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Die Miniaturisierung chemischer Prozesse in so genannten
Chip-Laboratorien gewinnt in ganz unterschiedlichen Diszi-
plinen der Chemie immer mehr an Bedeutung. Neben den
Vorteilen der potenziellen Portabilitédt, des geringeren Res-
sourcenverbrauchs und erhohter Sicherheit kénnen in mikro-
fluidischen Systemen vor allem deutlich hohere Prozessge-
schwindigkeiten erzielt werden.!! Mikrofluidische Systeme
werden nicht nur in der analytischen Chemie, sondern zu-
nehmend auch in der anorganischen und organischen Syn-
thesechemie untersucht, wobei neben Chip-Systemen!? auch
kapillarbasierte Durchflussreaktoren® erfolgreich eingesetzt
wurden. Wihrend in vielen Arbeiten eindrucksvoll gezeigt
werden konnte, dass mannigfaltige Reaktionen in mikroflu-
idischen Chipsystemen moglich sind,*! wird die notwendige
chemische Analytik in der Regel extern mit klassischen ma-
kroskopischen Analysengerdten durchgefithrt. Das grof3e
Potenzial von Chip-Laboratorien besteht jedoch gerade in der
Moglichkeit, unterschiedliche Funktionalitdten eines Che-
mielabors — von der Synthese bis zur Analytik — in einem
einzigen funktionellen Substrat zu vereinen. In Analogie zum
Erfolg der Mikroelektronik sollte es damit gelingen, inte-
grierte chemische Schaltkreise® als neue Hilfsmittel z. B. zum
Katalysator-Screening!® oder zur Online-Uberwachung von
Bioprozessen zu entwickeln.!

Ein solcher integrierter Synthese- und Analyse-Chip
wurde von uns zur Untersuchung der enantioselektiven en-
zymatischen Epoxidspaltung entwickelt.’! Mit diesem Ansatz
konnten wir erfolgreich die Kombination von Biokatalyse
und Analyse auf einem Chip prisentieren, jedoch war er auf
wissrige Losungsmittel und nativ fluoreszierende Molekiile
begrenzt.”

Das Ziel der Weiterentwicklung des Chip-Systems war
daher die Eroffnung breiterer Anwendungsmdéglichkeiten in
der Synthesechemie, insbesondere der Einsatz nichtwéssriger
Reaktionsmedien. Zudem erschien die Realisierung eines
leistungsfdhigeren Detektionsverfahrens durch die Kopplung
zur Massenspektrometrie als besonders attraktiv,'” da hier
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zusétzlich Strukturinformationen zur Identifizierung der
Substanzen erhalten werden konnen.

Als spannendes Anwendungsfeld haben wir uns fiir die
Organokatalyse entschieden, welche sich in den letzten
Jahren zu einem der innovativsten Forschungsgebiete in der
organischen Synthesechemie entwickelt hat.'!! Kiirzlich
wurde ein erster miniaturisierter Ansatz zur Organokatalyse
in einem Chip mit Durchflussreaktor von Odedra und See-
berger beschrieben,'”! wobei die Reaktionsprodukte aufge-
fangen und extern mithilfe von klassischer HPLC vermessen
wurden.

Hier stellen wir nun die unseres Wissens erste asymme-
trische organokatalytische Reaktion auf einem funktionalen
Chip mit integrierter Analytik vor. Als Modellreaktion haben
wir die von uns 2008 entwickelte enantioselektive vinyloge
Mannich-Reaktion in Gegenwart von chiralen Phosphorsiu-
ren gewihlt.¥! Die Verwendung des alkoholischen Losungs-
mittelgemisches sowie die nichtfluoreszierenden Produkte
stellten uns hierbei vor besondere Herausforderungen bei der
Chip-Integration. So war es fiir eine storungsfreie elektro-
phoretische Auftrennung der Produkte im waissrigen Elek-
trolyten notwendig, das alkoholische Reaktionsmedium auf
dem Chip anzupassen.

