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Protocna sinteza

m reagensi se kontinuirano pumpaju kroz reaktor i produkt se
kontinuirano prikupljaju

m ukljucuje koristenje kanala ili cijevi za provodenje reakcije u kontinuiranom
toku, a ne u tikvici

B razvoj automatiziranih procesa s pove¢anom ucinkovitoscu

m neki sintetski stupnjevi koji se ne smiju izvoditi zbog sigurnosti mogu se
provesti protocnom kemijom s minimalnim rizikom

(Reagent)
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Chem. Rev. 2017, 117, 18, 11796-11893
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Sarina (batch) vs protoéna (flow) kemija
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o 1 Reagent A Reagent
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Reaction
Mixture
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® klasican nacin provodenja reakcija

" reagensi se dodaju u reaktor,
mijesaju i ostavljaju reagirati

" produkti se skupljaju na kraju,
nakon sto je reakcija zavrsena i
obradena

Kljucni ¢imbenici:
- koncentracija

- mijeSanje

- temperatura

- vrijeme reakcije

/ Reagent A % \
— TGGJ.I m
Reaction
Reagent B Ej? Mixture
\\§ J

reagensi se kontinuirano
pumpaju u protocni reaktor
reagensi se mijesaju i reagiraju
u protocnom reaktoru

produkt kontinuirano napusta
reaktor

Kljuéni cimbenici:

- vrijeme zadrzavanja
(protocni omjer)

- mijeSanje

- tlak

- temperatura
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ProtocCna sinteza
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" parametri u optimizaciji kemijskih procesa: tlak, temperatura, vrijeme
reakcije, koncentracija pocetnih materijala

Input Parameters

Pump 1
Feed concentration A /N
Volumetric flow rate A~ \&7

Molar ratio B/A

O

Pump 2

Feed concentration B
Volumetric flow rate B

Mixer 1

Concentration flow Q

Responses
Conversion
Yield

Flow rate Q
@Pump 3
reactor BPR
.
Mixer 2 Pressure
Volume
Temperature

Residence time

> Selectivity
Throughput
Space-time yield

Coll Packed-bed
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N

P

Chemistry—Methods 2021, 1, 454 -467
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Instrumentacija u protocnoj sintezi

" tipicni dijelovi koristeni u protocnoj sintezi

Reactor T mixer Y mixer Quad mixer Check Union Back-pressure
valve regulator

Molecular sieve Packed-bed Liquid-liquid
column column separator

Chemistry—Methods 2021, 1, 454 -467 prof. dr. sc. M. Hranjec: Metode zelene sintetske kemije



S . BT e tehnologte
Instrumentacija u protocnoj sintezi

" pumpe - osiguravaju potrebnu koli€inu otapala i reagenasa; peristalticke,
syringe, centrifugalne

reakcijske petlje — za uvodenje malih volumena reagenasa

spiralni reaktor — osigurava vrijeme zadrzavanja reakcije

kolonski reaktor — moze biti punjen krutim reagensom, katalizatorom
regulator tlaka - kontrola tlaka u sustavu

jedinica za pracenje — analiticke tehnike (MS, HPLC, FTIR, NIR) i sl.

) -—-1 spiralni reaktor jedinica za pracenje
v kolonski reaktor

purpe ) ——
P, ':I regulator
@ tlaka
reakcijske petlje

zagrijavanje, hladenje,
MW, UZV, svjetlo
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Instrumentacija u protocnoj sintezi

A=MFC
B = Arrow-shaped mixer
with pressure sensor

C = Y-shaped three-way
connector

D = Control panel

E = Stainless-steel reactor|
F = Feeds

G = HPLC pumps o
(incorporated in FlowSyn) =

H = HPLC pump

| =BPR

J = Gas/liquid separator
K = Check valve

L = Benchtop NMR

SS caoil
60 mL

Ru-MACHO Pump 1

v L

_ MeOH
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i SZ[(OEt i Rutenijem katalizirano dehidrogeniranje estera u alkohol
Ph

4O —@— In-line NMR
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Pump 2 Pump 3
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ol BT e tehnologte
Instrumentacija u protocnoj sintezi

® tradicionalni Sarzni procesi - fleksibilnost za Sirok raspon reakcija i jos uvijek su
najcesci odabir za razlicite reakcije

®" mikroreaktori — za reakcije pod visokim tlakom, fotokemijske reakcije ili reakcije u
ekstremnim uvjetima

