchgefiihrt (Stand 2014).!" Weitere Beispiele sind die Hydrolyse von Stirke zu D-
Maltose und D-Glucose durch a-Amylase (> 100000 t/a; 2014) oder die Racematspaltung von
sekundiren Amiden durch Lipase aus Burkholderia cepacia (10000 t/a; 2014).!" Die
Einsatzgebiete beschrinken sich dabei langst nicht mehr auf die Lebensmittelindustrie. Enzyme
als Verarbeitungsmittel finden sich in Waschmittel, Papier, Textil, Lederbehandlung,
Arzneimittel und Pharmazeutika, Silage und Tierfutter. Die Griinde fiir die Nutzung von
Enzymen sind u.a. eine hohere Produktqualitit, bessere Nutzung der Rohstoffe, verminderte
Prozesskosten sowie die Verminderung von Arbeits- und Umweltbelastung.!! Dies hat zur
Folge, dass der Marktanteil derartiger Anwendungen stetig wichst. Im Jahr 2014 lag der
Marktanteil von enzymatisch gewonnenen Rohstoffen im Bereich Waschmittel (Proteasen,
Lipasen, Cellulasen) bei 26 % (vom Gesamtmarkt), beim Starke-Abbau (a-Amylase) waren es
16 %, bei Mehl und Backwaren (z.B. a-Amylase, Protease) 8 % und bei Tierfutter und Silagen
(Phytase, Cellulase) 22 %.!! All diese Zahlen zeigen deutlich, dass Enzyme und ihre Reaktionen

ein fester Bestandteil der Industrie und in unserem alltdglichen Leben sind.



2 Zielsetzung

2.1 Uberwindung der Gleichgewichtslimitierung bei Transaminase-katalysierten
Reaktionen

Die Dissertation ist im Rahmen des Verbundprojektes ,, BIOKATALYSE2021: P42: Etablierung
biokatalytischer Prozesse zur Herstellung von chiralen Aminen — Teilprojekt B “angefertigt
worden. Das Gesamtziel des Projektes P42 war es, die biokatalytische Produktion neuartiger,
wirtschaftlich interessanter, chiraler Amine zu etablieren, fiir die bislang weder eine effiziente
chemische oder biokatalytische Synthese beschrieben wurde. Dazu sollte in enger
Zusammenarbeit mit dem Projektpartner Enzymicals AG das Portfolio der kommerziell
verfligbaren Amine um neuartige chirale Amine erweitert werden. Im speziellen Fokus stand
der Einsatz von neuen (R)-selektiven Amintransaminasen (R-ATAs) zur Herstellung von
optisch aktiven (R)-Aminen, die erst im Jahr 2010 identifiziert wurden.!? Diese Amine waren
bisher einer asymmetrischen, biokatalytischen Synthese nicht zuginglich, so dass weder
Referenzsubstanzen noch eine Analytik zur Bestimmung der optischen Reinheit fiir diese
Substanzen zur Verfiigung standen. Die Prozessetablierung (R)-selektiver Transaminasen zur
Herstellung von optisch aktiven Aminen durch eine asymmetrische Transaminierung sollte
anhand von 5 Prototypen vollzogen werden. Der Schwerpunkt lag bei der Verschiebung der
Gleichgewichtslage der Reaktionen in Richtung des gewiinschten Produkts. Zusétzliche
Themen waren die Bereitstellung von analytischen Verfahren zur Prozesskontrolle, die
chemischen Synthese entsprechender Referenzsubstanzen, die Ermittlung relevanter
Produkteigenschaften, die Erarbeitung von Aufarbeitungsmethoden, die Optimierung sowie die
MafBstabsvergroflerung des Prozesses.

Die genannten Ziele wurden im Rahmen dieser Arbeit exemplarisch am Beispiel des 3-
Acetylpyridins durchgefiihrt, welches mit Hilfe der (R)-selektiven Transaminase MvATA
(Mycobacterium vanbaalenii) zum (R)-1-(3-Pyridyl)ethylamin umgesetzt wird. Dieses
Produktamin ist ein potenzieller Baustein fiir weitere pharmazeutisch aktive Verbindungen und
war bisher nicht auf direktem Wege biokatalytisch zugénglich. Das groite Hindernis stellte
dabei die Uberwindung der Gleichgewichtslimitierung dar. Entsprechend lag der Fokus auf der
Identifizierung des am geeignetsten Amindonors, sowie dem Finden der glinstigsten

Reaktionsbedingungen und der Isolierung des Produkts.



2.2 Entwicklung neuer Kristallisationskonzepte fiir das Downstream processing
von Transaminase-katalysierten Reaktionen

Basierend auf den Erfahrungen aus dem ersten Teil der Dissertation wurde nach alternativen
Moglichkeiten gesucht, Produkte aus TA-katalysierten Reaktion zu isolieren. Da die
Reaktionslosung aus 4 Substanzen (Donor, Cofaktor, Coprodukt und Produkt), die sich
chemisch sehr dhnlich sein konnen, und dem Biokatalysator besteht, war ihre Auftrennung
deutlich erschwert. Chromatographische (Saulenchromatographie) und thermische (Extraktion
und Destillation) Trennverfahren waren nur bedingt erfolgreich und gingen mit einem
deutlichen Ausbeuteverlust einher. Basierend auf dem Konzept der in situ Produkt
Kristallisation (eng.: in situ product crystallisation; ISPC), welches von Prof. Dr. Jan von
Langermann auf TA-katalysierte Reaktionen iibertragen wurde, wurde versucht das
Reaktionsgemisch mit Hilfe einer selektiven Kristallisation aufzuarbeiten. Dafiir wurden
organische Carbonsduren gesucht, die selektiv das Produkt aus der Losung kristallisieren. Zum
einem erfolgt dadurch eine Trennung der Aminmischung und zum anderen kann auch ein Effekt
auf die Lage des chemischen Gleichgewichts erwartet werden. Der Fokus lag aber primér in
der Isolierung des gewiinschten Amins aus der Losung, als auf dem in situ Einsatz. Das Ziel
war es ein System zu entwickeln, indem das Produktamin selektiv aus der Reaktionslosung
entfernt werden kann, ohne dabei das Donoramin zu beeinflussen bzw. ohne, dass es zu einer
Wechselwirkung zwischen dem Féllungsmittel und dem Donor kommt und gleichzeitig mit
dem Enzym kompatibel ist. Diese Untersuchungen wurden exemplarisch am 3-

Methoxyacetophenon durchgefiihrt.



3 Theoretische Grundlagen

3.1 Biokatalyse

Unter Biokatalyse wird der Einsatz von Enzymen und Mikroben innerhalb von synthetischen
Anwendungen verstanden. Die Enzyme werden dabei nicht notwendigerweise fiir die
Umsetzung natiirlicher Ausgangsstoffe, sondern haufig fiir spezifische Anwendungen mit nicht
in der Natur vorkommenden Reaktanden verwendet.*!3-17

Die Enzyme sind dabei in der Lage die Umsatzraten einer Reaktion bis zu einem Faktor von
10" zu beschleunigen.'® Sie nehmen aber keinen Einfluss auf die Lage des chemischen
Gleichgewichts, sondern senken nur die Aktivierungsenergie, indem sie den Ubergangszustand
einer Reaktion stabilisieren. Die Stabilisierung erfolgt dabei durch die selektive Bindung des
Ubergangszustandes einer bestimmten Reaktion durch elektrostatische und sterische Krifte,
Wasserstoffbriickenbindungen und Solvatations-Effekte.!”** Computersimulationen haben
gezeigt, dass elektrostatische Wechselwirkungen hauptverantwortlich fiir die Reduzierung der
Aktivierungsenergie sind und nicht die sterischen Wechselwirkungen.?!*’Dennoch ist es eine
Kombination aus beiden Effekten, die fiir Anordnung von Substrat, Cofactor und katalytischen
Zentrum verantwortlich ist.

Eine der wichtigsten Eigenschaften von Enzymen ist ihre hohe Selektivitit, wobei sich diese
nicht nur auf die Bindungsart oder funktionelleGruppe beschridnkt, sondern oft auch eine hohe
Regio- und Stereoselektivitit vorliegt (s. (R)- und (S)-Transaminasen). Trotzdem beschrinkt
sich der Anwendungsbereich nicht nur auf ein Substrat oder eine kleine Substratgruppe. In den
letzten 20 Jahren sind vermehrt Beispiele bekannt geworden bei denen ein Enzym
verschiedenste Substrate umsetzt oder unterschiedliche Bindungen spaltet.”>° Zum Beispiel
gibt es Pyruvat Decarboxylasen, welche normalerweise Pyruvat in Acetaldehyd und
Kohlenstoffdioxid umwandeln, die Acetaldehyd mit einem anderen Aldehyd in einer Acyloin-

Kondensation verbinden.?¢

Enzymklassen und Nomenklatur

Zur genaueren Beschreibung und einheitlicher Kennzeichnung werden alle Enzyme mit einer
EC-Nummer (engl. enzyme commision number) versehen. Die Nomenklatur erfolgt durch die
International Union of Biochemistry and Molecular Biology TUBMB)?’, die jedem Enzym eine
aus 4 Zahlen bestehende EC-Nummer zuordnet.”® Die erste Zahl zeigt die Hauptklasse an,

welche die katalysierte Reaktion spezifiziert. Diese wird in Unterklassen aufgeteilt, je dnach
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Art des Substrats, der iibertragenen funktionellenGruppe oder an der Reaktion beteiligte
spezifische Bindung. Die Unterklassen werden durch die zweite Zahl gekennzeichnet. Die 3.
Zahl ist eine weitere Unterteilung der Unterklassen beziiglich der Substrate oder Co-Substrate,
die die Herkunft der Unter-Unterklasse beschreibt. Die 4. Stelle der EC-Nummer ist schlieBlich
eine fortlaufende Seriennummer. Bei der Anwendung der Nomenklatur wird auch die Richtung
der katalysierten Reaktion beachtet. Diese sollte bei der Beschreibung fiir alle Enzyme einer
Klasse die gleiche sein.

Da Enzyme mit derselben EC- und CAS-Nummer (engl. Chemical abstracts service) aber
unterschiedlicher biologischer Herkunft komplett anders reagieren konnen, muss zur

kompletten Identifizierung auch die Herkunft genannt werden.

EC (1).(i1).(ii1).(iii1)

(1) Enzymklasse; beschreibt die Art der katalysierten Reaktion

(i1))  Unterklasse; weist auf den Substrattyp hin, die Art der iibertragenen Gruppe oder die
Art der Bindung die an der Reaktion betetiligt ist

(ii1))  Unter-Unterklasse; beschreibt die Art des Substrats oder Co-Substrats

(i1i1)  willkiirliche Seriennummer

Bsp: EC 3.5.1.14 (Aminoacylase; industrielle Herstellung von L-Methionin)

3 Hydrolase

5 C-N Bindung hydrolysiert

1 Substrat ist ein lineares Amid

14 Seriennummer zur vollen Beschreibung

EC 1 Oxidoreduktasen

Die Enzyme dieser Klasse katalysieren je nach Reaktionsrichtung Oxidationen oder
Reduktionen, d.h. sie sind an der Ubertragung von Elektronen beteiligt und werden
entsprechend anhand der Elektronendonatoren unterteilt. Generell sind alle Oxidoreduktasen
Cofaktor abhingig, welche in der Redoxreaktion das Gegenstiick zu der eigentlichen Oxidation
oder Reduktion bilden. Die hdufigsten Cofaktoren sind NADH/NAD®, NADPH/NADP,
FADH/FAD*, ATP/ADP.*-3! Zu den wichtigsten Vertretern gehdren die Oxidasen, Alkohol-
Dehydrogenase, L-Lactat-Dehydrogenase, Glucose-6-Dehydrogenase und  Pyruvat-

Dehydrogenase
I o=z M
R1 R2 R1 R2



EC 2 Transferasen

Transferasen sind an der Ubertragung funktionellerGruppen von einem Molekiil (Donor) auf
ein anderes Molekiil (Akzeptor) beteiligt und sind in der Natur am haufigsten vertreten. Sie
weisen eine hohe Regio- und Stereoselektivitdt auf und werden abhéngig von der libertragenen
Funktionellen-Gruppe unterteilt. Wichtige Vertreter sind die Transketolase (C-C Kupplung),
Glycosyltransferase (Aufbau von Oligosacchariden), Transaminase (Racematspaltung und

asymmetrische Synthese) und Kinase (Einfiihrung von Phosphatgruppen).

0] O
)S(R1 + NH2 =S HO)‘\(R1 + 2
oyt I By

NH,

Aminakzeptor Amindonor Produkt Co-Produkt

EC 3 Hydrolasen

Hydrolasen katalysieren die hydrolytische Spaltung von C-O, C-N, C-C, P-O und anderen
Bindungen. Der Reaktionsverlauf ist meist irreversibel, weshalb sie in der Natur hiufig in
Abbauprozessen zu finden sind. Diese Enzymklasse enthélt viele wichtige Stoffwechselenzyme
wie Lipasen und Esterasen, Phosphatasen, Nukleasen, Amylasen und Peptidasen. Von allen
Enzymklassen spielen die Hydrolasen fiir die Industrie die wichtigste Rolle, was vor allem
dadurch deutlich wird, dass ca. 80 % aller in der Industrie angewandten Enzyme Hydrolasen
sind.>?> Zu den wichtigsten Anwendungen gehdrt die Hydrolyse von Polysacchariden

(Glycosidase), Nitrilen oder die Veresterung von Fettsduren bzw. Spaltung von Estern.

H,0 Q

I *  HO—R?

0—R?2 R “OH

I

R1



EC 4 Lyasen

Lyasen katalysieren die nicht-hydrolytische Bindungsspaltung/-bildung. Das Resultat sind
hiufig ungesittigte Produkte mit Doppelbindungen. In der Industrie wird oft die Riickreaktion,
die Addition eines Molekiils an ein ungeséttigtes Substrat, verwendet, wobei ein chirales
Zentrum entstehen kann. Ein Beispiel hierfiir ist die Hydroxynitril Lyase, bei der aus einem
Aldehyd und einem Cyanid ein chirales Hydroxynitril entsteht. Die Reaktionen sind in der
Regel  Gleichgewichts-kontrolliert und dies wird genutzt, um durch hohe
Substratkonzentrationen die Umsétze zu steigern.*

o HO, H

\Y
)]\H + HCN =—= >\CN

O O

)]\ S L + CO,

R COOH R H

EC 5 Isomerasen

Isomerasen katalysieren strukturelle Anderungen innerhalb eines Molekiils. Die entstehenden
Produkte besitzen zwar die gleiche Summenformel aber weisen unterschiedliche Konfiguration
und/oder Konstitution auf. Sie sind beispielsweise beteiligt an [somerisierungen (z.B. cis-trans),
Racematbildung (Racemisierung) und Tautomerisierungen. Das wohl wichtigste Beispiel ist
die Glukose-6-phosphat-Isomerase, welche die Glykolyse von Glukose-6-phosphat zu
Fruktose-6-phosphat ermoglicht, wodurch alle Lebewesen die Energie von Kohlenhydraten

nutzen konnen.

0] @)

Alanin-Racemase
OH = HO

NH, NH,

EC 6 Ligasen
Ligasen, auch Synthetasen genannt, katalysieren die Bindungsbildung zwischen zwei
Substratmolekiilen unter Energieverbrauch (ATP-Spaltung). Sie haben eine wichtige Rolle in
der Natur da sie an der nicht-ribosomalen Peptidsynthese und an der Reparatur von DNA-
Fragmenten beteiligt sind.*® Ein wichtiger Vertreter ist die Amino-tRNA-Synthetase, welche
die Proteinbiosynthese katalysiert.

Aminosaure + tRNA + ATP — Aminoacyl + tRNA + AMP + Pyrophosphat



EC 7 Translokasen

Translokasen ermdglichen den Transport von Ionen oder Molekiilen {iber eine Membran oder
eine Trennung innerhalb einer Membran. Es wird also keine Reaktion katalysiert, sondern ein
Ortswechsel. Die Unterklasse bezeichnet die iibertragene Komponente und deutet auf den

Prozess, der die treibende Kraft fiir die Translokation darstellt.>*

3.2 Transaminasen

3.2.1 Grundlagen
Die Transaminasen gehoren zu der Enzymklasse der Transferasen und werden mit der die EC-

t.>5 Die Enzyme katalysieren die Ubertragung einer Amin-

Nummer 2.6.1.xxx bezeichne
Funktion zwischen zwei Molekiilen, bei der ein primires Amin deaminiert (Amindonor) und

gleichzeitig ein Keton oder Aldehyd aminiert (Aminakzeptor) wird.*¢43

0] )
NH, 0
— - R
G S eI |
o} NH;
Aminakzeptor Amindonor Produkt Co-Produkt

Schema 1: Schematische Darstellung einer Transaminase-katalysierten Reaktion

Anhand der Gemeinsamkeiten in der Primérstruktur lassen sich die Transaminasen in 4
Gruppen unterteilen, wovon besonders die Enzyme der Gruppe 2 herausstechen (Tabelle 1).
Die als o-Transaminasen bezeichneten Enzyme der Gruppe 2 kdnnen theoretisch jede Keto-
oder Aldehyd-Funktion aminieren und jedes primire-Amin deaminieren, deshalb werden sie
hiufig auch als Amin-Transaminasen bezeichnet.** Im Gegensatz dazu stehen die
Transaminasen der Gruppen 1, 3 und 4, welche auf a-Amino- und a-Ketosduren beschriankt
sind und deshalb a-Transaminasen genannt werden. Transaminasen werden fiir die Herstellung
von optisch reinen chiralen Aminen verwendet. Diese sind wichtige Bausteine fiir die
chemische Synthese, insbesondere flir pharmazeutisch aktive Substanzen und Agrochemikalien
sind sie in ithrer enantiomerenreinen Form von groBer Wichtigkeit, da sie ausschlaggebend fiir
die biologische Aktivitit der Verbindungen sind.*>*¢

Synthetisiert werden chirale Amine meist durch die asymmetrische Hydrierung einer
Schiffbase.*”*® Andere klassische Ansitze sind die Kristallisation von diastereomeren Salzen,
die enantioselektive Reduktion von Iminen mittels Ubergangsmetallkatalysatoren oder die

chromatographische =~ Trennung. Die Nachteile dieser Verfahren sind harsche
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Reaktionsbedingungen, grole Mengen Produktionsabfall, der Einsatz toxischer Substanzen,

sowie eine oftmals unzureichende Stereoselektivitit.?’

Tabelle 1: Gruppierung von Transaminasen

Untergruppe Enzym EC Nr.