Hierzu haben wir einen neuen mikrofluidischen Chip
entwickelt, der folgende Funktionen enthilt: eine Reakti-
onsstruktur fiir die organische Synthese, eine Struktur zur
wiassrigen Verdiinnung der Reaktionsmischung, eine Kreuz-
struktur zur Injektion und einen Kanal fiir die elektropho-
retische Trennung. Am Ende des Trennkanals beinhaltet das
Chip-Layout zudem einen integrierten Nanoelektrospray-
Emitter mit ,,Makeup-flow“-Kanélen fiir die totvolumenfreie
Kopplung zur Massenspektrometrie.!"! Eine schematische
Darstellung des verwendeten Mikrochips mit 50 um breiten
Kanilen ist zusammen mit dem Photo eines entsprechenden
Glaschips in Abbildung 1 dargestellt.

Eine Reaktion mit anschlieBender Analytik auf dem Chip
wurde wie folgt durchgefiihrt: Zunichst wurde die Reakti-
onsstruktur mit dem alkoholischen Losungsmittelgemisch fiir
die Synthese und nachfolgend die restliche Struktur mit
einem wissrigen Elektrolyten fiir die Elektrophorese gefiillt.
Danach wurden jeweils 8 uL. der Reaktanten in den ent-
sprechenden Mikrovertiefungen vorgelegt, und durch Anle-
gen von Druck und Spannung erfolgte die Reaktion in der
Mischstruktur. Die organische Reaktionsphase wurde danach
in einem weiteren Serpentinenmischer mit dem Trennelek-
trolyten bestehend aus 0.1 Vol.-% Essigsdure und 25% Me-
thanol (v/v) verdiinnt. AnschlieBend wurde ein Teil der nun
wissrig-alkoholischen Reaktionsmischung durch elektroki-
netische Pinzetteninjektion™ in den Trennkanal iiberfiihrt.

SWILEY i

ONLINE LIBRARY

Chemie

9639


http://dx.doi.org/10.1002/ange.201102331

9640 www.angewandte.de

Zuschriften

Enantioselektive Bransted-Saure-katalysierte

| vinyloge Mannich-Reaktion
| OMe j
: N OMe

/\]/1a /L\

T B )
s o1 e
2 .

Injektion Trennung

0 . . 6.6 8.9 9
(o) o)

Abbildung 1. Schematische Darstellung des Chip-Layouts mit Reaktion,
Trennung und massenspektrometrischer Detektion nach Nanoelektro-
spray(nanoES)-lonisation.

Hier erfolgte dann die elektrophoretische Auftrennung,
bevor die Substanzen iiber die monolithisch integrierte Na-
nospraynadel in ein Massenspektrometer iiberfithrt wurden.
Eine detailliertere Darstellung der Funktionsweise und der
Parameter ist in den Hintergrundinformationen zu finden.

Mit diesem integrierten Prozess gelang die On-chip-Ka-
talyse und -Analyse wie beispielhaft in Abbildung 2 anhand
eines MS-Elektropherogrammes gezeigt ist. Die Gesamt-
dauer von Synthese und Analyse betrug bei einer Reakti-
onszeit von 3 min sowie 1.5 min fiir Trennung und MS-De-
tektion weniger als 5 min. Sowohl das Produkt 3a als auch der
Reaktant 1a konnten anhand der Massenspektren eindeutig
identifiziert werden, wobei das Imin im wassrigen Medium
sofort hydrolysiert und iiber das entsprechende primire
Amin nachgewiesen wurde.

Nachdem die Integration von On-chip-Katalyse und
-Analyse gelungen war, stellte sich uns als nédchste Heraus-
forderung die Trennung der Enantiomere des Produktes, um
so den ee-Wert der Reaktion bestimmen zu kénnen. Dies wird
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Abbildung 2. Gesamtionenelektropherogramm und extrahierte Mas-
senspuren der organokatalytischen On-chip-Reaktion.
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durch eine chiral modifizierte Chip-Elektrophorese mog-
lich.'®! In automatisierten Kapillarelektrophorese-Experi-
menten wurde hierfiir als geeigneter Selektor Hydroxypro-
pyl-y-cyclodextrin als Elektrolytzusatz gefunden. Allerdings
gestaltete sich die Ubertragung auf den Chip-MaBstab auf-
grund der kurzen Trennstrecke von 7.5 cm schwierig. Deshalb
haben wir einen zweiten Mikrochip mit einem deutlich ver-
langerten Trennkanal von 23 cm entwickelt, der eine Tren-
nung der Enantiomere ermoglichte. Auf diese Weise ist die
unseres Wissens erste Enantiomerentrennung auf einem Mi-
krochip mit massenspektrometrischer Detektion gelungen.