A) Batch Reactor B) Flow Reactor

+ Good mass & heat & photon transfer

Reagent 1 ] C") » Easy to pressurize

*+ Hard to parallel

Pump 1

Reagent 2

Parallel set-up

Flow Reactor
« Low mass & heat

& photon transfer
Hard to pressurize

C) Stop-flow Micro-tubing Reactor D) Preferred Reactor

Stop Flow Reactor

High Pressure
Fholoreaction

Reagent 1

Extrema Conditigns
{exotharmic, explosive, fast, &c)

Inl

Reagent 2

Mo Yz
s Crin ]
I 1
St st Digerele Variable Sereaning Conlinuous Varable Screening
" B Long Residence Time Manufacturing
shut-off Micro-tubing ! :
MFC valves reactor Waste [ Stop-Flow ] [ Continuous-Flow ]
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ProtocCna sinteza

tehnologija mikroreaktora - jedinstveni nacin izvodenja ultrabrzih,
egzotermnih reakcija

omogucuje izvodenje kemija koje se odvijaju preko vrlo nestabilnih ili ¢ak
eksplozivnih meduproizvoda

razne sintetske transformacije i eksperimentalne tehnike

ukupna sigurnost procesa znacajno je poboljsana, cak i kada se primjenjuju
ostri reakcijski uvjeti

Flow Chemistry at CCFLOW —
Scalability and Manufacturability (CoG/Sustainability)
Flash Chem High-T/p Gas-Liquid Catalysis Multi-step/APls

Photochem Electrochem Water Chem Mechanochem  Digitalization

T 0Oe
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Vrste protocnih reaktora

nekataliticke reakcije, reakcije na krutom nosacu, homogena kataliza i

kataciza na krutom nosacu
razlicite kemijske reakcije

Type |

Mo Catalyst

Type Il

Supported
Reagent

Type lll

Homogeneous
Catalyst

Type IV

Supported
Catalyst

REAGENTS
A+B

REAGENT A

REAGENTS A+B
+

CATALYST

REAGENTS
A+B

SUPPORTED B

SUPPORTED
CATALYST
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FRODUCTC

PRODUCT C

PRODUCT C
+

CATALYST

PRODUCT C
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Najcesce vrste protocnih reaktora

" komercijalno dostupni protocni sustavi

e

g
NEr

Gas reactor Trickle bed reactor Microchip reactor unit
(http://www.cambridgereactordesign.com/) (http://www.helgroup.com/) (http://www.chemtrix.com/)
Eal
) Lald
. | - NI ._p'
= e
: ® ¥
r

oEN

- Y
Syringe pumps Gas reactor platform Reaction platform
{http://syrris.com/) (http://www.thalesnano.com/) (http://www.unigsis.com/)
ﬁ
Cryogenic reactor unit Reaction platform Reaction platform
(http://www.cambridgereactordesign.com/) (https://www.vapourtec.com/) (http://www.amtechuk.com/)
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" A
Primjeri reakcija protocne kemije

Opcenite reakcije
¢ aldolna reakcija

¢ eliminacija alkohola
do alkena

¢ esterifikacija
® Wittigova reakcija

® nukleofilne aromatske
supstitucije

® SN1 reakcija
® N-alkiliranje

Homogena kataliza
= Suzuki reakcija
= Heckova reakcija

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Zavod za organsku kemiju

Stvaranje prstena
* Ugi
* Diels-Alder

Visekomponentne reakcije ¢ Fischerova sinteza

* Passerini 3CR
* Biginelli 3CR
 Ugid4CR

Uklanjanje zastitnih
skupina

 BOC

 MOM

* otvaranje epoksida
* saponifikacija

indola
* sinteza pirazola

Oksdacije i redukcije
* redukcija borhidridom

* redukcija heterocikala
boranima

* reduktivna eliminacija

prof. dr. sc. M. Hranjec: Metode zelene sintetske kemije



e B EeR G eniersna  tehnologle
Farmaceutska industrija - protocna kemija

jos se uvijek ve¢inom koristi Sarzna sinteza

sve viSe raste interes za protocnu kemiju, pogotovo za sintezu visoko-
funkcionalnih organskih molekula ili kiralnih molekula

kombiniranje s drugim tehnologijama - mikrovalno zracenje, reakcije na krutom
nosacu, ili kataliticke reakcije, fotokemija, indukcijsko grijanje, elektrokemija,
novi sustavi otapala, 3D ispis ili mikroreaktorska tehnologija