I AspAT 2.6.1.1
AlaAT 2.6.1.2
TyrAT 2.6.1.5
HisAT 2.6.1.9
PheAT 2.6.1.58

II AcornAT 2.6.1.11
OmAT 2.6.1.13
o-AaAT 2.6.1.18
GaBaAT 2.6.1.19
DapaAT 2.6.1.62

111 D-AlaAT 2.6.1.21
BcaaAT 2.6.1.42

|AY SerAT 2.6.1.51
PSerAT 2.6.1.52

1)

NH RS RS + RS +
2 — NH3 — NH3
3\ + 2 R4Jw‘/OH —_— R4J\’(O J\ + R4J\’(O =
R!” "R2 1 2 17 R2
0 O R R O R R
l Feststoff gelost
2) o RS R3
J\ N-Quelle I\f/ [H] HN/
WH
R1 R2 R‘IJ\RZ R1kR2
Ketimin

Keton Schiff’'sche Base Amin

Schema 2: Synthesestrategien zur Herstellung von chiralen Aminen
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Da immer nur eines der beiden Enantiomere umgesetzt wird, ist der Umsatz stets auf 50 %
limitiert. Nur durch den Einsatz eines weiteren Katalysators, der das andere Enantiomer wieder
racemisiert, kann dieses Limit {iberwunden werden.*’ Einfacher und effizienter ist die
asymmetrische Synthese, da auf diese Weise das gewiinschte Produkt in nur einem Schritt aus
dem prochiralen Keton oder Aldehyd erhalten werden kann und dabei einen theoretischen

Umsatz von 100 % erméglichen kénnte. 380

NH2 o o-Transaminase NH2 NH2
+ = — +
R1}\R2 R3JI\R4 R1/'\R2 R3/§\R4
racemisches Aminakzeptor o Co-Produkt
Amin J\
R °R?
Produktamin
+
Co-Produkt
2)
j)l\ w-Transaminase NH,
R1 R2 h R'l }*\RZ
prochirales .
Keton Produktamin
NH»> (0]
R35\R4 R3J\R4
Amindonor Co-Produkt

Schema 3: 1) kinetische Racematspaltung; 2) Asymmetrische Synthese

Schon in den 90er Jahren war die asymmetrische Synthese ein zentrales Thema in der
Biotransformation,’*>* dabei wurden viele Beispiele verdffentlicht wie aus prochiralen
Ketonen und Keto-Siuren chirale Alkohole und Aminosiuren synthetisiert wurden.>-® Die
Edukte wurden dabei durch Oxidoreduktasen beziehungsweise o-Transaminasen
enantioselektiv reduziert. Die Gewinnung chiraler Amine durch enantioselektive Aminierung
ist jedoch nicht sehr hdufig publiziert. Eine geringe Stabilitit in organischen Losemitteln, sowie
die Abhingigkeit von pH-Werten und Temperaturen und die Moglichkeit der Produkt- und oder
Substratinhibierung stellen einige Hiirden dar, um effiziente biokatalytische Prozesse zu
entwickeln.*!” Die Vorteile der biokatalytischen Reaktion sind allerdings so groB, dass sie in
den vergangenen Jahren immer mehr an Bedeutung gewann und heute ein wichtiger Bestandteil
in der Synthese von chemischen Produkten ist.
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Fiir die asymmetrische Synthese von chiralen Aminen spielen besonders die m-Transaminasen
eine wichtige Rolle. Im Gegensatz zu den a-Transaminasen, welche auf a-Keto- oder a-
Aminoséuren beschriinkt sind, kdnnen sie theoretisch jedes Amin oder Keton umsetzen.*6:4%>
Das Thema gewann an zusitzlicher Relevanz durch die Identifizierung von (R)-selektiven
Transaminasen durch Iwasaki et al.®** Waren die (R)-Amine vorher nur iiber die kinetische
Racematspaltung zugénglich, konnten sie nun direkt durch asymmetrische Synthese hergestellt
werden. Ein wichtigen Beitrag dazu lieferten Hohne et al. 2010, die mit einem in silico Ansatz
17 neue (R)-selektiven Transaminasen entdeckten.'? Aber nicht nur die Entdeckung neuer
Biokatalysatoren, sondern auch die Erweiterung des Substratspektrums durch Protein-
Engineering steigerten das Interesse an o-Transaminasen.'**° Biokatalysatoren kénnen mittels
gerichteter Evolution genau an die Umsetzung des gewiinschten Ausgangsstoffes angepasst
werden.

Eines der wichtigsten Beispiele fiir die Anwendung von o-Transaminasen ist die Synthese des
Antidiabetikums Sitagliptin. Savile et al. gelang es durch eine Kombination aus in silico
Verfahren und Mutation ein Homolog der kommerziell erhéltlichen ATA-117 (aus Arthobacter

t.%1 Nach weiterer

sp.) zu entwickeln, welches Aktivitit flir das Prositagliptin-Keton zeig
gezielter Evolution konnte die Anwendbarkeit weiter vergrofert werden und es war moglich,
das Sitagliptin nun auch biokatalytisch zu erhalten, statt wie bisher eine Enamin-Hydrierung
unter grofem Druck und unter Einsatz eines Rhodium-Katalysators durchzufiihren.®* Jedoch
leidet diese Verfahren vor allem unter der unzureichenden Stereoselektivitit (97 % ee.),®! sowie
des zusitzlichen Ausbeuteverlusts durch die notwendige Entfernung des toxischen
Ubergangsmetallkatalysators durch Umkristallisation. Neben der erfolgreichen Entwicklung
eines Enzyms, welches das Prositagliptin in enantiomerenreines Sitagliptin umsetzt, mussten
Savile et al. auch einen Reaktionsprozess entwickeln, der eine praktische Anwendung
ermOglicht. Hindernisse wie die schlechte Loslichkeit des Eduktketons in Wasser (<1 g/L) und
die fiir Transaminasen typische schlechte Lage des chemischen Gleichgewichts galt es zu
iiberwinden. Die Loslichkeit konnte durch die Zugabe eines Co-Solvents (Dimethylsulfoxid)
und die Steigerung der Reaktionstemperatur auf 45°C verbessert werden. Um das
Gleichgewicht zu Gunsten des Produktes zu verschieben erfolgte der Einsatz groler Mengen
Donoramins (1 M Isopropylamin). Die daraus resultierenden Reaktionsbedingungen von
200 g/L Keton (250 mM), 1 M i-PrNHz, >25 % DMSO, T =45°C und pH 8,5 iiber 24 h sind
fiir den Biokatalysator recht harsch, was zur Folge hatte, dass das Enzym nicht nur an das

Substrat, sondern auch an die Reaktionsbedingungen angepasst werden musste.
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a) chemokatalytisch

\ NH,OAc
F
O NH»
N”N\|K\N F
>/N\) F
Fs;C
Rh[Josipjos]/H,,

250 psi

FsC 97% e.e.

Heptan/i-PrNH,
H3PO,

F
F
b)
biokatalytisch
i-PrNH,
Transaminase
PLP
Aceton

F3C 99.95% e.c.

HsPO,

Schema 4: Synthese von Sitagliptin ausgehend vom Prositagliptin®’
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Letztendlich gelang es ein System zu entwickeln, welches Sitagliptin in 92 % Ausbeute mit
>99,9 %ee lieferte (Schema 4). Im direkten Vergleich zur Rhodium-katalysierten Reaktion
konnte der Umsatz um 10-13 % gesteigert werden. Die Produktivitit (kg/L pro Tag) stieg sogar
um 53 %, wobei die Abfallmenge um 19 % reduziert werden konnte.5!

Dieses Beispiel zeigt deutlich die Vorteile und das Potential von Biokatalysatoren und
biokatalytischen Prozessen. Gleichzeitig werden aber auch die Hindernisse und Anforderungen,
die ein solcher Prozess mit sich bringt, deutlich. Diese sind oftmals sehr speziell und fiir jeden
Biokatalysator und Prozess neu zu iiberwinden.

Neben den Transaminasen finden auch andere Biokatalysatoren wie Monoaminoxidasen,
Amindehydrogenasen und Iminreduktasen Anwendung in der Herstellung von chiralen

Aminen.3%4°

3.2.2 Reaktionsmechanismus
Alle Transaminasen benétigen Pyridoxal-5-Phosphat (PLP) als Cofaktor. PLP dient in der
Reaktion als intermedidrer Aminakzeptor, welcher die zu {ibertragende Amin-Gruppe

aufnimmt und schlie8lich an den eigentlichen Akzeptor abgibt.

H
R.Z5COO" R COO”
T T

0] H H /NtH H N\H
OH 7 O t| O
‘043P0 Z 20,4P0 2 | 204P0 | € |
X QL+ )
N N N
H H
1PLP 2 Aldemine 3 Chinon Intermediat
R\(COO'
|
NH, H N
H
OH H O
20,4P0 Z - Z0gPO 7 |
X Sl
N N
H
5 PMP 4 Ketimin

Schema 5: Reaktionsmechanismus des Pyridoxyl-5-Phospahts

Das PLP bildet zu Beginn eine Schiffbase mit dem Lysin im Enzym. Die C=N Bindung der

Schiffbase wird vom Donoramin angegriffen, was zu einer Imin Bildung zwischen dem PLP
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und dem Donor fiihrt. Dabei wird die Schiffbase durch die Hydroxy-Gruppe in ortho Position
iiber eine Wasserstoftbindung stabilisiert. Ein weiteres Lysin entfernt den Wasserstoff am
Aminkohlenstoff, der durch die Imin Bildung ein saures Zentrum gebildet hat. Durch die
Entfernung des Protons tritt eine Isomerisierung ein, welche durch das Proton der Base aus dem
ersten Schritt gequenched wird. Das neu gebildete Imin wird hydrolisiert, wobei das Co-
Produkt Keton frei wird und der Enzym-PMP Komplex entsteht. Uber den umgekehrten Weg

gelangt die Aminfunktion nun an das Substrat Keton, was zur Bildung des Produkts fiihrt.>%*

3.2.3 Gleichgewichtslage bei TA-katalysierten Reaktionen

Ein grofler limitierender Faktor bei Transaminase-katalysierten Reaktionen ist die Lage des
thermodynamischen Gleichgewichts. Oftmals ist die Riickreaktion thermodynamisch
begiinstigt, was niedrige Umsidtze zur Folge hat. Deswegen sind spezifische Strategien
notwendig, um das Gleichgewicht auf die Seite der Produkte zu verschieben, wobei die Wahl
des Amindonors oftmals mit der Methode zur Gleichgewichtsverschiebung verkniipft ist. Die
am hiufigsten angewandte und einfachste Methode ist ein Uberschuss an Donoramin. Je nach
thermodynamischer Stabilitit des Substrates kann der Einsatz eines 10-fach bis 25-fachen
Uberschusses zu guten Umsitzen fithren. Problematisch ist jedoch, dass Inhibierungen durch
entweder den Donor selbst oder das entstehende Co-Produkt eintreten kénnen. Ein Beispiel
hierfiir ist Alanin, das entstehende Co-Produkt Pyruvat ist ein starker Inhibitor fiir die meisten
Enzyme und muss daher aus der Reaktionslosung entfernt werden. Durch die Verwendung
anderer Amine (z.B. Isopropylamin, 1-Aminotetralin, 1-Phenyletylamin u.a.) kann die Bildung
von Pyruvat natiirlich vermieden werden, jedoch akzeptieren nicht alle Enzyme jedes Amin als
Donor bzw. werden mit unterschiedlichen Aminen verschiedene Umsitze bei ein und derselben

Reaktion erzielt.®

Ein weiterer Faktor ist die Verfligbarkeit des Substrats. Viele enzymatische
Reaktionen finden in wissrigen Medien statt aber nicht immer sind die Substrate wasserloslich.
Auch Faktoren wie die Wahl des Losungsmittels oder die Temperatur haben einen Einfluss, da

diese direkt die Loslichkeit beeinflussen.
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Schema 6: Verschieden Methoden der ISPR bei TA-katalysierten Reaktionen

3.3 Gleichgewichtsverschiebungen

Wie bereits erwihnt ist der Einsatz eines Uberschusses an Donoramin eine technisch einfache
Moglichkeit, die Lage des chemischen Gleichgewichts bei TA-katalysierten Reaktionen zu
beeinflussen. Dennoch ist die Methode nicht beliebig fiir jedes System anwendbar.
Ausschlaggebend ist die GroBe der Gleichgewichtskonstanten K., die in Abhéngigkeit des
verwendeten Donor Amins variiert. Durch die Bestimmung von K., kann also der geeignetste
Donor fiir die gewiinschte Reaktion identifiziert werden. Tufvesson et al. betrachteten die
Reaktion eins pro-chiralen Ketons mit einem Amindonor unter der Bildung eines chiralen
Amins und des Co-Produkts und bestimmten die relativen Gleichgewichtskonstanten K., fiir
die drei gidngigen Amindonoren a-Methylbenzylamin (MBA), 2-Propylamin (IPA) und Alanin
(Ala) in Bezug auf die Reaktion, in der Aceton zu IPA wumgesetzt wird. Die
Gleichgewichtskonstante fiir diese Reaktion wurde mit Keq=1 festgesetzt und die Werte fiir
die anderen beiden Amine ins Verhéltnis gesetzt. Fiir MBA ist Keq =30, das heiit das
Gleichgewicht liegt auf Seiten der Produkte. Bei Ala verhilt es sich genau entgegengesetzt und
mit Keq = 1073 ist es eher auf Seiten der Substrate.®® Allgemein ist fiir Substanzen mit &hnlicher
Struktur (aliphatische Amine) ein dhnlicher Wert fir K, zu erwarten, wohingegen fiir
Umwandlungen von Ketonen mit einem Phenylring in a-Position K., eher im Bereich 0.5 bis 2
liegt, je nach Substituenten am Ring.®”-%Weitere Faktoren, die die Ausbeute beeinflussen, sind
das Verhéltnis Amindonor zu Akzeptor und ob das Produkt/Co-Produkt aus dem System
entfernt werden kann. Wird MBA als Donor eingesetzt, kann es aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit schwierig werden, eine geeignete Methode zu finden, welche selektiv MBA

abtrennt, ohne zeitgleich das Produkt zu entfernen. AuBerdem kann es bei hoheren
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Substratkonzentrationen dazukommen, dass ein bspw. 10-facher Uberschuss an Donor
technisch gar nicht umgesetzt werden kann, da die Loslichkeitsgrenze erreicht wird. Die
Reaktion mit IPA ist zwar thermodynamisch nicht so begiinstigt wie die mit MBA, aber Aceton
als Co-Produkt kann leicht durch verminderten Druck entfernt werden (s. Schema 6 B). Von
den drei untersuchten Aminen weist Ala die kleinste Gleichgewichtskonstante auf und kann
somit als schwichster Donor im betrachteten System angesehen werden. Zusétzlich ist das Co-
Produkt Pyruvat ein bekannter Inhibitor bei TA-katalysierten Reaktionen, wodurch eine in-situ
Produktentfernung (engl. In-situ product removal, ISPR) gebraucht wird (siehe Kapitel
3.3.1).%Dabei wird das (Co-)Produkt aus der Reaktion entfernt kurz nachdem es hergestellt
wurde und somit der inhibierende Effekt minimiert. Da es sich um Gleichgewichtsreaktionen
handelt, wird dadurch die Lage in Richtung der Produkte verschoben und die Ausbeute kann
gesteigert werden. Durch die Verkniipfung der Reaktion mit dem ersten Schritt der
Aufarbeitung konnen theoretisch zwei Probleme auf einmal geldst werden.”®7?> Weitere
zusitzliche Effekte sind

a) die Uberwindung inhibierender oder toxischer Wirkung des Produkts, um eine

kontinuierliche Bildung zu ermdglichen,

b) Minimierung von Verlusten durch Abbau oder unkontrollierter Freisetzung und

¢) Verringerung der Aufarbeitungsschritte.”?
Die Abtrennung kann zum Beispiel durch eine on-line Chromatographie erfolgen.”> Das
Reaktionsmedium wird durch eine Chromatographiesédule gefiihrt, das Produkt abgetrennt und
das restliche Medium samt unverbrauchten Edukt wieder dem Reaktor zugefiihrt. Die
Abtrennung erfolgt somit kurz nach der Bildung des Produkts.
Seit den frithen 1980er Jahren werden verschiedenste Techniken des ISPR untersucht.
Angetrieben die Produktivitit der Ethanolfermentation in Hinblick auf die Ethanolproduktion
in der petrochemischen Industrie zu steigern, wurde zum Beispiel das BIOSTIL-Verfahren
entwickelt.”* Dabei wird die Fliichtigkeit und Hydrophobie des Losemittels ausgenutz, indem
es in einem externen Kreislauf mittels Destillationskolonne abgetrennt wird. Grundsétzlich
miissen die Methoden immer spezifisch auf das System, unter Beriicksichtigung aller

Komponenten und Reaktionsbedingungen, angepasst werden.

3.3.1 katalytische Systeme

Wie in Kapitel 3.3. erwéhnt, sind Reaktionen mit Alanin thermodynamisch nicht begiinstigt
und das Gleichgewicht liegt stark auf Seiten der Edukte. AuBlerdem kommt es durch Pyruvat
zu einer Co-Produktinhibierung, was den Einsatz eines ISPR-Systems sinnvoll macht. Ein gut

beschriebenes Beispiel ist die LDH-GDH-Kaskade, durch die Pyruvat als inhibierende
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Komponente entfernt wird. Das System enthélt neben Alanin als Donor und der Transaminase
noch ein weiteres Protein, die Lactatdehydrogenase (LDH).>* Die LDH reduziert, unter
Verbrauch des Cofaktors NADH (Nikotinamid Adenindinukleotid), das Pyruvat zu L-Lactat
welches nicht weiter inhibierend wirkt. Da NADH sehr teuer ist, wird zusétzlich noch eine
Glucosedehydrogenase (GDH) verwendet um das verbrauchte NAD"zu regenerieren. Die GDH
reduziert das NAD" wieder zu NADH unter dem Verbrauch von D-Glucose (Schema 6 A
&7).°Die GDH macht durch die Spaltung des Gluconolactons die Regenerierungsreaktion
irreversibel. Mit dieser Methode konnen sehr hohe Umsétze erzielt werden, allerdings wird das
Reaktionssystem durch drei verschieden Enzyme stark verkompliziert, da jedes Enzym sein
eigenes Aktivititsmaximum bei unterschiedlichen pH-Werten und Temperaturen aufweist.
AuBerdem ist der Einsatz von 3 Biokatalysatoren und deren Cofaktoren mit gesteigerten Kosten

verbunden und diese Methode ist bisher auf System beschrinkt die Alanin als Donor

akzeptieren.
)O]\ Transaminase N )sz
R SR, / \ R R,
NH, o) OH
)\’(OH )‘\[(OH -on > )\FOH
NADH NAD *
Gluconsdure <—— Gluconolacton = \ / D-Glucose
GDH

Schema 7: LDH/GDH Enzymkaskade zur Verschiebung der Gleichgewichtslage

3.3.2 nicht-katalytische Systeme

Neben den chemischen gibt es auch physikalische Methoden, um das Co-Produkt zu entfernen.
In Kapitel 3.3.1 wurden mit dem BIOSTIL-Verfahren und der on-line Chromatographie bereits
Methoden vorgestellt. Eine weitere wire das Entfernen einer Komponente durch verminderten
Druck. Wird zum Beispiel Isopropylamin als Donor eingesetzt, kann das entstehende Aceton
durch eine Reduzierung des Drucks verdampft werden. Einen anderen Ansatz wéhlten Rehn et
al., indem sie einen Reaktor entwickelten bei dem das Produkt durch im Gegenstrom flieBende
Fliissigkeiten, die durch eine Membran getrennt sind, direkt extrahiert wird.”® Ausgenutzt wird

hierbei der unterschiedliche Protonierungsgrad der Amine bei verschiedenen pH-Werten. In der
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basischen wéssrigen Phase liegen die Amine in ihrer neutralen Form vor, in der sie durch eine
Membran in eine organische Phase aufgenommen werden. Durch eine weitere Membran
gelangen die Molekiile in eine weitere wéssrige Phase, die einen sauren pH hat. Die Amine
werden durch den geringen pH-Wert protoniert und sind dadurch nicht in der Lage wieder in
die organische Phase iiberzugehen. Wird der pH-Wert der wéssrigen Phase exakt auf die zu
trennenden Komponenten eingestellt, so kann selektiv eine Komponente entfernt werden.

Eine andere Moglichkeit der Gleichgewichtsverschiebung ist der Einsatz von sogenannten
,,smarten Amindonoren®.””’® Die Co-Produkte werden zwar chemisch entfernt aber nicht durch
den Einsatz zusitzlicher Enzyme oder anderer Komponenten. Ein Beispiel fiir derartige
»Smarte Amindonoren‘ ist Xylylendiamin, welches nach der Abgabe der Amin-Gruppe weiter
reagiert und sich durch Tautomerisierung umlagert und ausfillt. Auf diese Weise entfernt sie

sich selbststandig aus dem Reaktionssystem (Schema 8).