Die organokatalytische Synthese erfolgte durch Mischung
der Reaktionslosungen direkt in einem Zugangsloch des
Chips. Das aus den extrahierten Massenspuren erhaltene
Elektropherogramm einer asymmetrischen On-chip-Katalyse
mit Enantiomerentrennung ist zusammen mit einer schema-
tischen Darstellung des verwendeten Mikrochips in Abbil-
dung 3 abgebildet.

’\“ — miz124
| PRRTICY NW’J‘ (1)
P bk & ™ —  miz 340
p— e ol (2x)
0 90 180 270

tls

Abbildung 3. Elektropherogramm aus den extrahierten Massenspuren
zur Trennung der Produktenantiomere nach der On-chip-Reaktion.

Mit diesem Aufbau war es uns nun moglich, innerhalb
kurzer Zeit den Enantiomereniiberschuss der asymmetri-
schen Reaktion zu bestimmen, der fiir das gezeigte Beispiel
bei 55% ee liegt. Durch Einsatz eines geeigneten internen
Standards zur exakteren Quantifizierung ist auch die Be-
stimmung des Umsatzes moglich. Um das Potenzial unseres
Systems als Screening-Plattform zu testen, haben wir diese
Reaktion mit verschiedenen Binol-basierten Phosphorsiduren
durchgefiihrt und mit den Ergebnissen aus parallel durchge-
fihrten klassischen Batch-Versuchen verglichen (Tabelle 1).

Die Abweichungen der ermittelten ee-Werte bei Drei-
fachbestimmungen lagen dabei unter 5%, womit sich ein si-
gnifikanter Trend fiir die Enantioselektivitidt der Katalysato-
ren ergibt. Durch Senken der Temperatur auf —30°C konnen
im Batch-Versuch die Selektivitdten noch deutlich gesteigert
werden (Tabelle 1). Zudem koénnen mit optimierten Lo-
sungsmitteln auch ee-Werte iiber 90 % erzielt werden.['*!

Um eine hohe Robustheit in den mikrofluidischen Ex-
perimenten zu erzielen, wurde im Vergleich zur makrosko-
pischen Synthese mit angepassten Bedingungen gearbeitet.
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Tabelle 1: Screening von Katalysatoren auf dem Mikrochip und im Labor

mit externer Analytik.”!
904
0.,-0

oPoH
NI,PMP o 04(5? | 0/,)? an-PMP o
0l-"70. ™
o+~ Aoe ~Trommeon Ot
2-Me-2-BuOH
1:1:1, RT
1a 2 3a
Nr. R 4 Methode ee [%]"
1 2,4,6-(CH;);CeH, 4a Chip/RT 5543
Batch/RT 62
Batch/—30°C 73
2 2,4,6-(iPr);CeH, 4b Chip/RT 40+4
Batch/RT 26
Batch/—30°C 48
3 4-tBu-2,6-(CH;);CeH, 4c Chip/RT 66+ 4
Batch/RT 76

Batch/—30°C 85

[a] Reaktionsbedingungen: 1a (1 Aquiv.), 2 (3 Aquiv.), 4 (5 Mol-%),
Raumtemperatur, H,0O (1 Aquiv.), Chip: 22 mm in iPrOH/tBuOH/2-Me-
2-BuOH (1:1:1), Batch: 0.1Mm in iPrOH/tBuOH/2-Me-2-BuOH (1:1:1).
[b] On-chip mit chiralem Selektor, Batch-Ergebnisse bestimmt durch
HPLC an chiraler Phase.