P—— Synthesis
Reagent 1 Int. A r Citids
Solvent I nt A
L]
[}
’REEIQEI 2] Synthesis Scavenging
Solvent ot £ Column
r N m__ Purified
(Reagent 3 | SyThans l L e )
Solvent Y i
S W Reagent 7
Reagent 4 Lo Crude Salvent
Solvent ~ Int. B e
Eeagentﬁ
Sl:rl'ven.r
Active ,},
Pharmaceutical | =
. Ingredient

Catalytic Reactor Synthesis  [Reagent &
Int. D Solvent
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" A
Farmaceutska industrija - protocna kemija

® upotreba nove metode, temeljene na fluoropolimernim peristaltickim pumpama, idealnim
za rad s vrlo reaktivnim i na zrak osjetljivim spojevima - organolitijevi Grignardovi reagensi

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Zavod za organsku kemiju

CONTINUQUS FLOW-PROCESSING OF ORGANOMETALLIC REAGENTS ]
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® smanjen broj sintetskih koraka, procis¢avanje i ukupni otpad reakcije
® difenhidramin-hidroklorid — APl u nekoliko lijekova ; vise od 100 tona godiSnje
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Org. Process Res. Dev. 2016, 20, 1, 2-25
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Farmaceutska industrija - protocna kemija

" olanzapin - lijek za lijecnje Sizofrenije i bipolarnog poremecaja

"  koristeno induktivno zagrijavanje — znac€ajno je smanjeno vrijeme reakcije i
povecana ucinkovitost procesa
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ol BT e tehnologte
Farmaceutska industrija - proto¢na kemija

" jbuprofen — prireden za samo 3 minute

" sinteza pocinje od vrlo jednostavnih i jeftinih reaktanata

" 3 koraka u kojima se stvaraju kemijske veze, jedna obrada reaakcijske
smjese i jedna ekstrakcija

" Jako su koristene visoko reaktivne kemikalije i Zestoki reakcijski uvjeti,
ova metodologija osigurava visoku razinu sigurnosti procesa

i . 81%
» Friedek-Crafts HCL Al HC (O )y 1,2Aryf o vaU""*‘
o Arplation H:0 LARAE mod Daiclaniva AN

oo 3 Migrafion .
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Org. Process Res. Dev. 2016, 20, 1, 2-25

000 . BT e tehnologte
Farmaceutska industrija - protocna kemija

Mook 1)
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ol BT e tehnologte
Kemijske reakcije - protocna kemija

" enantioselektivna Michaelova adicija
" koristenje kiralnog bifunkcionalnog katalizatora
" nakon5 minuta nastaju produkti u dobrom iskoristenju

0. | Sterecselective }
m Michael Addition CFy 5
I 2030

Tolwane sal. L J:;ll FiC H_.-LHQ
ROC GGH oM

+ TO*C
a8 (10 mal¥) § min

ajR=H R = Me 91% yield; 80% oo

by R = Cl, R' = 0OEt 98% yiald; 81% oo

" stereoselektivno alkiliranje aldehida
" koristenje istovremeno stereoselektivne katalize i fotokatalize
® protocni sinergijski proces alkiliranja aldehida s brom-malonatom
® visoka enantioselektivnost i krace vrijeme trajanja reakcije
Stersosoloctive
Aldehyde Alkylation
108 . bl D»::,h /
H-uT'“’:rH" 'H':IE::ifflI"llﬂ"-li'll-l::l:l E T : i o ..i-"”“ﬂ-. r-h-‘l"!I "iiBu
{05 molts) | ——wa | | . | COOE H
COOE! ']m | , : OT
B ccooEr  Miding ; Vo s 110
100 st s 86% yield; B7% e
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Kemijske reakcije - protocna kemija

stereoselektivne cikloadicija

prvi primjer organomonolitickog protocnog reaktora

katalizator je imobiliziran u monilitickom reaktoru

veca tolerancija na velike brzine protoka i ucinkovit prijenos mase kroz njihove
velike i male pore, omoguc’ujuc’i vec’e povratne pritiske

erei

N?N

e [b Lb iy
CHO — 30
112 ) - " GH 91% ee.
113
o0 s GHG . 1% ee

" stereoselektivne a-aminacije 1,3-dikarbonilnih spojeva
" dvije razlicCite tiouree nanesene na smolu Merrifield, jedna nosi triazolnu jezgru a
jedna bez poveznice