NH; . Cl \ 1,5-Hydrid shift‘ _—
NH; . Cl N = NH
=

oder Tautomerizierung

H
l Polymerisierung

farbiger Niederschlag

Schema 8: Verbrauch von Xylylendiamin und anschlieRende Reaktion

Die in-situ Produkt Kristallisation ist im Prinzip eine selektive Kristallisation, die sofort nach
der Produktbildung im Reaktor einsetzt. Es kommt zu einer Salzbildung des Produkts mit einem
ausgewihlten Gegenion, dabei kann das Gegenion als zusdtzliche Komponente im
Reaktionsmedium geldst sein oder in Form eines Salzes mit dem Amindonor in das System
gebracht werden.” Der Einsatz des Donors in Salzform bietet den Vorteil, dass iiberschiissiges
Salz ungeldst im Reaktor verbleibt und somit keine inhibierenden Effekte auf das Enzym hat.
Die Konzentration wird allein durch die Loslichkeit bestimmt und ist wahrend der Reaktion
kontinuierlich auf dem gleichen Niveau. Somit kommt es auch nicht zu einer Verschiebung des
pH-Werts und es bedarf keiner hohen Konzentrationen an Pufferlosungen. Ein weiterer Vorteil
ist die gesteigerte Loslichkeit in wéssrigen Medien gegeniiber dem freien Amin und somit einer
besseren Verfiigbarkeit. Die Voraussetzung fiir diesen Ansatz ist, dass das Produktsalz eine
geringere Loslichkeit aufweist als das Donorsalz und damit bevorzugt ausfallt. Zusétzlich muss
die Loslichkeit auch unter der des freien Produktamins liegen, denn die Differenz bildet die

treibende Kraft hinter der ISPC. Je eher die Kristallisation einsetzt und Produkt aus der
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Reaktionslosung entfernt wird, desto groBBer wird der Effekt auf die Gleichgewichtslage der

Reaktion in Richtung der Produkte.”

3.4 Selektive Kristallisation

Die Kristallisation gehort, wie die Destillation, die Rektifikation, die Ad- und Absorption und
die Extraktion, zu den thermischen Trennverfahren. Diese beruhen auf der Einstellung eines
Gleichgewichts zwischen zwei Phasen. Kommt es zu einer Uberschreitung des Gleichgewichts,
setzt der Vorgang der Kristallisation ein, wobei ein Festkorper mit Gitterstruktur aufgebaut
wird.®® Zunichst beginnt die Keimbildung und anschlieBend das Kristallwachstum am Keim.
Als Keime werden winzige Kristallindividuen der gleichen Substanz bezeichnet, die durch
Ubersittigung oder Unterkithlung einer Losung oder Schmelze entstehen (primire
Keimbildung).®® Innerhalb einer Losung oder Schmelze kommt es zu mehreren Keimbildungen.
Wird das Gleichgewicht aber nur langsam tiberschritten kann gezielt nur eine initiiert werden
(Ziichtung von Einkristallen). Der Vorgang der Kristallisation hédngt also vom Grad der
Gleichgewichtsiiberschreitung ab.*® Keime konnen aber auch von auBen vorgelegt werden
(Impfkristalle) oder durch Abrieb anderer Kristalle entstehen (sekundére Keimbildung).

Generell gibt es mehrere Gesichtspunkte, an denen man die Kristallisation unterscheiden kann.
Ist nur eine Komponente kristallisierbar spricht man von einer einfachen Kristallisation. Sind
mindestens zwei Komponenten kristallisierbar handelt es sich um eine fraktionierte
Kristallisation. Eine weitere Einteilung kann anhand der eingesetzten Hilfsmittel, wie
Losungsmittel, Triagergas oder Additive, erfolgen. Die wohl géngigste Einteilung orientiert sich
an den dufBeren Bedingungen (Tabelle 2). Zuletzt kann noch unterschieden werden, ob aus einer
festen, fliissigen oder gasformigen Mutterphase kristallisiert wird.***2Gemein haben aber alle
Kristallisationsarten, dass wahrend der Kristallisation Warme (Kristallisationswarme) frei wird.

Der Betrag dieser Energie ist dabei genauso grof3 wie die fiir das Schmelzen benétigte Energie.

QKristallisation = _QSChmelzen
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Tabelle 2: Unterteilung von Kristallisationsarten nach duReren Bedingungen?80-82

Kiristallisationsart Prinzip

Kiihlungskristallisation Abkiihlen der Losung, Schmelze, Gasphase
Verdampfungskristallisation Entfernen des Losungsmittels
Vakuumbkristallisation Abkiihlen und Verdampfen
Druckkristallisation hoher Druck

Féllungskristallisation Verdriangen des gelosten Stoffes durch

Zugabe einer weiteren Komponente;
Reaktion des gelosten Stoffes mit einem
weiteren Reaktanden zu einem weniger

16slichen Produkt

Die Temperatur des Stoffes dndert sich dabei nicht, sondern nur sein Aggregatzustand (latente
Wirme). Die freiwerdende Energie wird in Form von Wiarme an die Umgebung abgegeben,
was einen Temperaturanstieg zur Folge hat (fiihlbare Wérme).

In der Chemie findet die Kristallisation ithre Anwendung hauptséchlich in der Darstellung von
reinen Stoffen aus Losungen, Schmelzen oder aus Gasphasen und der Aufkonzentrierung oder

Reinigung von Losungen.®!:3

Metastabile Breite (,,Ostwald-Miers-Bereich®)

Wie im vorherigen Abschnitt besprochen ist die Keimbildung oder das Kristallwachstum die
Antwort des Systems auf eine Uberschreitung des Loslichkeitsgleichgewichts. Jedoch fiihrt
nicht jede Uberschreitung (z.B. Ubersittigung) sofort zu einer Keimbildung. Die Kristallisation
ist vom Grad der Gleichgewichtsiiberschreitung abhidngig oder im Falle von Lésungen vom
Grad der Ubersittigung. Das heift, auch wenn das System eigentlich iibersittigt ist, tritt nicht
sofort eine Keimbildung ein, sondern erst wenn ein gewisser Punkt iiberschritten ist. Dieser
Bereich zwischen der stabilen Unterséttigung und der labilen Ubersittigung wird metastabil
genannt (Abb. 1).33 Innerhalb des metastabilen Bereichs (auch ,,Ostwald-Miers-Bereich*®) tritt
keine Keimbildung ein, aber bereits vorhandenen Kristalle wachsen (Impfkristalle). Dies ist
von Bedeutung, um moglichst grofle Kristalle zu erhalten. Im labilen Gebiet hingegen kommt
es zur spontanen Keimbildung was feine Kristalle zur Folge hat. Unterhalb der Séttigungslinie
(stabiler Bereich) ist die Losung untersdttigt und es tritt keine Kristallisation ein. Sollten
Kristalle von auBen hinzugefiigt werden, so 16sen sie sich auf.®*1:%> Die Breite des metastabilen

Bereichs ist dabei stark abhingig vom betrachteten System und von experimentellen
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Parametern, wie der Abkiihlungsgeschwindigkeit.?! Wissrige Losungen von Salzen weisen
einen schmalen metastabilen Bereich von wenigen Kelvin auf, wohingegen organische Systeme

eher einen Kristallisationsbereich von 10 K aufweisen.?!

Konzentration

stabil

Y

Temperatur

Abbildung 1: Sattigungsbereiche einer Lésung

3.4.1 Phasendiagramme

Um zwei Stoffe per Kristallisation effektiv voneinander trennen zu konnen, ist es wichtig das
bindre Schmelzdiagramm und das terndre Loslichkeits-Phasendiagramms zu kennen. Aus
diesen Phasendiagrammen kann abgelesen werden, ob es sich um ein eutektisches (griech.
,»leicht schmelzbar®) System oder eines, das Mischkristalle bildet, handelt. Besonders fiir die
selektive Kristallisation eines Stoffes ist die Kenntnis iiber das Phasenverhalten der Mischung
von grofler Bedeutung. Aus den Diagrammen kann der Bereich abgelesen werden, in dem nur
die gewiinschte Komponente auskristallisiert werden kann.*

In Abbildung 2 sind zwei binédre fest/fliissig-Schmelzdiagramme zu sehen. Auf der linken Seite
ist ein einfaches eutektisches System abgebildet und auf der rechten Seite eins, bei dem es zur
Bildung von Mischkristallen kommt. Oberhalb der blauen Linie (Liquiduslinie) befindet sich
die fliissige Phase (L). Fallt die Temperatur unter die Liquiduslinie bilden sich Kristalle und
das System befindet sich in einen Zweiphasengebiet (L+S). Die fliissige und die feste Phase
befinden sich dabei im Gleichgewicht. Sinkt die Temperatur weiter und unterschreitet die
schwarze Linie (Soliduslinie) kristallisiert alles aus und es liegt nur noch die feste Phase (S)
vor. Der Unterschied zwischen beiden Systemen liegt darin, welche Komponenten

auskristallisieren.
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Weist das System ein eutektisches Verhalten auf, kann sofort selektiv eine Komponente
kristallisiert werden. Liegt die Zusammensetzung einer Mischung beim Abkiihlen rechts von
E, dann kristallisiert nur Komponente B aus sobald die Liquiduslinie unterschritten wurde.
Liegt die Zusammensetzung links von E entsteht zuerst festes A. Nur die eutektische Mischung
erstarrt bei einer definierten Temperatur, ohne dass eine Komponente vorher ausfillt. Das
Eutektikum stellt dabei die Zusammensetzung mit der niedrigsten Schmelztemperatur, die fiir
die betreffende Mischung auftreten kann, dar.®” Unterhalb der Isotherme durch E gehen beide

Komponenten in die feste Phase {iber.

A.
fliissig flissig :
5] 5
© ©
O — O —
£ L+S £
L+S +Sp '
P A P ;
- E Sa+Sg - | fest
o T T T 1 I o 1 T 1 |1
0,5 0,5
Zusammensetzung Zusammensetzung

Abbildung 2: Binare flussig/fest Phasendiagramme, links: einfaches eutektisches System, rechts:
Bildung von Mischkristallen

Im nicht eutektischen System kommt es zur Bildung von Mischkristallen, d.h. beide
Komponenten kristallisieren aus. Die Zusammensetzung kann aus dem Schnittpunkt der
Isotherme mit der Soliduslinie abgelesen werden. Wird eine homogene Fliissigkeit (dargestellt
durch den Punkt 4) abgekiihlt, beginnt sie am Punkt L zu kristallisieren. Die Zusammensetzung
der Kristalle wird durch S beschrieben. Fillt die Temperatur weiter werden immer mehr
Kristalle gebildet, deren Zusammensetzung sich entlang der Kurve SS° édndert. Die
Zusammensetzung der fliissigen Phase dndert sich analog entlang der Kurve LL ‘. Fillt die
Temperatur weiter, bis sie die Soliduslinie unterschreitet, liegen homogene Mischkristalle

87

vor.”’ Um die reinen Komponenten zu erhalten muss eine mehrstufige fraktionierte

Kristallisation angewandt werden.®!-3
Der Verlauf der Liquiduslinien 1ésst sich fiir ein einfaches eutektisches System auch mit Hilfe

der Schréder-van-Laar Gleichung berechnen.
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Unter Einbeziehung des Schmelzpunktes (7%s,s) und der Schmelzenthalpie (4Hjuss) der reinen
Komponente und der universellen Gaskonstante R kann fiir jede Zusammensetzung x
(Molenbruch) die Schmelztemperatur berechnet werden.®® Der Schnittpunkt beider berechneter
Linien (fiir jede Komponente eine) stellt das Eutektikum dar.

Terndre Mischungen werden in einem Dreieck dargestellt. Sind die drei Komponenten
unabhingig voneinander, so sind alle Seiten des Dreiecks gleichlang, wobei jede Spitze einer
reinen Komponente entspricht. Jeder Punkt auf einer der Seiten steht fiir ein bindres System
AB, AC oder BC (s. Abb. 3). Jeder Punkt in der Mitte des Diagramms stellt ein ternires System
dar.?” Ein Beispiel fiir ein solches System wire ein Loslichkeitsdiagramm von zwei Salzen in
Wasser. Und auch dieses Beispiel ist nicht so trivial, da es mehrere Mdglichkeiten gibt, wie
sich die einzelnen Komponenten miteinander verhalten. Im Folgenden sind drei Beispiele

dargestellt und erklart.

3.4.2 Selektive Kristallisation in terniiren Systemen

Keine Reaktion

Zwischen den beiden Salzen kommt es zu keiner chemischen Reaktion und keines der Salze
bildet ein Hydrat. Dies stellt die einfachste Form eines terndren Phasendiagramms dar (Abb. 3).
Die Punkte 4 und B stellen die reinen Feststoffe dar und die obere Spitze des Dreiecks das
Losemittel Wasser. Die Punkte a und b sind die jeweiligen Loslichkeiten der einzelnen
Komponenten in Wasser. Die Kurve aC zeigt die Zusammensetzung der geséttigten ternéren
Losung im Gleichgewicht mit 4. Analog stellt die Kurve bC die Zusammensetzung im
Gleichgewicht mit B dar. Das Gebiet iiber aCh entspricht der homogenen ungesittigten Losung.
Am Punkt C ist die Losung in Bezug auf beide Komponenten geséttigt. Unter der Annahme
einer konstanten Temperatur wird dieser Punkt auch als Eutektikum bezeichnet.®’
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Abbildung 3: Ternares Phasendiagramm eines Systems ohne Reaktion

Bildung eines Doppelsalzes

In diesem Fall kommt es zur Bildung eines Doppelsalzes. Die geldsten Bestandteile 4 und B
kombinieren sich in festen Verhéltnissen zum Doppelsalz C(Abb.4). Die Zusammensetzung
von C kann auf der Seite 4B abgelesen werden. Die Punkte @ und b stellen wieder die
Loslichkeit von 4 bzw. B in Wasser dar. Die Kurven aD bzw. bE beschreiben die ternire
Losung, gesittigt mit Salz 4 (aD) respektive Salz B (bE). Das Gleiche gilt fiir die Kurve DE,

nur ist die terndre Losung mit dem Doppelsalz C gesittigt.

H,0

Abbildung 4: Ternares Phasendiagramm eines Systems mit Doppelsalz Bildung
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Bildung von Mischkristallen

Besitzen die beiden Salze eines terndren Systems ein gemeinsames lon, kommt es héufig zur
Bildung von Mischkristallen. Die Punkte a und b entsprechen erneut den einzelnen
Loslichkeiten von 4 und B. Die Kurve ab stellt die Gleichgewichts-Loslichkeiten von
Mischungen der Bestandteile 4 und B dar(Abb. 5). Das Gebiet abW beschreibt die ungesittigte
Losung. Der Bereich unterhalb von ab, also der Bereich AabB, repréisentiert die festen

Mischkristalle AB im Gleichgewicht mit gesittigten Losungen der Salze 4 und B.

H,0

AB+L

A B

Abbildung 5: Terndres Phasendiagramm eines Systems mit Bildung von Mischkristallen
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4 Material und Methoden

4.1 Bestimmung der Enzymaktivitiit

Via Assay

Zur Bestimmung der Aktivitdt der verwendeten Transaminasen wird ein photometrischer Assay
verwendet. In einer Testreaktion wird S-(-)-a-Methylbenzylamin zu Acetophenon umgesetzt.
Als Aminempfanger dient Pyruvat und es entsteht L-Alanin als Co-Produkt. Der Verlauf der
Reaktion wird mittels Absorption des entstehenden Acetophenons bei einer Wellenldnge von
245 nm an einem Photometer verfolgt.

Fiir die Durchfiihrung des Assays werden mehrere Losungen bendtigt. Als Pufferlosung wird
ein Phosphatpuffer (pH 8, 50 mM) verwendet. Dazu werden 0,126 g KH>PO4 und 3,4175 g
Na;HPO4 in 500 mL Reinstwasser geldst und der pH-Wert gegebenenfalls mit NaOH oder HC1
eingestellt. AbschlieBend erfolgt die Zugabe von 1250 pL DMSO. Als Substrat dient eine
10 mM S-(-)-a-Methylbenzylamin-L&sung. Diese wird erhalten, indem 12,75 uLL des Amins in
10 mL Puffer gelost werden. Fiir die Losung des Aminakzeptors werden 0,0088 g Pyruvat in
10 mL Puffer gelost (10 mM). Die 1 mM Cofactor-Losung wird hergestellt durch das Ldsen
von 0,0049 g Pyridoxalphosphat (PLP) in 20 mL Pufferlésung. Die Enzymlosung sollte jeweils
frisch angesetzt und auf Eis gelagert werden. Dazu 16st man 0,5 mg Enzym in 1800 pL
Phosphatpuffer und 200 pL PLP-Ldsung. Die resultierende Enzymldsung enthélt 0,1 mM PLP.
Bevor die Enzymaktivitit gemessen werden kann, muss, falls nicht anderweitig vorhanden, der
Extinktionskoeffizient von Acetophenon bestimmt werden. Dazu werden unter Ausnutzung des
Lambert-Beerschen Gesetzes verschiedene Konzentrationen von Acetophenon bei der
Wellenldnge von 245 nm vermessen. Aus dem Anstieg der Absorption kann der

Extinktionskoeffizient € nach Gleichung (1) berechnet werden.

AE
Ac+d

Vor jeder Messung muss zunichst eine Referenzprobe vermessen werden. Die genaue
Zusammensetzung ist der Tabelle 3 zu entnehmen. Wéhrend die Referenz vermessen wird, wird
die Messlosung angesetzt (Tab. 3). Dabei ist zu beachten, dass die Enzymlosung erst zum
Schluss dazu gegeben wird. Sobald alle Losungen in die Kiivette gefiillt wurden, beginnt die
Reaktion und die Messung wird gestartet. Die Messung erfolgt {iber 60 s bei 245 nm. Der

lineare Teil des Anstiegs kann dann genutzt werden, um die Aktivitét zu berechnen.
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4 [ U AE[min~1]-V[mL]
Mgl exceropnenon,24s nm [(MM - cm)™1] - d[em] * Vignzym[ML] - Cpnzym 2]
Der Extinktionskoeffizient € wurde im Vorfeld bestimmt, d ist die Schichtdicke der Kiivette
und betrdgt 1 cm, das Volumen der Messlosung betrdgt 1 mL, das Volumen der Enzymldsung
0,25 mL und die Konzentration 0,25 mg/mL. Setzt man nun den gemessenen Anstieg AE ein
erhilt man die Aktivitdt des eingesetzten Enzyms. Auf diese Weise wurden sdmtliche

Aktivitdten der verwendeten Enzyme bestimmt.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Messlosungen flir das Assay

Losung Probenmenge Referenzvolumen
[uL] [mL]

50 mM Phosphatpuffer pH 8 250 450

10 mM S-(-)-a-Methylbenzylamin-Losung 250 250

10 mMPyruvatldsung 250 250

10 mM PLP-Losung - 50

Enzyml6sung (0,25 mg/mL) 250 -

Via Testreaktion in Anwesenheit einer Carbonsdure

In diesem Falle wird nicht direkt die Aktivitit bestimmt, sondern der Einfluss der Carbonséure
auf den Umsatz einer Testreaktion. Es ist bekannt, dass die Enzyme in der Lage sind die
Reaktion von Acetophenon zu (S)-1-PEA zu katalysieren. Es wird der Umsatz mit und ohne
Sdure bestimmt und die Ergebnisse verglichen, um den Einfluss der Sdure auf das Enzym zu
untersuchen. Die Reaktionen verliefen parallel in 2 mL Eppendorf Vials. Verwendet wird ein
Natrium-Phosphat-Puffer mit pH-Wert 7,5 in dem sich 10 mM Acetophenon und 500 mM
Isopropylamin befinden. Vom jeweiligen Enzym waren 5 mg/mL enthalten und die
Konzentration des Cofactors PLP betrug 2 mM. Fiir die Reaktionen mit 2-Chlor-5-
Nitrobenzoesdure und 4-Chlor-3-Nitrobenzoesdure wird vorher die Sdure im NaP-Puffer gelost
und der pH-Wert wieder auf 7,5 eingestellt. Dies muss mehrmals geschehen, da die Sdure nur
langsam in Losung geht. Die Konzentration betragt S0 mM. Beide Reaktionen werden fiir 22 h

bei 30°C geschiittelt und anschlieend der Umsatz mittels Gaschromatografie bestimmt.
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4.2 Versuchsvorbereitung

Herstellung des Natriumphosphatpuffers

Zur Herstellung des Natriumphosphatpuffers werden Na,HPO4 (12,12 g) sowie NaH>PO4 *
H>0 (2,024 g) in 500 mL Reinstwasser gelost. Der pH-Wert wird mit geséttigter NaOH-Ldsung
auf pH 7,5 eingestellt.