Trotzdem gelang es uns doch eindeutig und in sehr kurzer
Zeit, die ,Hits“ im Katalysator-Screening zu identifizieren.
Neben der Variation des Katalysators haben wir ebenfalls
verschiedene Imine eingesetzt. Auch hier wurden wieder gute
Ubereinstimmungen von klassischer Makro- und der Chip-
Synthese gefunden. Dies ist am Beispiel der Umsetzung von
(E)-N-(4-Ethylbenzyliden)-4-methoxyanilin mit dem 3,3'-
Dimesityl-substituierten Binol-Phosphorsidure-Katalysator in
Schema 1 gezeigt.

Durch die hohe Prozessgeschwindigkeit eignen sich mi-
krofluidische Nanospray-Chips auch, um Reaktionen unmit-
telbar nach der Durchmischung massenspektrometrisch zu
verfolgen. Als Modellsystem haben wir die organokatalyti-
sche Umsetzung von 1a aus Abbildung 1 ausgewihlt. Hierzu

N

\
H
(1 Aquiv)

+
I (5 Mol-%) N okt
N\oa
(3Aquiv.) {BuOH/iPrOH/2-Me-2-BuOH
H,O (1 Aquiv.)
Chipt/RT Batch/RT Batch/-30 °C
(64+3)%ee 62 % ee 95 % ee

Schema 1. Asymmetrische Organokatalyse von (E)-N-(4-Ethylbenzyli-
den)-4-methoxyanilin mit Vergleich der erhaltenen ee-Werte aus Chip-
und Batch-Versuchen.
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wurde ein Mikrochip mit mehreren integrierten ,,Makeup-
flow“-Kanilen verwendet, der einen Zufluss an zwei Posi-
tionen vor der Nanospray-Spitze (2.1 cm und 0.5 cm) er-
moglichte. Am ersten Punkt erfolgte der Reaktionsstart,
indem die Reaktanten elektrokinetisch in Richtung Nano-
sprayemitter transportiert wurden. Zur besseren Ionisierung
wurde durch die vorderen Zufliisse wissrig verdiinnt und
nach einer Minute im Massenspektrometer detektiert (Ab-
bildung 4). Wir konnten die jeweiligen Kontaktionenpaare
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360
Abbildung 4. Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus mit Mikro-
synthese-Nanoelektrospray-Massenspektrometrie.

von 4a mit 1a und 3a sowie den silylierten Katalysator TBS-
4a (TBS = tert-Butyldimethylsilyl) eindeutig nachweisen.
Trotz der geringeren lonensuppression im Vergleich zum
konventionellen Elektrospray!*! ist eine exakte Quantifi-
zierung natiirlich schwierig. Die qualitative Auswertung zeigt
jedoch, dass die gefundenen Spezies mit dem von uns postu-
lierten Reaktionsmechanismus gut iibereinstimmen.['*!
Neben 3a und 1a wurde auch die Hydrolyse von 1a zu §
beobachtet. Mit einem weiter optimierten Chip-Layout mit
sehr kurzen Kanilen, Druckunterstiitzung und der Verwen-
dung sehr schneller Massenspektrometer!'” sollten auch
deutlich kiirzere Verweilzeiten im Subsekundenbereich
moglich sein, die eine Identifizierung kurzlebiger Spezies er-
moglichen.

Wir haben die erste Kombination von enantioselektiver
Organokatalyse, Enantiomerentrennung und MS-Detektion
auf einem integrierten Mikrochip beschrieben. Das Chipsys-
tem wurde erfolgreich zum Katalysator-Screening in der
asymmetrischen Synthese eingesetzt, die dabei erhaltenen
Ergebnisse korrelieren sehr gut mit den Vergleichsexperi-
menten im Labormaf3stab. Im Rahmen dieses Projektes
wurde zudem die erste Enantiomerentrennung auf einem
Chip mit MS-Detektion realisiert. Das verwendete Mikro-
chip-Design bietet dariiber hinaus die Moglichkeit, Reaktio-
nen unmittelbar nach deren Start massenspektrometrisch zu
verfolgen und hat somit gro3es Potenzial zur Identifizierung
reaktiver Zwischenstufen und zur Aufkldrung von Reaktions-
mechanismen.
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