Qo $
. . Y
0 432 134 AoH N
/B—CODEI:
EuO:OLN’ ucom fBu : E — r}r@ﬂﬂﬂ B2-99% yiald
Toluene sal L a '!}m' R 92.94%, e
. 4 L i
EtN. — . - [ Bu'DOC CCIDEU
| Tolwene sol, | ! ' _.__:: ¢ 138
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" A
Kemijske reakcije - protocna kemija
" mikrovalovima potpomognuta protocna kemija

Ring closing metathesis (Organ ef. al. 2005):

R, = H, OMe

(HO).B

DMF/H,0
KOH (3 equiv)

CCs
OM
Toluene 4

Pd (catalyst)
(5 mol %)

4,.
X
2

Ry R,
X=1,Cl,Br

2
R3

Ry

Ru (catalyst)
(1 mol %)
_ =

o

5

SNAr cross-coupling reactions (Organ et. al. 2007):

X=N,C

5 B(OH),
X 6 B

=~ "X
R, |
N
qr,
> R; 8

DMF/H,0

DMA/H,0,

KOH (3 equiv) &' K,CO3,Cs/F

-

/H 10
Hzc/ Ra

DMF
R3 = COZCH3

S

A

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Zavod za organsku kemiju

Microtight
fitting Reagent leads
R Y
T -~ _
MW =100 - 170 W Sanless
Flow rate = 2 - 30 uL/min + mixing
tg =4 - 30 min — —  chamber
Reactor material = glass +
Microwave
Chamber
bod
MW = 50 - 200 W V ody
Flow rate = 40 LIL/min [ |
tz = 3 - 30 min 0 Simple
Reactor material = glass glass
§§ capillary

MW =170 W

Flow rate = 15 plL/min

tr =6 minS0s

Reactor material = glass

Je-Rs [Mw=170 W
H Flow rate = 15 pL/min
tr=6min 50 s
Reactor material = glass
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Kombinatorna kemija i

paralelne sinteze

Diplomski studij
Primijenjena kemija

Prof. dr. sc. M. Hranjec
Zagreb, studeni 2024.
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Kombinatorna kemija i paralelne sinteze

® smisleno kreiranje velikog broja (“biblioteke”) malih molekula koje se
testiraju in vitro kao potencijalni lijekovi

c-Jede
Sendendor
S O O

oSy | wilse

Prednosti
|
u kratkom vremenu 8w

prip.raviseveliki broj - / ] \ \ ._‘_ﬂsl_'
&3 H

[

R & SN

spojeva
" nizi troskovi
® velike biblioteke 0 0 0 0
bioaktivnih predvodnih @ 5= W Wm 5@ W

spojeva
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ol e e st  ehmologie
Kombinatorna kemija i paralelne sinteze

® umjesto provodenja visestrukih reakcija tipa A + B, kombinatorna tehnika
omogucuje pokrivanje mnogih mogucnosti An + Bn u jednoj reakciji

® kombinatorni postupci iznimno su raznoliki

® produkti se mogu stvarati pojedinacno ili u mjesavinama, koristenjem
procesa u otopini ili u ¢vrstoj fazi

® produktivnost je iznimno visoka

® temeljni koncept kombinatorne kemije - proizvesti veliki broj razlicitih
spojeva u isto vrijeme te identificirati vodeci spoj za daljnji razvoj

A B
A B
A + B » AB Vs A B. o

Traditional \~ i%.'

A, B,
Combinatornial

prof. dr. sc. M. Hranjec: Metode zelene sintetske kemije
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Osnovne tehnike kombinatorne kemije
Sinteza na Cvrstoj fazi (solid phase synthesis)

® vezanje reaktanata na polimernu povrsinu i njihovu modifikaciju dok su jos
tamo; nakon sinteze oslobada se konacni proizvod

" filtriranje se koristi kao proces odvajanja i prociS¢avanja

® srz je izravna eliminacija nepozeljnih tvari filtriranjem

® kao Cvrsta faza koriste se zrnca supstituirane smole

® matrica slicna gelu povezanih polimernih molekula rastegnutih molekulama
otapala

PREDNOSTI:

® reaktanti se mogu povezati s odredenim kuglicama

® kuglice se mogu kombinirati i reagirati u istoj reakcijskoj posudi

® generirani proizvodi jedinstveni su za svako zrno i fizicki razliciti

® visak reagensa i nusproizvoda moze se jednostavno eliminirati

® buduci da su meduprodukti reakcije vezani na kuglicu, ne moraju se odvajati i
prociScavati