Herstellen der Reaktionslosung

a) fiir den Umsatz von 3-Acetylpyridin:

Als Reaktionsmedium wird ein wéssriger Natriumphosphatpuffer (NaP; 200 mM) mit pH 7,5
verwendet. Der Amindonor wird im Puffer gelost und der pH-Wert wieder auf 7,5 eingestellt.
Die Reaktionstemperatur betrdgt 25°C. Die Transaminase MvATA (mycobacterium
vanbaalenii) wird von der Firma Enzymicals AG zur Verfiigung gestellt. Die Konzentration des

Cofactors PLP (Pyridoxal-5-phosphat) betragt 0,2 mM.

b) fiir den Umsatz von 3-Methoxyacetophenon ohne Carbonséure:

Als Reaktionsmedium dient ein wissriger Natriumphosphatpuffer (NaP; 200 mM) mit pH 7.,5.
Der Amindonor wird im Puffer gelost und der pH-Wert wieder auf 7,5 eingestellt. Die
Reaktionstemperatur betrdagt 30°C. Die Transaminase SpATA (Silicibacter pomeroyi) wird von
der Firma Enzymicals AG zur Verfligung gestellt. Die Konzentration des Cofactors PLP betrigt
0,2 mM.

¢) fiir den Umsatz von 3-Methoxyacetophenon mit verschiedenen Carbonsduren:

Als Reaktionsmedium dient ein wissriger Natriumphosphatpuffer (NaP; 200 mM) mit pH 7,5.
Der Amindonor und die Carbonsédure werden im Puffer gelost und der pH-Wert wieder auf 7,5
eingestellt. Die Losung wird fiir mindestens eine Stunde stehen gelassen und der pH-Wert
erneut eingestellt. Die Reaktionstemperatur betrdgt 30°C. Die Transaminase SpATA
(Silicibacter pomeroyi) wird von der Firma Enzymicals AG zur Verfiigung gestellt. Die

Konzentration des Cofactors PLP betrdgt 0,2 mM.

Aufarbeitung der Reaktionslosung
Nach Ablauf der Reaktionszeit wird geséttigte NaOH zur Reaktionslosung dazugegeben, um

die Reaktion zu quenchen. AnschlieBend wird mit einem organischen Losungsmittel
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(Ethylacetat, --BME) extrahiert. Bei den ersten Extraktionsversuchen wurde 3x in einem
Verhiltnis 1:2 extrahiert, die organischen Phasen vereinigt, das Losungsmittel am
Abdampfblock oder dem Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand anschlieBend in
einer geringen Menge organischen Losungsmittel wieder aufgenommen. Um den
Substanzverlust bei geringen Mengen niedrig zu halten, wird im weiteren Verlauf der Arbeit
dazu iibergegangen nur noch einmal im Verhiltnis 1:1 zu extrahieren. Fehler durch

unvollstidndiges Extrahieren werden durch Wiederfindungsraten korrigiert.

Bestimmung der Wiederfindungsrate

Zur Bestimmung der Wiederfindungsraten werden Losungen mit bekannten Konzentrationen
analog zu der Reaktionslosung aufgearbeitet und extrahiert. Anschliefend wird mittels
Gaschromatografie die Konzentration in der organischen Phase bestimmt und ins Verhéltnis
mit der urspriinglichen Konzentration gesetzt. Die so bestimmte Wiederfindungsrate wird bei

jeder Umsatzbestimmung als Korrekturfaktor einbezogen.

Modellreaktion

In einem 200 mL Reaktor mit Riithrer werden 120 mL NaP-Puffer pH 7,5 vorgelegt. In dieser
Losung befinden sich (S)-1-PEA und Isopropylamin in definierter Konzentration (Tabellen 9
und 10). Uber eine Spritzenpumpe werden 30 mL der Siureldsung (ebenfalls NaP-Puffer pH
7,5) mit einer Flussrate von 0,75 mL/min hinzugefiigt, so dass das Gesamtvolumen 150 mL
betrdgt. Die Reaktionslosung wird dabei mit einem Kryostaten konstant auf 30°C temperiert
und bei 200 rpm geriihrt. Nach der Zugabe der Saurelésung wird das Gemisch noch 30 min
geriihrt und anschlieend die Suspension aus dem Reaktor abgelassen. Um die Ausbeute zu
bestimmen wird der Niederschlag iiber einen Biichnertrichter abfiltriert, mit ~-BME gewaschen,
getrocknet und abschliefend gewogen. Mittels NMR-Spektroskopie (Nuclear Magentic

Resonance-Spektroskopie) wird die Reinheit des Feststoffs bestimmt.
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4.3 Herstellung der Salze

Synthese der Salze
Die jeweilige Sdure wird in tert-Butylmethylether (~-BME) gelost und anschlieBend das Amin
in einem 1:1 Verhéltnis hinzugefiigt. Die Losung wird fiir ca. 24 h geriihrt und der entstehende

Niederschlag abfiltriert, mit ~-BME gewaschen und getrocknet.

Screening der organischen Sduren

Fiir jede Sdure wird eine 400 mM Ldsung in NaP; pH 7,5 hergestellt, welche dann im Verhéltnis
1:1 mit einer 100 mM Losung des entsprechenden Amins zusammengegeben wird.
Durchgefiihrt werden die Tests auf einer 96er Mikrotiterplatte. Die verschiedenen
Saureldsungen werden auf der Mikrotiterplatte vorgegeben und anschliefend die Aminldsung
hinzugefiigt. Die Platten blieben nach der Zugabe fiir 2 h bei Raumtemperatur stehen.
AnschlieBend wird der Grad der Fillung optisch bestimmt.

4.4 Analyse und Charakterisierung

NMR-Spektroskopie

NMR: C-, 'H-, und ?’Si-INEPT-NMR-Spektren werden auf einem Bruker AVANCE 250
Spektrometer, auf einem Bruker AVANCE 300 Spektrometer oder auf einem Bruker AVANCE
500 Spektrometer aufgenommen. Die NMR-Spektren werden intern auf die verwendeten
deuterierten Losungsmittel oder protischen Verunreinigungen kalibriert.
BC-NMR: d¢-DMSO: 39.5 ppm, CD>Cl,: 54.0 ppm; 'H-NMR: CD>Clz: 5.32 ppm, ds-DMSO:
2.5 ppm.

Gaschromatografie (GC)

Zur Bestimmung fast aller Umsétze, der Enantiomerreinheit und zur Reaktionsverfolgung wird
die Gaschromatografie genutzt. Gemessen wird auf einem Trace 1310 von Thermo Scientific
mit einem Al 1310 Autosampler. Als S&ule wird eine CP ChiraSilDex CB
(25m x 0,25mm x 0,25um) von Agilent Technologies verwendet. Die genauen
Temperaturprogramme und Messmethoden konnen dem Anhang entnommen werden. Zur
Messung werden 200 pL. Probe mit 50 uL einer 25 mM#n-Decan-Losung in ein Vial mit Inlet
gefiillt. Die n-Decan-Losung dient als Tracersubstanz fiir die interne Kalibrierung der GC und

der Umsatzbestimmung. AbschlieBend werden die Proben in den Autosampler gestellt und
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automatisch injiziert und vermessen. Die Auswertung der Chromatogramme erfolgt mit Hilfe
der Xcalibur Software (Thermo).

Das Produkt 1-(3-Pyridyl)ethylamin wird nach der Extraktion und Verdiinnung noch zusétzlich
derivatisiert, um eine vollstindige Trennung auf der Sdule zu gewéhrleisten. Dazu werden
200 uL der verdiinnten Probe mit 400 uL Trifluoressigsdureanhydrid (TFAA) versetzt und
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wird die Fliissigkeit am Abdampfblock
entfernt und der Riickstand in 200 pL organischen Losungsmittel aufgenommen. Die restliche

Vermessung erfolgt analog.

Schmelzpunktbestimmung

Die erste grobe Bestimmung der Schmelzpunkte wird mit einem Schmelzpunktgerit EZ Melt
(Stanford Research Systems) durchgefiihrt.

Der Schmelzbereich wird mittels differential scanning calorimetry (DSC) untersucht. Dafiir
wird ein 823e von Mettler-Toledo verwendet. Alle Proben werden im Vorfeld getrocknet und
in einen Achatmorser fein zerkleinert. Die verwendeten Temperaturprogramme sind im Anhang

aufgefiihrt.

Bestimmung der Loslichkeit

Zur Bestimmung der Loslichkeit wird jedes Salz in 1,5 mL destilliertem Wasser gelost, bis eine
iibersittigte Losung entsteht. Diese Losung wird mindestens einen Tag lang geriihrt um eine
Einstellung des Gleichgewichts zu gewdhrleisten. AnschlieBend wird 1 mL der Ldsung
entnommen und das Losungsmittel langsam bei 45°C verdampft. Der verbleibende Riickstand

wird gewogen und daraus die Loslichkeit bestimmt.

Bestimmung der Reinheit mittels ' H-NMR-Spektroskopie

Zur Bestimmung der Reinheit der ausgefillten 1-PEA-Salze wird das Signal der der H-Atome
am IPA als Marker genutzt. Aufgrund der 6 chemisch identischen H-Atome des Amins, wird
die integrale Intensitét auf 6 festgelegt. Entsprechend der Anzahl an chemisch dquivalenten H-
Atomen, wurde die integrale Intensitit fiir die 1-PEA-Salze durch 3 geteilt. Aus dem so
bestimmten Verhéltnis X:1 von 1-PEA-Salz zum analogen Féllungsprodukt mit dem
Donoramin konnte unter Beriicksichtigung der quantitativen Ausbeute die Reinheit bestimmt

werden.
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4.5 Aufarbeitungsmethoden

Destillation

Das extrahierte Produktgemisch wird in einen Rundkolben gefiillt und mit einer
Destillationsbriicke nach Claisen mit einem Liebigkiihler verbunden. Zum Auffangen des
Destillats wird eine Spinnenvorlage mit vier kleineren Rundkolben installiert. Zum Heizen wird

ein Olbad mit Silicondl verwendet.

Kugelrohrdestillation

Fiir die fraktionierte Destillation wird ein Kugelrohrofen BUCHI GKR-51 verwendet. Die
Heizrate wird individuell an die jeweiligen Komponenten angepasst und manuell schrittweise
erhoht. Die Anzahl an verwendeten Kugeln wird je nach Anzahl der enthaltenen Fraktionen
angepasst. Durch Verschieben der Glaskugeln innerhalb des Ofens werden die einzelnen
Fraktionen getrennt voneinander in den einzelnen Glaskugeln gesammelt. Die Reinheit der

Fraktionen wird anschlieBend mittels NMR-Spektroskopie iiberpriift.

Vakuumdestillation

Verwendet wird eine Destillationsbriicke nach Claisen an der eine Spinne mit vier
Vorlagekolben angebracht ist. Die Destillationsbriicke ist iiber einen Schlauch mit der
Vakuumpumpe verbunden. Vor Beginn der Destillation wird der gesamte Versuchsautbau
evakuiert. Um einen Siedeverzug eventuell noch vorhandener Losungsmittelreste zu verhindern
wird ein Riihrfisch in das zu destillierende Amingemsich gegeben und mit einem Riithrwerk
geriihrt. AnschlieBend wird die Temperatur des Olbads langsam auf 30°C erhdht. Nachdem die
erste Fraktion vollstdndig entfernt ist, wird die Vorlage gewechselt und die Temperatur langsam
erhoht bis die nidchste Fraktion anfangt zu destillieren. Bei 50°C ist die Destillation beendet.
Die Reinheit der einzelnen Fraktionen wird anschlieBend mittels NMR-Spektroskopie

iberpriift.

Sdulenchromatografie

Als stationdre Phase fiir die Sdulenchromatografie wird stets Silica Gel (Aldrich, technical
grade, pore size 60 A, 230 - 400 mesh particle size, 40 — 63 um particle size) verwendet. Alle
verwendeten Losungsmittel (FaBware) werden im Vorfeld gereinigt. Bei der Aufreinigung von
1-(3-Pyridyl)ethylamin wird EtOAc als Laufmittel verwendet. Um die Protonierung der Amine

durch die saure Silica Oberfldche zu verhindern wird 2%vv Triethylamin zur mobilen Phase
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gegeben. Nachdem das restliche Edukt und Co-Produkt entfernt wurden, erfolgte die Zugabe
von 5%vv Methanol (MeOH) zum Laufmittel wodurch das Produktamin besser eluiert wird.
Nach dem Entfernen des Donoramins, wird der MeOH Anteil weiter erhoht (auf bis zu 50%vv).
Das Eluat wird per Hand in Reagenzgliasern gesammelt und mittels Diinnschichtchromatografie
die Inhalte der einzelnen Fraktionen bestimmt. Alle Fraktionen die Produkt enthalten werden
vereinigt und das Losungsmittel entfernt. Die Reinheit wird mittels NMR-Spektroskopie
iiberpriift.

Diinnschichtchromatografie
Die Proben werden mit einem Kapillarrohrchen auf die Diinnschichtchromatographie-Platte
(DC-Platte) aufgetragen. Die Platte wird anschlieBend in ein Gefal gestellt in dem sich das

verwendete Laufmittel befindet.

Selektive Extraktion

Um die Ketone von den Aminen zu trennen, wird der pH-Wert der Reaktionslosung mit einer
Sdure (z.B. Phosphorséure) gesenkt und anschlieBend die Losung mit tert-Butylmethylether (-
BME) extrahiert. Aufgrund des niedrigen pH-Werts liegen die Amine im protonierten Zustand
(NH3") vor und verbleiben in der wissrigen Phase. AnschlieBend wird gesittigte
Natriumhydroxidlésung (NaOHsa) dazugegeben wodurch die Amine in den deprotonierten

Zustand (NH) iibergehen und mit ~-BME extrahiert werden kdnnen.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Verschiebung der Gleichgewichtslage durch einen Uberschuss an Donoramin

Um die Auswirkung der Donorkonzentration auf die Lage des chemischen Gleichgewichts zu
untersuchen, werden die Umsétze von 3-Acetylpyridin zu (R)-1-(3-Pyridyl)ethylamin und von
3-Methoxyacetophenon zu (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin untersucht. Das erste Substrat
wird mit der (R)-selektiven MvATA (Mycobacterium vanbaalenii) und das Zweite mit der (S5)-
selektiven SpATA (Silicibacter pomeroyi) umgesetzt.

R 0 NH;
AN MvATA | AN
N N
3-Acetylpyridin  NH» O (R)-1-(3-Pyridyl)-
ethylamin
R R
Donor Co-Produkt
2 o) NH,
SpATA, PLP
- —_—
i-Propylamin Aceton
~N O\
3-Methoxy- (S)-1-(3-Methoxyphenyl)-
acetophenon ethylamin

Schema 9: Transaminase katalysierte Reaktion von1: 3-Acetylpyridin zu (R)-1-(3-Pyridyl)ethylamin
und2: 3-Methoxyacetophenon zu (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin

Eine hdufig beschriebenen Transaminasereaktionen ist die Umsetzung von Acetophenon zu (S)-
1-Phenylethylamin (1-PEA).>381Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zwischen 3-
Acetylpyridin zu Acetophenon werden die Reaktionsbedingungen der literaturbeschriebenen
Beispiele nachempfunden. Die Reaktion wird bei Raumtemperatur (25°C) in einem 200 mM
Natriumphosphatpuffer (NaP-Puffer) mit dem pH-Wert 7,5 durchgefiihrt. Um den geeignetsten
Amindonor zu identifizieren, werden 20 mM 3-Acetylpyridin mit 500 mM Donoramin

umgesetzt. Getestet werden o-1-Phenylethylamin (1-PEA), sec-Butylamin (sec-BA), 2-
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Aminoheptan (2-AH) und 2-Propylamin (Isopropylamin, IPA). Friihere Untersuchungen
zeigten bereits, dass L-Alanin (Ala) keine Aktivitdt mit der eingesetzten MvATA aufweist und
fiir dieses System ungeeignet ist. Die Ergebnisse des Donor Screenings fiir die Reaktion 1 sind

in Tabelle 4 aufgefiihrt und in Abbildung 6 dargestellt.

Tabelle 4: Umsatze Donorscreening fir die Reaktion 1

Amindonor Umsatz
[Yo]
2-Aminoheptan 12
sec-Butylamin 40
Isopropylamin 0
a-1-Phenylethylamin 57

o-Xylelendiamin -

3-Acetylpyridin (20 mM); Amindonor (500 mM); MvATA (20 mg) PLP (2 mM); NaP pH =7,5;t=24 h; T = 25°C

(R)-1-PyEA [mM]

T
iPrNH2 2-Butylamin 2-Aminoheptan 1-PEA

Abbildung 6: Umsatze mit unterschiedlichen Amindonoren fiir die Reaktion 1

Mit Isopropylamin und 2-Aminoheptan ldsst sich in 24 h kaum bis wenig Umsatz erreichen, sie
scheiden als moglicher Donor aus, hingegen erscheint 1-PEA sehr geeignet, da bereits unter
nicht optimierten Bedingungen 57% Umsatz erzielt werden. Die Ergebnisse passen sehr gut zu

denen von Gunderson et al.®> Diese untersuchten den Einfluss verschiedener Amindonor und —
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akzeptor = Paare  auf die  experimentell  bestimmte  konzentrationsabhingige

Kapp

Gleichgewichtskonstante K",

welche genutzt werden kann um eine Aussage iiber die Lage

des chemischen Gleichgewichtes zu treffen. Der grofite Wert wird mit 1-PEA erreicht und die
Werte fiir Isopropylamin und Alanin waren mit 102 bzw. 10~ wesentlich geringer (Wert fiir 1-
PEA auf 1 normiert). In den im Rahmen dieser Arbeit betrachteten System stellt nur sec-BA
eine mogliche Alternative dar und wird fiir den Vergleich weiter untersucht. In Tabelle 4 ist
auch o-Xylelendiamin aufgefiihrt, welches erst im spiteren Verlauf getestet wurde. Im Sinne
der Vergleichbarkeit ist das Ergebnis hier mit aufgefiihrt, auch wenn das Prinzip bei diesem
Donor ein anderes ist. Wihrend die anderen Amine im Uberschuss eingesetzt werden um die
Gleichgewichtslage zu beeinflussen, entfernt sich o-Xylylendiamin nach Abgabe der Amin-
Gruppe selbststindig durch Tautomerisierung aus dem System.”’” Durch diese in situ Co-
Produkt Entfernung soll das Gleichgewicht ebenfalls in Richtung der Produkte verschoben
werden. Es kommt zwar zur Bildung eines farbigen Niederschlags, welcher als Indiz fiir den
Umsatz des Amins gilt, aber Produkt kann keines nachgewiesen werden.

Die Wahl des Amindonors und die Methode zur Gleichgewichtsverschiebung sind eng
miteinander verknliipft. Ist die Gleichgewichtskonstante K., grof3, wird also die Hinreaktion
begiinstigt, ist der Einsatz eines Uberschusses die vielversprechendste Methode.® Dies ist fiir
1-PEA sowohl in der Literatur beschrieben als auch durch die einfache Testreaktion bestatigt
und aus diesem Grund wird fiir die nachfolgenden Untersuchungen der Donor immer im
Uberschuss eingesetzt. Die Konzentration des Amins bleibt vorerst bei 500 mM, was bei einer
Substratkonzentration von 20 mM einem 25-fachen Uberschuss entspricht. Unter diesen
Bedingungen werden nach 24 h 80% zu (R)-1-(3-Pyridy)ethylamin (1-PyEA) umgesetzt.
Interessanterweise konnte mit sec-BA der gleiche Umsatz erzielt werden, obwohl in den Vortest
der Umsatz geringer war. Aus dem Zeitverlauf, dargestellt in Abbildung 7, sieht man deutlich,
dass der Umsatz iiber die gesamte Zeit steigt. Jedoch ldsst sich keine Aussage liber die
Gleichgewichtslage treffen, so dass unklar ist, ob die 80% Umsatz der Gleichgewichtslage
entspricht oder nicht. Da die Reaktionszeit auf 24 h festgelegt wurde, kann der
Gleichgewichtszustand nur mit einer groBeren Menge Enzym erreicht werden.

Zwar sind Umsitze von 80% hoch aber ein 25-facher Uberschuss an Donor kein technisch
umsetzbares Verhdltnis. Bei Substratkonzentrationen groBer als 20 mM gelangt man schnell an

die Loslichkeitsgrenze von 1-PEA.
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Abbildung 7: Zeitverlauf des Umsatzes von 3-Acetylpyridin mit verschiedenen Amindonoren; schwarz:
1-Phenylethylamin, rot: sec-Butylamin; 20 mg MvATA; Amindonor (500 mM); PLP (2 mM); NaP
pH=75;t=24h; T=25C

Deshalb wurde in den nichsten Reaktionen, bei gleichbleibender Donorkonzentration, die
Substratkonzentration schrittweise erhoht, wodurch das Donor/Akzeptor-Verhéltnis immer
kleiner wird. Getestet wurden 1-PEA, sec-BA und erneut IPA, obwohl in den Vortest damit nur
sehr geringe Umsétze erzielt wurden aber der giinstige Preis und die strukturellen Unterschiede
zum Substrat bieten potenzielle Vorteile. Wie die Ergebnisse Tabelle 4 zeigen, ist IPA aber kein
geeigneter Donor fiir das untersuchte System. Unabhiingig von der GroBe des Uberschusses
werden nur etwa 10 mM (R)-1-PyEA produziert. Daraus lésst sich ableiten, dass die gewihlte
Methode, die Gleichgewichtslage zu beeinflussen nicht mit IPA anwendbar ist. Die
experimentellen Daten bestitigen damit die Ergebnisse von Gunderson et al. und Tufvesson et
2] 6566

Bestitigt wird auch 1-PEA als potentester Donor, denn bei allen Verhéltnissen werden damit
die hochsten Umsitze erzielt. Deutlich wird auch, dass der anfianglich gewéhlte 25-fache
Uberschuss unnétig hoch angesetzt war, da mit einem 6-fachen Uberschuss die gleiche Menge
Produkt entsteht wie mit einem 12,5-fachen (~ 30 mM (R)-1-PyEA). Interessanterweise konnte
in allen Versuchen der Umsatz noch weiter gesteigert werden, wenn die Enzymmenge erhoht

wird.
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Tabelle 5: Umsatz von 3-Acetylpyridin  zu (R)-1-(3-Pyridyl)ethylamin  bei  hdheren

Substratkonzentrationen

¢(Substrat) Amindonor Umsatz c¢(Produkt)
[mM] [Yo] [mM]
20 1-PEA 82 16,4
sec-BA 66 13,2
40 1-PEA 78 31,4
sec-BA 47 18,6
80 1-PEA 44 35,4
*97 77,4
sec-BA 34 27,4
*38 30,6
iPrNH> *13 10,1
100 1-PEA *62 62,1
>99 >99.9
sec-BA *22 21,5
49 49,1
iPrNH> *10 10,4
150 1-PEA *42 62,4
63 94,5
sec-BA 33 492
iPrNH> *10 14,3

20 mg ;MvATA; Amindonor (500 mM); PLP (2 mM); NaP pH =7,5;t=24 h; T = 25°C
*30 mg MVATA
40 mg MVATA

Da der Katalysator nur die Zeit bis zum Erreichen des Gleichgewichtszustandes beeinflusst,
nicht aber die Lage, kann daraus abgeleitet werden, dass die Gleichgewichtslage immer noch
nicht erreicht ist. Mit einer weiteren Steigerung der Enzymmenge kann bei einem
Donor/Akzeptor-Verhiltnis von 5:1 (500 mM/100 mM) sogar ein fast vollstdndiger Umsatz
erzielt werden. Selbst ein Verhéltnis von 3:1 reicht aus, um knapp 95 mM Produkt zu erhalten,
was den Schluss zu ldsst, dass das chemische Gleichgewicht deutlich auf Seiten der Produkte

liegt. Die Tests haben auch gezeigt, dass 3-Acetylpyridin keine inhibierende Wirkung auf den
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Biokatalysator hat. Unabhédngig vom eingesetzten Amindonor, werden bei steigender
Substratkonzentration und gleicher Enzymmenge die gleichen Umsitze erzielt. Trotzdem wird
nicht noch mehr Substrat eingesetzt, da bei gleicher Reaktionszeit nur mehr Enzym zu héheren
Umsitzen fiihrt und davon wird aus Kostengriinden abgesehen. Mehr Donoramin hat auch
keinen Einfluss auf die erhaltene Menge Produkt, da die Tests zeigen, dass mit einem 3-fachen
Uberschuss die gleichen relativen Ausbeuten erzielt, werden wie mit einem 6-fachen. In diesem
Fall ist nicht die Lage des Gleichgewichts ausschlaggebend, sondern die Zeit, in der sie erreicht
wird. Das ist auch der Grund, warum bei einem 25-fachen Uberschuss kein vollstindiger
Umsatz beobachtet wird. Hohere Donorkonzentrationen sind nicht moglich, da es sowohl bei
1-PEA als auch sec-BA zur Inhibierung kommt. Die Tabelle 6 zeigt, dass es bei einer 1 M

Losung 1-PEA zu keinem Umsatz kommt und bei sec-BA die Umsitze stark zurtickgehen.

Tabelle 6: Umsatz von 3-Acetylpyridin zu (R)-1-(3-Pyridyl)ethylamin bei héheren Donorkonzentrationen

Amindonor c¢(Donor) c¢(3-Acetylpyridin) Umsatz
[M] [mM] [Yo]
1-PEA 1 40 -
80 -
2 80 -
sec-BA 1 40 18
80 36
2 80 2

20 mg MvATA; PLP (2 mM); NaP pH =7,5;t=24 h; T=25°C

Fiir den Umsatz von 3-Acetylpyridin stellte sich 1-PEA als geeignetster Donor heraus. Zwar
konnten mit sec-BA dhnliche Umsdtze erzielt werden, jedoch nur bei kleineren
Substratkonzentrationen, da mit steigender Substratmenge der Umsatz deutlich sank. Bezogen
auf die ausgewihlte Konzentration von 100 mmol/L 3-Acetylpyridin konnte mit sec-Butylamin
nur halb so viel Produkt (49%) erzeugt werden wie mit 1-PEA (100%). Daher schied sec-
Butylamin fiir die weiteren Anwendungen aus. Die Experimente bestitigten ebenfalls, dass
Isopropylamin als Donor fiir diese Reaktion ungeeignet ist. Auch hdohere
Enzymkonzentrationen brachten keine Steigerung des Umsatzes. Dadurch wurde deutlich, dass
es kein Problem einer zu geringen Reaktionszeit, sondern der Gleichgewichtslage war.

Aus den Ergebnissen der Versuche ergaben sich folgende Reaktionsbedingungen. Die

Donorkonzentration bleibt, wie von Beginn an bei 500 mM und die maximale
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Substratkonzentration liegt bei 100 mmol/L. Unter diesen Bedingungen kann ein nahezu
vollstindiger Umsatz erreicht werden, was den Vorteil hat, dass am Ende der Reaktion kaum
noch unverbrauchtes Edukt in der Reaktionslosung vorhanden ist, welches wieder abgetrennt
werden muss.

Unter den gleichen Gesichtspunkten wurde die Reaktion 2, welche den Umsatz von 3-
Methoxyacetophenon zu (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin beschreibt betrachtet. (S)-1-(3-
Methoxyphenyl)ethylamin dient als Precursor fiir Rivastigmin, einem bekannten Alzheimer-
Medikament und stellt somit ein potenziell interessantes Produkt dar. Trotz der strukturellen
Ahnlichkeit zu 3-Acetylpyridin kann bei dieser Reaktion IPA als Donor eingesetzt werden. Ein
Vergleich mit der Reaktion 1 kann an dieser Stelle aber nur bedingt gezogen werden, da
unterschiedliche Biokatalysatoren verwendet werden und diese unterschiedlich auf
verschiedene Amindonoren reagieren. Dennoch unterstreicht das nochmal, dass keine
pauschale Aussage dariiber getroffen werden kann, welcher Donor und welche Methode zur
Gleichgewichtsverschiebung fiir das gewéhlte System am besten geeignet ist. Fiir die Reaktion
1 lag das chemische Gleichgewicht eher auf Seiten der Edukte (Umsatz ~ 10%) und auch
groBBere Mengen IPA haben darauf keinen entscheidenden Einfluss. Die Reaktion 2 erzielt mit
einem 50-fachen Uberschuss (1 mol/L Amin und 20 mmol/L Substrat) einen 72%igen Umsatz.
Dies ist auch gleichzeitig der Gleichgewichtsumsatz, wie die Abbildung 8 zeigt ist nach ca. 8h
der maximale Umsatz erreicht. Unter den gleichen Bedingungen werden 50% von 50 mM

Substrat (= 25,4 mM Produkt) und 23% von 100 mM Substrat (= 23,1 mM Produkt) umgesetzt.

80 -

Umsatz [%)]
1

tihl

Abbildung 8:Zeitverlauf des Umsatzes von 3-Methoxyacetophenons; i-PrNHz (1 M); PLP (2 mM); NaP
pH=7,5;t=24h; T=30°C
42



Bei einem Donor/Akzeptor Verhiltnis von 10:1 entsteht also genauso viel Produkt wie bei 20:1,
was den Schluss zuldsst, dass die Grenzen der Beeinflussung der Gleichgewichtslage erreicht
sind. Eine Substratinhibierung kann, wie in Reaktion 1, ausgeschlossen werden, da sowohl 100
als auch 50 mM zu ~25 mM Produkt umgesetzt werden. Es ist auch kein zeitlicher Effekt, da
Abbildung 8 deutlich zeigt, dass der Gleichgewichtszustand viel frither erreicht wird. Somit ist
der Einsatz einer grofleren Enzymmenge nicht ratsam. Um mdgliche inhibierende Effekte des
Donors auszuschlieBen, wurden Reaktionen mit 250 mM respektive S00 mM IPA durchgefiihrt.
Die Ergebnisse der Versuche sind in Abbildung 9 dargestellt und es wird deutlich, dass die
Steigerung der Donorkonzentration durchaus mehr Umsatz liefert, aber der Effekt ist deutlich
geringer als nach den Untersuchungen der Reaktion 1 erwartet. Werden mit einem 2,5-fachen
Uberschuss bereits 15 mmol/L (S)-1-MeOPEA erhalten, fiihrt der Einsatz der 4-fachen Menge
(10-facher Uberschuss) nur zu 23 mmol/L. Da die Umsiitze bei einem 5:1 Verhiltnis sowohl
bei einer IPA-Konzentration von 250 mM als auch 500 mM in etwa gleich sind, kann auch eine
Coprodukt Inhibierung ausgeschlossen werden. Eine zusitzliche Steigerung ist vermutlich nur

durch eine in situ Produktentfernung méoglich, indem das entstehende Aceton verdampft wird.®
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Abbildung 9: Umsatze von 3-Methoxyacetophenon mit IPA 250 mM, 500 mM und 1 M IPA; grin:
20 mM Substrat, blau: 50 mM Substrat, rot: 100 mM Substrat

44



5.2 Isolierung von (R)-1-(3-Pyridyl)ethylamin

Fiir die Isolierung des Produkts wird der Reaktionsansatz, unter Beriicksichtigung der im
Kapitel 5.1 festgelegten Bedingungen, auf 100 mL vergréBert. Somit ergibt sich bei einem
erwarteten Umsatz von >99% knapp 1 g (R)-1-PyEA. Nach Vollendung der Reaktion liegt ein
Gemisch aus ein bis zwei Ketonen (je nach Umsatz) und zwei Aminen vor, die in ihrer Struktur
und in ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften (Tabelle 7) Ahnlichkeiten

aufweisen.

Tabelle 7: chemische Eigenschaften der Edukte und Produkte

NH; NH, ¢} [e)
[ ©
N N

(R)-1-PyEA ao-1-PEA 3-Acetylpyridin Acetophenon
M [g/mol] 122,17 121,18 121,14 120,15
p [g/cm?] 1,018 0,946 1,102 1,033
Sdp [°C] 221 187 220 202
pKs 5,197 4,96" - -

Quelle: SciFinder; * berechnet mit Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software V11.02

Die ersten Versuche der Aufarbeitung wurden mittels fliissig-fliissig Extraktion durchgefiihrt.
Um zunéchst die Ketone von den Aminen zu trennen, wird der pH-Wert der Reaktionslosung
durch Zugabe einer Sédure (z.B. Phosphorsdure) gesenkt und anschliefend die Losung mit fert-
Butylmethylether (~-BME) extrahiert. Durch die Séure werden die Amine protoniert und
konnen so nicht in der organischen Phase aufgenommen werden. Nach der Extraktion der
Ketone wird gesittigte NaOH (NaOHjsa.) zur wiéssrigen Phase gegeben, um den pH-Wert wieder
zu erhdhen und um erneut mit +-BME zu extrahieren. Da ein Uberschuss an Donoramin
eingesetzt wurde, befindet sich in der organischen Phase ein Gemisch aus dem Donoramin 1-
PEA und dem Produktamin (R)-1-PyEA, welches anderweitig getrennt werden muss. Unter
Berticksichtigung der pKg-Werte der einzelnen Aminkomponenten, kann der pH-Wert der
Losung auch so eingestellt werden, dass nur ein Amin protoniert und das andere extrahiert wird.
Aufgrund der dhnlichen pKg-Werte (5,19 und 4,96) konnten aber (R)-1-PyEA und 1-PEA nicht
vollstandig voneinander getrennt werden. Durch die nah beieinander liegenden pKg-Werte

kommt der Einsatz eines Membranreaktors, wie von Rehn et al. beschrieben, nicht in Frage, da
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selbst bei richtig eingestellten pH-Werten immer Teile der anderen Substanz ebenfalls
extrahiert werden.”®

Auch wenn durch die Extraktion keine vollstindige Trennung erreicht wird, so wird das
Gemisch auf 2 Komponenten reduziert. Wie in Tabelle 7 dargestellt, liegt eine Differenz von
34°C zwischen den beiden Siedepunkten der Amine. Aufgrund dieser Differenz scheint eine
Trennung mittels Destillation moglich, konnte in der Praxis jedoch nie erreicht werden.
Problematisch ist vor allem, dass das Produkt die hochste Siedetemperatur besitzt und erst als
letztes destilliert wird. Praktisch ist es nicht gelungen das (R)-1-(3-Pyridyl)ethylamin zu
destillieren, sondern das Produktamin verbleibt immer im Destillationssumpf mit allen
Verunreinigungen (z.B. Proteinreste, Riickstinde der anderen Komponenten). Zusitzlich setzt
wihrend des Destillationsvorgangs eine braunliche Farbverdnderung ein. Die Destillation
wurde unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt, nach Claissen, mit einer
Kugelrohrdestille und sogar im Vakuum, um die thermische Belastung zu minimieren und
etwaige Nebenreaktionen zu verhindern. Eine saubere Fraktion (R)-1-PyEA konnte unter
keinen Bedingungen isoliert werden und stets setzt eine Verfarbung ein. Fiir eine genauere
Untersuchung des Riickstandes wurde die Probe mittels GC/MS (Gaschromatographie mit
gekoppelter Massenspektrometrie) vermessen. Im Massenspektrum konnte zwar ein
Molekiilpeak fiir das R-PyEA (122,15 m/z) gefunden werden, aber zusétzlich traten auch andere
Signale mit einem hoheren Masse zu Ladungsverhéltnissen auf. Besonders auffillig war dort
das Signal bei 222,26 m/z (Abb. 10). Hierbei kdnnte es sich um ein Additionsprodukt der Keto-
und Aminkomponenten handeln. Das schwarze Chromatogramm zeigt das kommerziell
erworbene Enantiomerengemisch von 1-(3-Pyridyl)ethylamin. Die rote Linie entspricht der
extrahierten organischen Phase nach der Biokatalyse mit dem deutlich sichtbaren Produktsignal
bei 15,9 min. Hier ist deutlich erkennbar, dass die verwendete MvATA sehr selektiv nur das
gewiinschte (R)-Enantiomer umsetzt. In blau ist die Produktfraktion nach der Destillation zu
sehen. Im Vergleich zur extrahierten Phase ist kein wesentlicher Unterschied zu sehen.
Lediglich durch die Integration der Flachen unter den Kurven war erkennbar, dass eine leichte
Abnahme des Produkts eintrat. Zur weiteren Aufreinigung wurde die Fraktion erneut destilliert,
jedoch erkennt man an der griinen Linie deutlich, dass sich das Produkt wahrscheinlich zersetzt

hat, denn es ist kaum noch ein Produktsignal zu erkennen.
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Abbildung 10: Gaschromatogramm des Produkts nach mehrmaligem Destillieren (Screenshot)

Ein weiteres Trennverfahren, welches zur Anwendung kam, ist die Sdulenchromatographie.
Aufgrund ihrer Polaritit wurden Essigsdureethylester (Ethylacetat, EtOAc und fert-
Butylmethylether (--BME) als mobile Phase eingesetzt. Da Acetophenon und 3-Acetylpyridin
am geringsten zuriickgehalten und als erstes eluiert werden, ist es auch nicht notwendig die
Ketone einzeln zu extrahieren. Die beiden Amine weisen dhnliche Retentionsfaktoren (Rf) von
0,27 (1-PEA) und 0,19 ((R)-1-PyEA) auf und verbleiben am lidngsten auf der stationdren Phase.
Auch bei diesem Trennverfahren wird eine saubere Trennung durch die Ahnlichkeiten der
beiden Amine erschwert. Auch mit anderen Losemitteln als mobile Phase konnte die
Trennleistung nicht verbessert werden. Ein zusétzliches Problem ist die Zugabe von Methanol
zum Ende der Chromatografie, welche notwendig ist um das Produkt komplett zu eluieren. Um
die Trennung dennoch zu erreichen, muss vor der Zugabe von Methanol die stationére Phase
griindlich mit dem eigentlichen Laufmittel gespiilt werden, um mdglichst viel 1-PEA von der
Sdule zu entfernen. Auf diese Weise gelang es, mit einer 50% Ausbeute (= 620 mg), das
Produkt zu isolieren. In Abb. 11 ist das NMR-Spektrum des isolierten Produktes iiber dem
Spektrum der kommerziell verfligbaren Substanz zu sehen und es handelt sich eindeutig um

(R)-1-(3-Pyridyl)ethylamin.
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Abbildung 11: Vergleich der NMR-Spektren; rot: kommerzielles 1-Pyridylethylamin; blau:
synthetisiertes 1-PyEA

5.3 Selektive Kristallisation zur Darstellung von chiralen Aminen

Die Untersuchungen aus dem Kapitel 5.1 und 5.2 zeigen, dass es bei TA-katalysierten
Reaktionen nicht nur die ungiinstige Gleichgewichtslage zu iiberwinden gilt, sondern je nach
gewidhltem Amindonor auch die Isolierung des Produkts aufwendig ist. Eine selektive
Trennung mit thermischen oder chromatographischen Trennverfahren ist schwierig und mit
deutlichen Verlusten der Ausbeute realisierbar. Eine andere Moglichkeit ist das Produkt
selektiv aus der Reaktionslosung zu kristallisieren, entweder unter Ausnutzung der Chiralitét
oder der geringen Loslichkeit. Als Gegenion zum Amin-Kation (R-NH3") dient ein Carboxylat-
Anion (R-COQ"), welches in Form einer organischen Carbonsiure eingefiihrt wird. Das
Produktamin bildet mit der Sdure ein schlecht losliches Salz, fillt aus und kann einfach per
Filtration abgetrennt werden. Anschlieend wird das Salz in einer basischen wéssrigen Losung
geldst und das Amin extrahiert.

Man kann sogar einen Schritt weitergehen und das Fallungsmittel von Beginn an oder wéihrend

der Reaktion in das System geben, so dass entstandenes Produkt direkt geféllt und aus der
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Losung entfernt wird. Auf diese Weise wird das Gleichgewicht auf die Seite der Produkte
verschoben. Dieses Konzept der in situ Produkt Kristallisation (ISPC) ist eine Methode der in
situ Produktentfernung und kombiniert den ersten Schritt der Aufarbeitung mit der
Gleichgewichtsverschiebung. Fiir den Umsatz von 3-Acetylpyridn soll der Fokus aber auf der

selektiven Kristallisation zur Isolierung des chiralen Amins liegen.

o) NH,
l + R-COO" +R-COO
Y
"_ """ YT \ T T
R-COO NH3 ' R-COO NH3

Y .

gut I6sliches Salz
keine Kristallisation

schwach |6sliches Salz
Kristallisation

Schema 10: Konzept der in situ Produkt Kristallisation (ISPC)

Das Schema 10 zeigt das Konzept der ISPC, wobei die Triebkraft die mdglichst geringe
Loslichkeit des Produktsalzes ist. Deshalb ist es auch nicht zwingend erforderlich, dass die
Carbonsaure nur mit dem Produktamin ein Salz bildet, aber die Loslichkeit sollte deutlich
geringer sein als die des Salzes mit dem Donoramin, und vor allem geringer als die Loslichkeit
des freien Produktamins sein, damit es zur Féllung kommt.

Da es kein zuverldssiges Konzept zur Vorhersage von Salzbildung bzw. den dazugehdrigen
Loslichkeiten gibt, wurden die kommerziell verfiigbaren Séduren fiir ein Screening geeigneter
Kandidaten ausgewéhlt. Unter den 79 getesteten Sduren befinden sich aliphatische, aromatische
und heteroaromatische Carbonsiuren. Eine vollstindige Ubersicht iiber die getesteten Siuren
befindet sich im Anhang. Die Amine werden in 2 Gruppen aufgeteilt, wobei die eine Gruppe

die potentiellen Donoramine Isopropylamin (1), 1-Phenylethylamin (2), sec-Butylamin (3),
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L,D-Alanin (4) und L-Alanin (5) darstellt.Die andere Gruppe besteht aus moglichen
Produktaminen wie (S)-1-Phenylethylamin (2a), (S)-1-(3-Chlorphenyl)ethylamin (2b), (S)-1-

(4-Chlorphenyl)ethylamin

(20),

(R)-1-(3-Fluorphenyl)ethylamin

(2d),

(R)-1-(4-
Fluorphenyl)ethylamin (2e), (S5)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin (2f), (R)-1-(4-Methoxy-

phenyl)ethylamin (2g) und 1-(3-Pyridyl)ethylamin (2h). Die Ergebnisse des Screenings sind in

Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Fallungsverhalten verschiedener Carbonsauren mit unterschiedlichen Aminen

Donoramine:

Isopropylamin

rac-1-Phenylethylamin

sec-Butylamin

L,D-Alanin
L-Alanin

N K W N -

Produktamine:

(8)-1-Phenylthylamin

2a

(8)-1-(3-Chlorphenyl)ethylamin 2b
(S)-1-(4-Chlorphenyl)ethylamin 2c
(R)-1-(3-Fluorphenyl)ethylamin 2d
(R)-1-(4-Fluorphenyl)ethylamin 2e
(8)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin ~ 2f
(R)-1-(4-Methoxyphenyl)ethylamin ~ 2g

(R)-1-(3-Pyridyl)ethylamine 2h
Beschreibung des Farbcodes
keine Fallung
wenige Kristalle
maRige Fallung
- starke Féllung
Donoramine [mM] Produktamine [mM]
2 3 14 |5 J2a |2b |2c|2d|2e |2f |2g|2h
1000 : 250 | 1000 = 250 je 100 je 100
24CNA .
25CNA
25DHBA
25FDCA
26FBA
2CA
B E BN
2FCA
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Donoramine [mM] Produktamine [mM]
1 2 314 |5 |2a |2b |2¢c |2d |2e |2f |2g |2h
1000 - 250 | 1000 = 250 je 100 je 100

2HNA

2TPCA

32CNA

34CA

34HHCAA

34NA

35DNOT

35HBA

3DPPA

3FCA

3NA

42CNA

435CNBA

43CNA

43HNBA

4HBA

AA

ACC

APS

ASA

5 |

BCA

BPA

BTA

|

CA

CCA

CHCA

CMA
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Donoramine [mM]

Produktamine [mM]

1 2

3

2a

2b

2¢

2d

2e

2f

2g

2h

1000 250 | 1000 250

je 100

jel

00

DCC

DPAA

DQA

DTA

FA

FCA

FCC

GA

GCA

HA

HXCA

INA

IS

IVA

LMA

LTA

MA

NCC

nNA

OA

PA

PAA

PCC

PCPA

PFA

PIA

PMA

PPA

RMA

SA
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Donoramine [mM] Produktamine [mM]

1 2 3 14 |5 J2a |2b |2c|2d|2e |2f |2g|2h

1000 250 | 1000 250 je 100 je 100

SBCA

SCA

SCCA

SMA

TG

TMPA

TPA

TPAA

TPPA

VA

VCA

Die Losung fiir das Screening wurde der Reaktionslosung des Umsatzes von 3-Acetylpyridn
nachempfunden, d.h. das Verhiltnis Donor zu Akzeptor betragt 5:1. Die Sdure wird bewusst im
Uberschuss eingesetzt, um sicher zu gehen, dass wirklich eine Niederschlagsbildung einsetzt.
In Abbildung 12 ist zu sehen, wie das Screening auf einer 96er Mikrotiterplatte durchgefiihrt
wird. In jedes well wird die Saurelosung vorgelegt und anschlieBend Aminlosung hinzugefiigt.
Auf diese Weise wurden alle 11 Amine, unter denen sich auch (R)-1-PyEA und (S)-1-MeOPEA
befand, getestet und die Tabelle 8 angefertigt. Primir lag der Fokus auf Sduren, die im besten
Fall sehr gut mit den Produktaminen kristallisieren und gar nicht oder nur schlecht mit den
Donoraminen. Aus den Ergebnissen der Tabelle 8 wird deutlich, dass besonders Benzoesaure-
Derivate und Benzylbenzen-basierte Carbonsduren fiir die Kristallisation geeignet sind.
Besonders die Substitution in 3,4- und 2,5-Position scheint die Kristallbildung mit 1-PEA-
Derivaten zu begiinstigen, da fast alle positiven Ergebnisse von diesen beiden Typen erzielt
werden. Hingegen sind die aliphatischen und heteroaromatischen Séuren fiir die ausgewéhlten
Amine keine geeigneten Salzbildner. Von den angesprochenen Benzoesduren und
Benzylbenzen-basierten Carbonsduren, wurden insgesamt 7 verschiedene Vertreter
identifiziert, die genauer untersucht wurden. Bei den 7 Substanzen handelt es sich um die 5
Benzoesdure Derivate, 4-Chlor-3-Nitrobenzoesidure (43CNA), 2-Chlor-5-Nitrobenzoesiure

(25CNA), 3,4-Dichlorbenzoesdure (34CA), 3,4-Dinitrobenzoesdure (34NA) und 2-Chlor-4-
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Nitrobenzoesdure (24CNA), sowie die 2 Benzylbenzen-basierten Sduren Diphenylessigsdure

(DPAA) und 3,3-Diphenylpropionsédure (3DPPA).

Abbildung 12: Fallungstest auf Mikrotiterplatte

Aus den Ergebnissen der Testreihen kann aber nicht abgeleitet werden ob die Sduren tatsdchlich
fiir die selektive Kristallisation geeignet sind, da sie nur die relative Loslichkeit widerspiegeln.
Die eigentliche Loslichkeit wird in der Reaktionslosung durch Sekundéreffekte, wie
Temperatur und gleichionige Zusétze beeinflusst und kann demnach abweichen. Zur genaueren
Charakterisierung wird von allen ausgewihlten Sduren das Salz mit den Aminen gebildet.
Besonders betrachtet wurden vor allem die Salze der Amine 1 (Donor) und 2a, 2f und 2g-
(Produkt). Die Amine 1 und 2f sind das Donor/Akzeptor-Paar der Reaktion 2. Das Amin (§)-1-
Phenylethylamin (2a) soll fiir die folgenden Untersuchungen als Produkt darstellen. Um das
Konzept der selektiven Kristallisation aus einer Mischung zweier Amine zu etablieren, dient
der Umsatz von Acetophenon zu (S)-1-Phenylethylamin (2a) mit Isopropylamin (1) als
Modellreaktion.

5.3.1 Charakterisierung verschiedener Aminsalze

Alle Salze wurden aus Ether gefillt und anschlieend die Loslichkeit bestimmt. Besonders
auffillig sind die Werte fiir die Salze aus Isopropylamin und den Chlornitrobenzoeséuren
(CNA). Diese liegen im Bereich von 1 M (43CNA), 2 M (24CNA) und sogar 3 M (25CNA)
und erfiillen die Anforderung an das Donorsalz, eine hohe Ldslichkeit aufzuweisen. Die
Loslichkeit der entsprechenden Salze mit dem Produktamin, ist wie erhofft deutlich geringer.
Die Loslichkeit des 2a-25CNA-Salzes war 54-mal geringer (57,0 mmol/L) als die vom
entsprechenden Donorsalz (3080,6 mmol/L) und auch mit 43CNA 16ste sich 46-mal so viel
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Donorsalz (992,8 mmol/L) wie Produktsalz (21,7 mmol/L). Ubertragen auf das Modellsystem
(Mischung aus allen Komponenten in Pufferlosung aber ohne Enzym) wiirde es zu keiner
Fallung des Donoramins kommen, da nicht mehr als 1 M IPA in der Losung vorhanden ist,
sofern keine weiteren unerwiinschten Effekte hinzukommen. Die Unvorhersehbarkeit der
Loslichkeiten zeigt sich deutlich bei den Salzen mit den anderen Aminen. Sieht das System fiir
IPA und (S)-1-PEA noch sehr gut anwendbar aus, so trifft das beim Methoxy-substituierten 2f
nicht mehr zu. Zwar liegen auch hier die Loslichkeiten um den Faktor 25 auseinander,

allerdings erweist sich die Loslichkeit des Produktsalzes mit 73,7 mmol/L als zu hoch.

Tabelle 9: Ldslichkeit der hergestellten Salze in dest. Wasser bei RT

Amin Saure c(Salz) c(Salz)
[mg/mL] [mmol/L]
1-Phenylethylamin =~ 25CNA 18,4 57,0
24CNA 15,9 49,7
43CNA 7,0 21,7
DPAA 4,0 12,0
3DPPA 2,6 7,5
Isopropylamin 25CNA 803,0 3080,6
24CNA 477,3 1831,1
43CNA 258,8 992.8
DPAA 41,8 154,0
3DPPA 12,1 42,4
(S)-1-(3-Methoxy- 24CNA 26,0 73,7
phenyl)ethylamin 43CNA 7,0 19,8
34CA 7,0 20,5
34NA 10,0 27,5
DPAA 4,0 11,0
3DPPA 3,6 9,5
(R)-1-(4-Methoxy-  43CNA 9,0 25,5
phenyl)ethylamin 34CA 10,0 29,2
34NA 11,0 30,3
DPAA 1,0 2,8
3DPPA 3.3 8,7
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Eine Fallung ist demnach erst moglich, wenn in der Reaktion mehr als 73,7 mmol/L Produkt
vorliegen. Solch eine Produktkonzentration konnte in den Versuchen aus Kapitel 5.1 nie
erreicht werden. Gleichzeitig bedeutet das auch, dass immer eine groflere Menge Produktamin
in Losung bleibt und auf diese Art nicht aufgearbeitet werden kann. Bei einer Reaktion mit
100 mmol/L Edukt und einem theoretisch vollstindigen Umsatz, wiirden trotzdem % des
Produkts in Losung bleiben, was viel zu hoch ist. Positiv zu interpretieren sind die Werte fiir
43CNA. Das Salz mit 2a zeigt eine Loslichkeit auf (21,7 mmol/L) die 50x geringer ist als die
des korrespondierenden IPA-Salzes (992,8 mmol/L), wodurch es fiir eine selektive
Kristallisation geeignet scheint. Auch die Salze mit den anderen Produktaminen 2f und 2g
zeigen eine geringe Loslichkeit (19,8 mmol/L respektive 25,5 mmol/L). Ein anderes Bild ergibt
sich mit den Benzylbenzen-basierten Sduren. Die Loslichkeit der IPA-Salze mit DPAA und
3DPPA sind mit 154,0 mmol/L respektive 42,4 mmol/L wesentlich geringer. Allerdings weisen
die korrespondierenden Salze mit dem Produktamin (S)-1-PEA die geringste Loslichkeit auf
(12,0 mmol/L. DPAA; 7,5 mmol/L 3DPPA). Der Trend setzt sich auch fiir das Amin 2f fort.
Das Salz mit 3DPPA besitzt die kleinste Loslichkeit aller Salz mit diesem Amin, wenn auch
die Differenz zum Donorsalz nicht so groB ist. Mit 42,4 mmol/L liegt nur ein Faktor 4,5
zwischen beiden Werten. Die anderen noch getesteten Sduren 24CNA, 34CA und 34NA
scheinen nicht geeignet, da entweder die Differenz der Loslichkeit zu gering ist oder die
Loslichkeit des Produktsalzes zu hoch.

Das Ausbleiben einer Niederschlagsbildung im Screening ist nicht immer gleichbedeutend mit
einer fehlenden Salzbildung. Oftmals ist die Loslichkeit des entsprechenden Salzes zu hoch und
es bleibt in Losung. Das bedeutet, dass es sich bei dem Trennproblem im Grunde um die
Trennung zweier Salze durch selektive Kristallisation handelt.

Um zwei Stoffe moglichst effektiv zu trennen, ist die Kenntnis iiber das Phasenverhalten von
Vorteil. Fiir die Bestimmung des Phasendiagramms ist wiederum die Kenntnis {iber die
Schmelzpunkte der jeweiligen Salze notwendig. Im Folgenden werden die Salzpaare und
Schmelzpunkte fir die Amine IPA und (S)-1-PEA bestimmt. Die Bestimmung der
Schmelzpunkte dient zum einem der genaueren Charakterisierung der Salze und zum anderen
deutet die Differenz der Schmelztemperaturen zwischen zwei Salzen auf die Lage eines
moglichen Eutektikums hin. Eine grof3e Differenz ist dabei wiinschenswert, weil dann meist
das Eutektikum nahe an einer der beiden Komponenten liegt. Dadurch entsteht ein grof3er
Bereich, aus dem nur eine Komponente kristallisiert werden kann. Um einen groben Richtwert

fiir den Schmelzpunkt zu haben, werden alle Salze zuerst auf einem Schmelzpunktgerit EZ
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Melt vermessen und die Schmelzbereiche optisch bestimmt. Die genaue Bestimmung erfolgt

anschlieBend durch die differential scanning calorimetry (DSC).

Tabelle 10: Schmelzpunkte der Salze

Amin Siure Smp
[°C]
1-Phenylethylamin 25CNA 184,7
24CNA 204,4
43CNA 184,0
DPAA 164,6
Isopropylamin 25CNA 114,7
24CNA 182,6
43CNA 146,3
DPAA 141,3

Ausgehend von den gemessenen Loslichkeiten werden zunédchst die Salze der beiden
Carbonsduren 25CNA und 43CNA genauer charakterisiert (Tabelle 10). Die gemessenen
Schmelzpunkte zeigen eine groe Differenz zwischen den jeweiligen Isopropylamin- und (S)-
1-Phenylethylaminsalzen. Die Schmelzpunkte der 2f-Salze liegen mit 184,7°C (aus 25CNA)
und 184,0°C (aus 43CNA) in einem sehr dhnlichen Bereich. Die korrespondierenden Salze mit
iPrNH hingegen weisen einen deutlichen Unterschied auf. Das Salz aus 25CNA besitzt mit
114,7°C sogar einen recht niedrigen Schmelzpunkt, wohingegen das 43CNA-Salz erst bei
146,3°C schmilzt. Auch wenn die Schmelzpunkte bei den 25CNA-Salzen mit einer Differenz
von 70°C deutlicher auseinander liegen als bei den entsprechenden 43CNA-Salzen
(AT =37,7°C), lasst sich fiir beide ein Eutektikum ableiten, welches stark auf Seiten der IPA-
Salze liegt.

Die erstellten bindren Phasendiagramme bestitigen die Annahme. Beide Phasendiagramme
zeigen ein einfaches eutektisches Verhalten, bei dem das Eutektikum sehr nahe beim reinen
[PA-Salz liegt. Das experimentell bestimmte Eutektikum Xeu fiir das Salzpaar der Carbonsdure
25CNA befindet sich bei ca. 108°C und einer Zusammensetzung von Xeq = 0,15. Es liegt damit
sehr weit auf Seiten des Donoraminsalzes (IPA-25CNA) und im 2-Phasendiagramm (Abb. 13)
ergibt sich ein groBes Gebiet unter der Liquiduskurve aus dem theoretisch selektiv das

Produktamin (S)-1-PEA auskristallisiert werden kann. Unterstiitzt werden die gemessenen

57



Werte zusétzlich durch die Schréder-van-Laar Gleichung, mit der die Schmelztemperatur fiir

jede Zusammensetzung zu berechnet werden kann.

AH 1 1
Inx = fusS - )
R Tfus,S Tfus
Thus = (= (Inx * o))
= (— — nx x
Jus Tf us,S AH fus,S

Trigt man die berechneten Temperaturen beider Salze in ein Diagramm ein, erhilt man am
Schnittpunkt das Eutektikum, wobei es sich um eine theoretische Vorhersage auf Basis vieler
Vereinfachungen in der Herleitung der Gleichung handelt. Nach Schroder-van-Laar befindet
sich fiir das System mit 25CNA das Eutektikum bei Xeu = 0,16 und einer Temperatur von
105,7°C. Aus der Abbildung 13 kann man sehr gut erkennen, dass die Berechnungen die
experimentell bestimmten Werte sehr gut unterstiitzen.

Fir die zweite getestete Sdure 43CNA ergibt sich ein dhnliches Bild. Auch hier liegt das
Eutektikum sehr asymmetrisch auf Seiten des Donoraminsalzes (xew=0,2; T =133,0°C).
Dadurch entsteht auch in diesem System ein grofes Phasengebiet aus dem selektiv das Produkt
auskristallisiert werden kann. Somit scheinen beide Sduren (25CNA und 43CNA) gut geeignet

fiir das Aufarbeiten einer Aminmischung durch selektive Kristallisation zu sein.

200 -~

180

160

140

T[°C]

120

100

80 T T T T T T T T T 1

Abbildung 13: Binares fest-flissig Phasendiagramm der Aminsalze von 25CNA; iPrNH2-Salz: x = 0, 1-
PEA-Salz: x=1; blau: berechnetes Schmelzverhalten nach Schrdder-van-Laar; rot: gemessene

eutektische Temperatur
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5.3.2 Selektive Kristallisation aus einer Aminmischung

Fiir die selektive Kristallisation eines Amins aus einer Mischung wird die Reaktionslosung den
Konzentrationsverhdltnissen einer realen TA-katalysierten Reaktion nachempfunden, d.h. es
liegt 5-mal mehr Donoramin IPA (1) als Produktamin (S)-1-PEA (2a) vor. Um den Einfluss der
Saurekonzentration auf die Menge an Niederschlag und die Reinheit des isolierten
Produktsalzes zu untersuchen, bleibt die Konzentration der Amine wéahrend aller Versuche
konstant und nur die Menge und Zuflussrate der Carbonsdure wird variiert.

Dem Gesetzt von LE CHATELIER folgend, steigt die Menge an 2a-Salz an, je mehr Carbonséure
in das System gegeben wird. Eine Erhohung der 25CNA Konzentration von anfanglich 150 mM
auf 1500 mM, fiihrt zu einem Anstieg der Ausbeute von 31% auf 92% und das, obwohl die
Loslichkeit des Produktsalzes 2a-25CNA mit 57,0 mmol/L grofer ist als die sich im System
befindlichen 50 mmol/L 2a. Durch einen iiberstochiometrischen Anteil an Carbonsdure erhoht
sich der gleichionige Zusatz (R-COO") in der Losung, was zu Folge hat, dass mehr

Produktkation (R-NH3") in Form von 2a-Salz aus der gesittigten Losung ausfillt.

Tabelle 11: selektive Kristallisationsversuche mit 25CNA

Versuch c(IPA) c¢(1-PEA) ¢(25CNA) Ausbeute Reinheit

[mM] [mM] [mM] [Yo] [Yo]

1 100 20 80 - -

2 250 50 150 31 98

3 250 50 200 36 97

4 250 50 250 40 98

5 250 50 400 58 96

6 250 50 1500 92 95

An diesem Beispiel wird erneut deutlich, dass die bestimmten Loslichkeiten der Salze in den
Modelllosungen nicht denen in einem realen System entsprechen, sondern die gemessenen
Werte lediglich als MaB3 zur Abschétzung des realen Verhaltens dienen.

Durch den Uberschuss an Carboxylat-Ionen wird aber nicht nur das Produktamin aus der
Losung verdringt, sondern auch das Donoramin, zusehen ist dies an der abnehmenden Reinheit
(98% in Versuch 2 zu 95% in Versuch 6). Fiir die Optimierung gilt es also eine
Saurekonzentration zu finden, mit der moglichst viel Produkt, aber so wenig wie moglich Donor

gefillt wird. Die Versuche zeigen jedoch, dass das Konzept der selektiven Kristallisation aus
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einer Mischung funktioniert. Uberschiissiges IPA kann nach dem Lodsen der Salze und
Extrahieren der Amine durch verminderten Druck entfernt werden. Allerdings konnen
zufriedenstellende Ausbeuten nur mit sehr hohen Sidurekonzentrationen erreicht werden, was
wiederum eine schlechte Atomeffizienz bedingt.

Das gleiche Konzept wird auf die zweite Carbonsdure 43CNA iibertragen (Tabelle 12), nur
wird dieses Mal der Uberschuss an Carbonséure geringer gehalten und iiberschreitet nicht ein
Verhiltnis von 8:1 (bezogen auf das Amin 2a). Begriindet wird das mit den Erfahrungen aus
den Versuchen mit 25CNA und vor allem mit der wesentlich geringeren Loslichkeit des
Produktsalzes 2a-43CNA von 21,7 mmol/L. Diese ist geringer als die Konzentration an
gelostem 2a und demnach sollte weniger Carbonsdure notwendig sein, um das Produkt aus der
Losung zu verdrangen. Zur Untersuchung des Kristallisationsverhaltens zwischen Produkt und
Carbonsdure wurde in Versuch 10 bewusst auf die Zugabe von IPA verzichtet. Mit einem 4-
fachen Uberschuss 43CNA kénnen 91% (= 45,5 mmol/L) des gelésten Amins (S)-1-PEA
auskristallisiert werden. Bessere Ausbeuten konnen nur mit einem groferen und oder anderem
Uberschuss erzielt werden.

Fiir dieses System kommt der aber nicht von der Carbonséure, sondern vom Donoramin. Durch
das Einbringen von IPA, welches gut mischbar mit Wasser ist, wird das schlechter 16sliche (5)-
1-PEA aus der Losung in Form von 43CNA-Salz gefillt. Das Prinzip ist also das Gleiche wie
bei den Tests der Tabelle 11, nur das lon, mit dem die Losung {ibersattigt wird, ist ein anderes.
In Hinblick auf das reale System ist es auch sinnvoller, das Donoramin im Uberschuss
einzusetzen, da es ohnehin schon im Uberschuss vorliegt, um die Gleichgewichtslage zu

beeinflussen.
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Abbildung 14: Versuchsaufbau fiir Kristallisationsuntersuchungen: temperierter Reaktor mit Kryostat,

Ruhrer, Temperaturfihler und Kantle mit angeschlossener Pumpe
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Tabelle 12: selektive Kristallisationsversuche mit 43CNA

Versuch c(IPA) c(1-PEA) c(43CNA) Ausbeute Reinheit
[mM] [mM] [mM] [Yo] [%e]
1 250 10 200 31 98
2 250 25 25 - -
3 250 25 50 37 99
4 250 25 100 63 99
5 250 25 150 80 99
6 250 25 200 75 94
7 250 25 200 81 99
8 1000 25 200 77 90
9 1000 25 200 90 89
10 0 50 200 91 >99
11 250 50 50 52 99
12 250 50 100 79 98
13 250 50 150 85 99
14 250 50 200 89 94
15%* 250 50 200 93 99
16 500 50 200 88 98
17 1000 50 200 93 88
18 1000 50 200 91 94

* Lésung fur 16 h gerihrt

Die Reaktionsbedingungen begiinstigen also diese Aufarbeitungsmethode. Abgesehen von
einer schlechten Atomeffizienz wire aber auch der Einsatz von mehr Carbonsdure ebenfalls
unproblematisch, da es lediglich der Isolierung des Produkts dient und keinen Einfluss auf die
Reaktion hat. Es ist trotzdem giinstiger einen Uberschuss IPA einzusetzen, da dadurch die
Reinheit des gefillten Produkts verbessert wird, zumindest bis zu einem gewissen Grad. Der
gleichionige Zusatz besteht dieses Mal aus den IPA-Kationen (iPrNH3"), welche das
Produktamin und die Séure aus der Losung verdringen, zu erkennen an der Reinheit >98% bei
vielen Versuchen. Ab Konzentrationen iiber 500 mM IPA nimmt die Reinheit aber wieder ab,
da der Exzess so groB ist, dass auch IPA-Salz ausfillt. Eine bessere Methode die Ausbeute und
Reinheit zu steigern, ist durch eine Verldngerung der Reaktionszeit. Im Versuch 15 der Tabelle
12 wurde nach der Zugabe der Carbonséure die Losung nicht nur 30 min geriihrt, sondern fiir
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insgesamt 16 h. Das Gleichgewicht hatte mehr Zeit sich einzustellen, was sich in einer hheren
Ausbeute (93%) und Reinheit (99%) widerspiegelt.

Im Vergleich der beiden Carbonséuren sind die Ausbeuten mit 43CNA grofer als mit 25CNA,
was aber nicht verwundert, denn die Loslichkeit von 2a-43CNA (21,7 mmol/L) ist um mehr als
50% kleiner als bei 2a-25CNA. Beziiglich der Reinheit des isolierten Salzes gibt es keine
deutlichen Unterschiede zwischen den beiden Carbonsduren, denn in beiden Systemen liegt die
Reinheit zwischen 94% und 98%. Im Durchschnitt findet sich bei 43CNA ein hdherer
Reinheitsgrad, das liegt aber wie bereits besprochen an den unterschiedlichen gleichionigen
Zusidtzen in beiden Systemen, insofern kann diese Eigenschaft nur bedingt diskutiert werden.
Eine Moglichkeit das Reaktionssystem zu manipulieren und gezielt die Kristallisation einer
Komponente auszulosen, ist die Zugabe eines Impfkristalls kurz vorm Einsetzen der
Kristallisation (Abbildung 15 oben). Die Zugabe der Sdure wird kurz unterbrochen und ein
Kristall des gewiinschten Produktsalzes hinzugegeben. Der optimale Zeitpunkt fiir die Zugabe
ist, wenn die Losung bereits mit dem Produktsalz libersittigt ist, aber die Kristallisation noch
nicht einsetzt. Dieser Bereich, in dem sich das System befindet, wird metastabile Breite
genannt. Eine wirkliche Erhdhung der Ausbeute wird auf diese Weise aber nicht erreicht, da
das Loslichkeitsprodukt der Losung durch den Impfkristall unbeeinflusst bleibt (Tabelle 13 und
14). In diesem Zusammenhang wird auch der Einfluss der Flussrate, mit der die Séure
hinzugefiigt wird, wuntersucht. Ein langsameres Hinzufiigen verhindert, dass die
Sdurekonzentration an der Eintropfstelle in der Reaktionslosung, kurzzeitig zu hoch wird und
ebenfalls Isopropylamin ausfillt. Zudem gewdhrleistet eine langsamere Zugabe eine
gleichméBigere Verteilung.

Jedoch hat auch das Verringern der Flussrate von 0,75 mL/min auf 0,1 mL/min keinen
nennenswerten Effekt auf das Ergebnis der Kristallisation. In der Tabelle 13 kann man sehen,
dass die Ausbeuten und Reinheit bei fast allen Versuchen gleich sind. Auf dem ersten Blick
scheint sich eine geringere Zugabegeschwindigkeit positiv auf die Reinheit auszuwirken, aber
eine langsamere Zugabe bedeutet auch mehr Zeit fiir das System die Gleichgewichtslage zu
erreichen. Um das zu {iiberpriifen wird ein Versuch bei der urspriinglichen Flussrate von
0.75 mL/min durchgefiihrt, aber der Ansatz so lange geriihrt wie bei einer Zugabe mit
0,1 mL/min und wie erwartet steigt die Reinheit auf den gleichen Wert. Um effektiv die
Ausbeute und Reinheit zu erhohen, muss das optimale Konzentrationsverhiltnis aller an der
Kristallisation beteiligten Komponenten gefunden und dem System ausreichend Zeit zum

Erreichen des Gleichgewichtzustands gegeben werden.
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Tabelle 13: selektive Kristallisationsversuche mit 25CNA und Impfkristall

Versuch c¢(iPrNH2) c¢(1-PEA) ¢(25CNA) Ausbeute Reinheit
[mM] [mM] [mM] [Yo] [Yo]
1 250 50 200 36 98
2 250 50 200 40 97
3 250 50 200 44 97
4 250 50 200 39 96
5 500 50 200 38 97
6 500 50 200 37 96
7 1000 50 200 38 94

Tabelle 14: selektive Kristallisationsversuche mit 43CNA und Impfkristall

Versuch c(IPA) c¢(1-PEA) c(43CNA) Ausbeute Reinheit
[mM] [mM] [mM] [Yo] [%e]

1 250 50 200 86 99

2 250 50 200 86 99

3 250 50 200 87 98

4 250 50 200 87 99

Tabelle 15: selektive Kristallisationsversuche mit 43CNA und verschiedenen Flussraten

Versuch c¢(IPA) ¢(1-PEA) ¢(43CNA) Flussrate Ausbeute Reinheit

[mM] [mM] [mM] [mL/min] [%] [%]
1 250 50 200 0.1 88 98
2 250 50 200 0.25 89 98
3 250 50 200 0.75 89 94
4 250 50 200 0.75 *93 *99

* Lésung fir 16 h gerlhrt

Bisher wurden nur Benzoesdure Derivate flir den Einsatz zur selektiven Kristallisation
betrachtet. In den Screenings und Vortests zeigten aber auch zwei Benzylbenzen-basierte
Carbonsduren, die Diphenylessigsdure (DPAA) und 3,3-Diphenylpropionsdure (3DPPA),
Potential. Besonders das Salz aus DPAA und dem Produktamin (S)-1-PEA wies in den Vortests
eine geringe Loslichkeit (12 mmol/L) auf, wurde aber zunichst nicht weiter beachtet, da die
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Loslichkeit des Isopropylaminsalzes im Vergleich zu den beiden Benzoesdurederivaten sehr
gering war. Uberraschenderweise konnen mit DPAA die besten Ergebnisse in der
Modellreaktion erzielt werden. Ausbeuten von >99% werden weder mit 43CNA noch 25CNA
erreicht (Tabelle 14). Die Bedenken aufgrund der geringen Loslichkeit des IPA-DPAA-Salzes
(154 mmol/L) konne das Produkt nicht selektiv genug kristallisiert werden, scheinen
unbegriindet, denn mit einer Reinheit von 97% befindet sich der Wert im gleichen Bereich wie

mit 25CNA.

Tabelle 16: selektive Kristallisationsversuche bei verschiedenen Flussraten

Sdure c(IPA) c¢(1-PEA) ¢(Séure) Ausbeute Reinheit
[mM] [mM] [mM] [%o] [%e]
25CNA 250 50 200 36 97
43CNA 250 50 200 86 99
DPAA 250 50 200 >99 97
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Abbildung 15: oben: einsetzende Kristallisation; unten: vollstdndige Fallung
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5.3.3 ISPC mit 3,3-Diphenylpropionsdure

Die oben gezeigten Ergebnisse fokussieren sich ausschlieBlich auf die Aufarbeitung der Amine
aus den jeweiligen Reaktionsmischungen. Die gezeigten hohen Ausbeuten in Verbindung mit
der ebenso hohen Selektivitdt ermoglichen auch den Einsatz wihrend der Reaktion, als in situ
Produkt Kristallisation (ISPC). Durch das Ausfillen auch geringer Konzentrationen an Amin,
wird das chemische Gleichgewicht auf die Seite der Produkte verschoben und gleichzeitig die
Aminmischung aufgearbeitet. Der technische Aufwand ist zudem sehr gering, da die
Carbonsdure lediglich der Reaktionslésung hinzugefiigt wird. Die Untersuchung der
Auswirkung der Sdure auf die Enzymaktivitdt kann aber nicht mit dem Standardassay erfolgen,
da die Benzyl-Gruppe der Sduren im UV/VIS Spektrum ebenfalls bei 245 nm absorbiert.
Deswegen werden die Umsétze von Acetophenon zu (S/R)-1-Phenylethylamin mit und ohne
Zusatz der Sdure gemessen und verglichen (Abb. 16).Getestet werden 7 verschieden (R)- und
(S)-selektive Transaminasen (Aspergillus fumigates (AfATA), Gibberella zeae (GzATA),
Neosartorya fischeri (NfATA), Aspergillus oryzae (AoATA), Aspergillus terreus (AtATA),
Mycobacterium vanbaalenii (MyATA) und Silicibacter pomeroyi (SpATA)). Die Benzoesdure
Derivate 25CNA und 43CNA inhibieren den Umsatz mit fast allen Enzymen vollstindig.
Lediglich die (R)-selektive MyATA zeigt Toleranzen gegeniiber den Carbonsduren, die zwar
fiir das Downstream-processing eingesetzt werden konnen, aber fiir die ISPC ungeeignet sind.
Auch die Benzylbenzen-basierte Sdure DPAA wirkt inhibierend auf 5 der 7 Biokatalysatoren,
allerdings fiihrt der Zusatz bei MyATA und SpATA nur zu einer geringen Absenkung des
Umsatzes. Die strukturell dhnliche 3,3-Diphenylpropionsidure (3DPPA) hingegen hat keinen
Einfluss auf das Enzym SpATA und wird deshalb fiir die ISPC eingesetzt. Bedingt wird das
u.a. durch die geringe Loslichkeit der Sdure im Puffersystem mit < 25 mmol/L, wodurch der
grofite Anteil als Feststoff im Reaktionssystem verbleibt. Interessanterweise bildet 3DPPA mit
dem Produktamin (S)-1-MeOPEA auch das Salz mit der geringsten Loslichkeit (9,5 mmol/L),
eine Eigenschaft die perfekt in das Konzept der ISPC passt. Zwar ist die Loslichkeit des
korrespondierenden IPA-Salzes (Donoramin) mit 42,4 mmol/L von allen getesteten Sduren am
geringsten, aber die Ergebnisse aus Kapitel 5.3.2 haben gezeigt, dass dies kein
Ausschlusskriterium fiir eine selektive Kristallisation ist. Zur Sicherstellung einer vollstindigen
Kristallisation, wurde 3DPPA im leichten Uberschuss von 1.25 eq eingesetzt. Der positive
Effekt von 3DPPA auf den Umsatz ist deutlich sichtbar anhand der Steigerung des Umsatzes
aufiiber 60%, wihrend ohne Zusatz nur 20-25% erzielt werden (Abb. 17 unten). Eine Erh6hung
des Umsatzes ist auch bei hoheren Substratkonzentrationen zu erkennen (Abb. 17 oben) und

erst ab Substratkonzentrationen groBer als 100 mM sank der Umsatz, wobei hier eher die
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tatsdchliche Produktkonzentration betrachtet werden sollte anstatt des prozentualen Umsatzes
Tab. 17).
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Abbildung 16: Umsatze mit ISPC; oben: bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen (griin: 20 mM,
blau: 50 mM, rot: 100 mM); unten: ohne ISPC (weil3) und mit ISPC (grau).
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Auftillig ist jedoch, dass die Umsétze bei kleineren Konzentrationen von 20 mM geringer sind

als mit einem einfachen Uberschuss an Donoramin. Damit wurde der Gleichgewichtsumsatz

von 72 % bereits nach 8 h erreicht, wohingegen sich mit 3DPPA dieser erst nach 24 h einstellt

und auch noch geringer ist (zwischen 55-60%).

Tabelle 17: Umsatze der Reaktion von 3-Methoxyacetophenon zu (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin

mit 3DPPA
¢(Substrat) ¢(Séure) Umsatz ¢(Produkt)
[mM] [mM] [Yo] [mM]
20 75 60 11,9
56 11,1
55 10,9
*70 13,9
50 125 62 31,2
62 30,8
*74 37,1
*73 36,6
*74 36,8
100 125 61 61,4
43 43,1
41 41,2
*71 71,1
*75 74,6
200 220 *33 66,2
"19 38,8
20 39,4
300 320 *23 70,2
6 18,0
6 17,7

* Reaktionszeit 7 d; T isolierte Ausbeute

Erst nach einer Reaktionszeit von 7 Tagen konnen dhnliche Umsétze (70%) erzielt werden. Fiir

die geringeren Umsétze nach 2 Tagen gibt es zwei Ursachen. Zum einen wird eine geringere

Donorkonzentration (250 mM) eingesetzt, da die Gleichgewichtsverschiebung durch die ISPC
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erfolgen soll und um das Auskristallisieren von IPA zu verhindern. Damit die Kristallisation
einsetzten kann, miissen mindestens 9,5 mmol (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin in der
Losung vorliegen, was bei 20 mmol Substrat einem Umsatz von fast 50% entspricht. Da bei der
ISPC die Isopropylaminkonzentration aber nur bei 250 mM liegt (ohne ISPC bei 1 M), sind die
niedrigeren Umsitze nach 24 h zu erklaren.

Zum anderen ist das Losen der 3,3-Diphenylpropionsdure der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt. Theoretisch ist die Sdurekonzentration die ganze Zeit konstant bei 25 mmo/L, was
ausreicht, um die Kristallisation auszulosen, aber aus der Préparation der Sdurelosungen ist
bekannt, dass das Nachldsen fester 3DPPA nicht sofort erfolgt und somit die Konzentration
nicht durchgehend hoch genug ist, um Salz zu bilden.

Wihrend bei geringen Substratkonzentrationen der Einsatz eines Uberschusses an Donoramin
geeigneter ist, um die Lage des chemischen Gleichgewichts zu beeinflussen, wird der Effekt
der ISPC bei Konzentrationen ab 50 mmol/L deutlich. Von 50 mM Substrat werden nach 24 h
bereits 62% umgesetzt, was 31 mM (5)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin entspricht. Ohne ISPC
aber mit einem Uberschuss IPA sind es nur 25,4 mM. Beim Umsatz von 100 mM 3-
Methoxyacetophenon kann der Umsatz durch ISPC sogar fast verdreifacht werden, von 23%
ohne ISPC auf 61% (Abb. 16 unten).

Wie bereits erwéhnt ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt das Losen der Siure und
durch eine Verldngerung der Reaktionszeit auf 7 Tage kann der Umsatz noch auf 73% gesteigert
werden, was dem Gleichgewichtsumsatz entspricht (Abb. 17). Dies gilt sowohl fiir die
Versuche mit 50 mmol/L Substrat, als auch fiir die mit 100 mmol/L. Das heil3t, unter gleichen
Bedingungen (mit Ausnahme der Eduktkonzentration) kann die Produktmenge problemlos
verdoppelt werden. Eine weitere Steigerung ist unter den gegebenen Bedingungen allerdings
nicht moglich, denn auch mit 200 oder 300 mM 3-Methoxyacetophenon werden nach 7 Tagen
nur ca. 70 mM Produkt erhalten. Fiir eine weitere Steigerung wire entweder mehr Enzym
notwendig, um in gleicher Zeit mehr Edukt umzusetzen oder dem System muss mehr Zeit
gegeben werden, um mehr Umsatz zu generieren. Interessanterweise scheint die
Donorkonzentration, dabei keine Rolle mehr zu spielen. In allen Tests blieb die IPA-
Konzentration unverdndert bei 250 mmol/L, d.h. durch die Steigerung der
Substratkonzentration wurde ebenfalls das Verhiltnis Donor/Akzeptor von einem 2,5-fachen
Uberschuss (250/100) auf ein beinahe #iquimolares Verhiltnis (250/200) und schlieBlich sogar
einen Mangel (250/300) reduziert. Dass trotzdem nach 7 Tagen bei allen Versuchen der gleiche
Umsatz erzielt werden konnte, wies nur erneut auf das Losen der Saure als

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt. Zur Optimierung der Reaktionszeit miissen mehr
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Carbonsdure-Anionen in Losung sein, d.h. die Loslichkeit der Sdure muss gesteigert werden.
Eine kontinuierliche Zugabe bereits geloster Sdure, wie in den Versuchen aus Kapitel 5.3.2
scheidet aus, weil dadurch das Gesamtvolumen steigt und damit mehr Salz in Losung bleibt.
Aus den Féllungsversuchen ist bekannt, dass 3DPPA mit IPA ein Salz bildet, welches eine
Loslichkeit von 42,4 mmol/L aufweist, die damit 5,6-mal hoher ist als reines 3DPPA in dest.
Wasser (7,5 mmol/L). Durch die Salzbildung mit dem Donor ist es folglich moglich, mehr
geloste Sdure in das System zu bringen. Dieser Ansatz steht zunéchst kontrir zu den
Anforderungen an die Carbonsduren vor dem ersten Screening, denn da wurden Sduren gesucht,
welche moglichst kein Salz mit dem Donor bilden. Die Experimente haben aber gezeigt, dass
selbst geringe Loslichkeiten des Donorsalzes eine selektive Kristallisation des Produkts
zulassen. Neben der gesteigerten Anionen-Konzentration bringt der Einsatz eines [PA-3DPPA-
Salzes auch den prédparativen Vorteil, den pH-Wert der Reaktionsldsung nicht nachjustieren zu
miissen, da sowohl das Kation als auch das Anion in der Reaktion verbraucht werden.

Die erhoffte Verkiirzung der Reaktionszeit kann aus Abbildung 18 abgelesen werden. Statt nach

7 Tagen wurde der Gleichgewichtsumsatz von ca. 71% nun schon nach 3 Tagen erreicht.
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Abbildung 17: Vergleich der Zeitverlaufe des Umsatzes von 3-Methoxyacetophenons mit der reinen
Saure und dem Donorsalz; schwarz: 3DPPA, rot: 3DPPA-IPA-Salz
3-Methoxyacetophen (100 mM), IPA (250 mM); PLP (2 mM); NaP pH =7,5;t=24 h; T = 30°C

Die wichtigste Erkenntnis aus den vorangegangenen Versuchen ist, dass ein Uberschuss an
Donoramin nicht zwingend notwendig ist. Die Umsétze aus der Tabelle 18 zeigen deutlich, dass

mit einem 2,5-fachen Uberschuss IPA genauso viel Produkt (71,5 mmol/L) erhalten wird wie
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mit einem dquimolaren Zusatz (Abb. 18). Das heif3t, durch den Einsatz der ISPC reicht eine
dquimolare Zugabe an Donoramin, um den gleichen Umsatz zu erhalten wie durch das
Verwenden des Donors im Uberschuss. Gleichzeitig wird durch das Ausféllen das Produkt von
der Reaktionslosung getrennt und vereinfacht die Aufarbeitung. Die selektive Kristallisation ist
also nicht nur eine effektive Methode fiir die Aufarbeitung einer Aminmischung, sondern kann
auch als Konzept der ISPR eingesetzt werden.

Um die Grenzen des Konzepts zu testen, wird abschlieBend génzlich auf die Zugabe von IPA
als Donor verzichtet und nur das Donorsalz eingesetzt. Effektiv stehen damit nur 42,4 mmol
Isopropylamin durchgehend zur Verfiigung (Rest verbleibt als Feststoff). Trotz dieses
deutlichen Mangels werden nach 3 Tagen 51% des Substrats umgesetzt (Abb. 18). Mit der
ISPC-Methode ist folglich ein Uberschuss an Donoramin nicht mehr zwingend erforderlich.
Das Ausfillen des Produktamins durch die Carbonséure hat einen stirkeren Effekt auf die Lage
des chemischen Gleichgewichts als die iiberschiissige Donorkonzentration. Es muss lediglich
so viel Produkt entstehen, dass die Loslichkeitsgrenze des entsprechenden Salzes tiberschritten
wird und die Kristallisation einsetzt.

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig das Potential der selektiven Kristallisation, sowohl nach als
auch wihrend der Reaktion. Im Vergleich zum Einsatz des Donoriiberschusses, kann 3-mal so
viel (S)-1-(Methoxyphenyl)ethylamin synthetisiert werden und gleichzeitig sinkt die dafiir
notwendige Menge an IPA, wodurch weniger Abfall entsteht. Ebenfalls verbessert wird
Aufarbeitung des Produkts, da das Salz einfach durch Filtration aus der Reaktionslosung

entfernt wird.

Tabelle 18: Umsatze der Reaktion von 3-Methoxyacetophenon zu (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin
mit 3DPPA und verringerter IPA Konzentration

c(IPA) c(Substrat) c¢(3DPPA-IPA  Umsatz c¢(Produkt)
[mM] [mM] Salz) [mM] [%] [mM]

250 100 125 71 71,4

100 100 125 72 71,5

0 100 125 51 51,0
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Abbildung 18: Vergleich der Umséatze von 3-Methoxyacetophenon mit ISPC und Uberschuss an
Donoramin

Umsatz %

schwarz: nur Salz ohne Donor, rot: Salz und 100 mM IPA, blau: Salz und 250 mM IPA, griin: 250 mM
IPA, lila: 500 mM IPA, gelb: 1 M IPA
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es fiir die beiden m-Transaminase katalysierten Reaktionen von
(R)-1-(3-Pyridyl)ethylamin und (S5)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin den geeignetsten
Amindonor, sowie das ideale Verhdltnis von Amindonor zu Aminakzeptor zu finden.
AnschlieBend soll der Reaktionsmaf3stab erhoht und das Produkt isoliert werden.

Der erste Teil dieser Dissertation widmet sich der Synthese des (R)-1-(3-Pyridyl)ethylamins. 1-
Phenylethylamin wird schnell als bester Donor identifiziert und es werden Umsétze bis zu
>99,9% erreicht. Dabei kann die Substratkonzentration sukzessive auf 100 mM gesteigert
werden, ohne dass der Umsatz abnimmt oder es zur Inhibierung des Enzyms kommt. Eine
Erh6éhung der Donorkonzentration auf tiber 500 mM ist hingegen nicht moglich, da sich das
Amin nicht mehr vollstdndig mit dem Reaktionmedium mischt und ebenfalls eine Inhibierung
des Enzyms beobachtet wird. Ohne Probleme hingegen erfolgt die VergroBerung des
Reaktionsansatzes auf 100 mL. Die eigentliche Schwierigkeit zeigt sich bei der
Produktisolierung. Weder mit der Extraktion noch der Destillation gelingt es, das Produkt
sauber zu isolieren, aber durch eine chromatografische Trennung gelingt es das Produkt (R)-
1PyEA zu erhalten.

Die Ergebnisse bei der Synthese von (R)-1-(3-Pyridyl)ethylamin zeigen, dass bei dem
gewihlten System nicht die Verschiebung der Gleichgewichtslage das grofite Problem darstellt,
sondern die saubere Trennung von Produktamin vom Donoramin, da beide Amine chemisch
sehr dhnlich sind. Deswegen wurde ein Konzept entwickelt, mit dem das Produkt gezielt aus
der Reaktionslosung isoliert werden kann. Es werden 79 verschiedene organische Carbonsduren
und 13 mogliche Produkt- und Donoramine auf ihr Fallungsverhalten getestet. Davon werden
verschiedene Chlor-Nitro-substituierte Benzoesdurederivate und zwei Benzylbenzen basierte
Sduren ausgewdhlt und die entsprechenden Salze dieser Sduren mit dem 1-Phenylethylamin
und Isopropylamin hergestellt und charakterisiert, sowie die Anwendbarkeit der Carbonséuren
zur Trennung von Aminen getestet. Durch den Zusatz von 2-Chlor-5-Nitro-Benzoesédure kann
das Produktamin gezielt und mit einer Reinheit von > 94% aus der Losung kristallisiert werden.
Mit 4-Chlor-3-Nitro-Benzoesdure gelingt dies sogar mit einer hdheren Reinheit von > 98%. Die
Menge an ausgefdlltem Produkt ist dabei stark vom Verhiltnis zwischen Donoramin,
Produktamin und Sdure abhéngig wobei das ideale Verhéltnis bei 5:1:4 zu liegen scheint. Auf
diese Weise konnen 86% des Produkts aus der Losung ausgefillt werden. Eine weitere
Erkenntnis ist, dass die Ausbeuten durch ldngere Reaktionszeiten gesteigert werden konnen,
was die Vermutung zuldsst, dass das Losen der Sdure der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
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ist. Zur Steigerung der Loslichkeit wird das Salz aus Donoramin und Carbonsdure gebildet.
Damit wird auch sichergestellt, dass die Konzentration aus Saure und Donor immer konstant in
der Reaktionslosung vorliegt.

Der Zusatz einer Carbonsdure zur Aufarbeitung wird beispielhaft an der biokatalytischen
Synthese von (S)-1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin angewandt. Durch die Zugabe von 3,3-
Diphenylpropionsdure (3-DPPA) kann der Umsatz im Vergleich zur Reaktion ohne
Saurezugabe um das 3-fache gesteigert werden. Das primére Ziel ist zwar die Aufarbeitung und
Abtrennung des Produkts, durch das in situ Ausfillen wird jedoch zusitzlich die Lage des
chemischen Gleichgewichts beeinflusst. Zwar verldngerte sich die Reaktionszeit auf 7 Tage,
jedoch kann dies durch die Verwendung des IPA-Salzes auf 3 Tage reduziert werden. Auf diese
Weise gelang es auch den Umsatz bei Substratkonzentrationen von 100 mM auf 71% zu
steigern. Der Effekt auf die Gleichgewichtslage ist sogar so grof3, dass mit einer d&quimolaren
Menge Donoramin der gleiche Umsatz erzielt wird wie mit einem 2,5-fachen Uberschuss ohne
Zugabe der Carbonsdure. Die Carbonsdure kann also auf verschiedene Art eingesetzt werden.
Entweder nach der Reaktion um eine Mischung als chemisch &hnlichen Komponenten
aufzuarbeiten oder in situ um entstehendes Produkt sofort aus der Losung zu entfernen und
somit zusdtzlich das chemische Gleichgewicht auf die Seite der Produkte zu verschieben.
Dieses Konzept des in situ Einsatzes wurde in nachfolgenden Arbeiten genauer untersucht. Als
Substrat dienten 6 Aceton-Derivate und 5 nicht aromatische Substrate. In allen Féllen konnte
durch den Einsatz der ISPC der Umsatz um das 2- bis 8-fache gesteigert werden. Dieses
Verfahren steigert ebenfalls die Atomeffizienz, da die zuriickbleibende Mutterlsung, in der
immer noch ein Uberschuss an Donoramin (Isopropylamin) vorliegt, wiederverwendet werden
kann. Fir die Isolierung des eigentlichen Produkts, wird das Produktsalz ein einer basischen,
wissrigen Losung gelost und anschlieBend mit Ether (z.B. MTBE) extrahiert. Durch
verdampfen des organischen Losungsmittel kann das anschlielend isoliert werden oder es wird
als Hydrochlorid gefillt, in dem HCI zur Etherldsung hinzugegeben wird.”?

Fir den Umsatz von 3-Methoxyacetophenon konnte das Konzept technisch in einem
halbautomatischen, kontinuierlichen Prozess umgesetzt werden.”® In einem Aufbau aus 3
GefidBen werden die Losungen aus Substrat und Donor in einem Reaktor durch eine Membran
von der Losung, welche den Biokatalysator enthilt, getrennt. Das entstehende Produkt (S)-1-
(3-Methoxphenyl)ethylamin kann durch die Membran diffundieren und ausfallen, wéhrend das
Enzym zuriickgehalten wird. Uber Pumpen wird aus einem 2. GefiB kontinuierlich eine
gesittigte Losung aus Donoramin und Fillungsreagenz zur Verfiigung gestellt. Das entstehende

Produkt wiederum wird in ein 3. Gefdl gefiihrt, wo es bei konstanten Bedingungen ausfillen
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kann.”* Durch das kontinuierliche Nachlegen an Donor und Fillungsreagenz, sowie das
Abfiihren des Produkts sind die Konzentrationen in der Losung fast durchgehend konstant. Auf
diese Weise konnte 1 g Produkt hergestellt werden. Da durch den Prozessaufbau alle
Konzentrationen mehr oder weniger konstant sind, sollte die Produktivitdt hauptsédchlich von
der eingesetzten Menge an Biokatalysator abhédngig sein. Der Einfluss groBerer Mengen
Katalysators wurde ebenfalls untersucht.”* Es stellte sich jedoch heraus, dass auch eine
Verdoppelung der Enzymmenge keinen wesentlichen Einfluss auf den Umsatz hat. Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist also nicht die katalytische Synthese, wodurch die
Produktivitit des Prozess eingeschrinkt wird.”* Als mégliche einflussnehmende Faktoren
wurde das Nachlosen des Donorsalzes bzw. des Subtrats, das Akkumulieren von Aceton, die
Kristallbildung des Produktsalzes, sowie die mogliche Inhibierung durch den Cofaktor PLP
betrachtet. Die Ergebnisse zeigten, dass keiner dieser Faktoren einen groBen Einfluss auf die
Reaktion hat und der Prozess, sobald einmal eingestellt, stabil lduft.** Beim Planen eines
solchen Prozess spielen 6konomische Fragen, wie die verfligbare Reaktionszeit und die Kosten

fiir den Biokatalysator eine Rolle.
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8 Anhang

Tabelle 19: getestete Sauren

Saure Abkiirzung Strukturformel
Formic acid FCC j\
H OH
Acetic acid ACC i
OH
Propionic acid PPA 0
\)‘\OH
Butyric acid BCA 0
/\)‘\OH
Valeric acid VCA 0
\/\)‘\OH
Hexanoic acid HXCA 0
/\/\)‘\OH
Heptanoic acid HA \/\/\)CL
OH
Caprylic acid CCA /\/\/\)‘L
OH
Nonanoic acid nNA \/\/\/\i
OH
Decanoic acid DCC /\/\/\/\i
OH
Oxalic acid OA HO\HCL
OH
(0]
Malonic acid MA M
HO OH
Succinic acid SCCA o 2?
OH
(0}
Glutaric acid GA w
HO OH
Adipic acid APS 2
HO.
\’c‘)/\/\)‘\g
Pimelic acid PIA j\/\/\i
HO OH
Suberic acid SBCA HO\"/\/\/\)?\
OH
0
Azelaic acid AA w
HO OH
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Sebacic acid

Trimethylpyruvic acid

Glycolic acid
Tiglic acid
Itaconic acid

Fumaric acid
L-Malic acid

L-(—)-Tartaric acid

D-(—)-Tartaric acid

Dibenzoyl-D-tartaric acid

Cyclohexanecarboxylic acid

D-(—)-Quinic acid

Benzoic acid

Salicylic acid

Acetylsalicylic acid

4-Hydroxybenzoic acid

SCA

TMPA

GCA
TG
IS

FA
LMA

LTA

DTA

DBDT

CHCA

DQA

BZA

SA

ASA

4HBA

OH
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3,5-Dihydroxybenzoic acid

2,5-Dihydroxybenzoic acid

Vanillic acid

Isovanillic acid

4-Hydroxy-3-nitrobenzoic acid

3-Nitrobenzoic acid

2-Chloro-4-nitrobenzoic acid

2-Chloro-5-nitrobenzoic acid

3-Chloro-2-nitrobenzoic acid

4-Chloro-2-nitrobenzoic acid

4-Chloro-3-nitrobenzoic acid

3,4-Dinitrobenzoic acid

35HBA

25DHBA

VA

IVA

43HNBA

3NA

24CNA

25CNA

32CNA

42CNA

43CNA

34NA

Q
(@]
o
I

(@] z
- o
N

(@]
o
o
I

NO,

Q
§>OQ—<\>—
o
= I

Oz

o 0
o
(@]
I

NO,
NO,
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4-Chloro-3,5-dinitrobenzoic

acid

3,5-Dinitro-o-toluic acid

2,6-Difluorobenzoic acid

2-Chlorobenzoic acid

3,4-Dichloro-benzoic acid

(R)-Mandelic acid

(S)-Mandelic acid

R-(-)-2-Chloro-mandelic acid

Phenylacetic acid

Phenylmalonic acid

Phthalic acid

Terephthalic acid

1,2,4,5-Benzene-

tetracarboxylic acid

Caffeic acid

Ferulic acid

435CNBA

35DNOT

26FBA

2CA

34CA

RMA

SMA

CMA

PAA

PMA

PA

TPA

BTA

CA

FCA

COOH

29

o

N NO,

C
COOH

©)

@) i:z
o
o
T
z

2N Oz

-
< ?—O
o
o
o T
W

o]
(o]
o
I

s

COOH

Ol
T

COOH

b

o
o O
I I

@)
o]
o]
T

COOH

?
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3,4-Dihydroxyhydrocinnamic

acid

1-Phenylcyclo-

pentancarboxylic acid
4-Biphenyl-carboxylic acid

Diphenylacetic acid

2,2-Diphenyl-propionic acid

Benzilic acid

3,3-Diphenyl-propionic acid

3,3,3-Triphenyl-propionic acid

Isonicotinic acid

Nicotinic acid

Picolinic acid

2-Hydroxynicotinic acid

2-Furoic acid

3-Furoic acid

34HHCAA

PCPA

BPA

DPAA

2DPPA

BA

3DPPA

TPPA

INA

NCC

PCC

2HNA

2FCA

3FCA

COOH

:

o
T

o}
o
I

0%

COOH

5

Q
o
o
I

IO

o}

O
o
o
I

0
@]
o
I

)

COOH

o%o

O
o
I

A/

o

A/ A/

OH

(e]

COOH

/

z
\

o

I

A

o
T

oy o
© 5

o

I
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2,5-Furandicarboxylic acid

5-Phenyl-2-furoic acid

2-Thiophene-carboxylic acid

25FDCA o0c /QCOOH
(0]

2TPCA /7
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