® pojedinacne kuglice mogu se odvojiti kako bi se izolirali odredeni proizvodi

® nakon cijepanja proizvoda, polimerna podloga se moze regenerirati i
ponovno upotrijebiti

prof. dr. sc. M. Hranjec: Metode zelene sintetske kemije



ol BT e tehnologte
Osnovne tehnike kombinatorne kemije

Paralelna sinteza

® generiranje kombinatornih biblioteka sastavljenih od pojedinacnih molekula

® nije prikladno za stvaranje biblioteka koje sadrze tisu¢e do milijune spojeva

® ukljucuje pripremu kemikalija u razli¢itim reakcijskim posudama u isto vrijeme,
tj. paralelno

® proces se odvija na takozvanim plasticnim 'krunicama' postavljenim na vrhove
pribadaca, s gradevnim blokovima pricvrséenim na te krunice poveznicama
slicnim onima koje nalazimo na kuglicama smole

® polozaj svakog sintetickog puta u nizu, a time i struktura produkta tog puta,
obi¢no se oznacava mreznim kodom

PREDNOSTI:

® svaki spoj stvara se u jednoj posudici .
" jdentifikacija produkata je ve¢ poznat: .l- l b
® struktura spoja odredena je njegovim l et o
definiranim polozajem _L A+E>
® jednostavnija je bioloska analiza J_ _l_ A+6-
l A+H-

prof. dr. sc. M. Hranjec: Metode zelene sintetske kemije



Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Zavod za organsku kemiju

Paralelna kombinatorna sinteza

f-way valve

Reagents dispenser

Solvents and/ or regents

Reaction

Splitting

Reaction

Reactors/ Well-plate
Washing through chamber
— T ® e E——
o] . [os B9 b=
° 2 Bd—*
() o 0o _’ OO‘
e &9 I
e Sy —
o , O _’@ =
o7 P B

(a) Split plastic beads
l into different containers

(b) Add a different
building block to each
container

three species, three
reactions

l (c) Pool beads together

(d) Split beads into
three containers

(e) Add a different
building block to each
container

nine species, six reactions

trends in Biotechnology
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Dinamicka kombinatorna kemija

" razvoj najpogodnijih spojeva za interakciju s bioloskim metama

® kombinatorna kemija kontrolirana termodinamickim parametrima

® generiranje dinamicke kombinatorne biblioteke (DCL) kroz reverzibilnu
razmjenu razliitih gradevnih jedinica koje nose reaktivne skupine

® ravnotezno kontrolirana biblioteka spojeva

® izbjegnuta sinteza velikog niza molekula jer meta sama odabire optimalne
parametre iz dinamicke kombinatorne biblioteke

Dynamic Combinatorial
Chemistry

mato” target
-b\e“"’“f;:\da O WO JO5
@ \la(‘?’\e\ \Nea\'\ .
b/’ — - —I shift in
i i equilibrium
'—A (B Library (DCL) generation

A
A @
Selection and
Building blocks carrying isotatio” ampliﬁpation of
reactive groups A and B % best binder by
targets

Target binding
compound
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Usporedba kombinatornih metoda

® mnogobrojni inhibitori pronadeni su dinamickom kombinatornom kemijom
— vrlo efikasna metoda u razvoju vodecih spojeva za teske bioloske mete

® dodavanje bioloske mete u biblioteku izaziva veliki pomak u ravnotezi i
povecava broj molekula koje pokazuju veliki afinitet za tom metom

Conventional lead discovery

._Q R—@ Step 1. Synthesis of
building blocks bearing

._Q R—. groups Q and R

B r@

Step 2. Transformation of building blocks

in combinatorial libraries. Building blocks

A are connected to building blocks B in

each possible combination, purified and
characterised

®&e &6 &6
e 6€ 66
®e &6 &a

Step 3. Identification of hit compound via
highthroughput  screening  methods.
Each individual compound is tested for

biological activity ﬁ'
ﬂ inhibited
protein screening p mtein

Dynamic combinatorial chemistry

.—M N—@ Step 1. Synthesis of building blocks
bearing reactive groups M and N
.—M

@—M N Step 2. Transformation of building
blocks in a dynamic combinatorial

; library. Building blocks A are
connected to building blocks B in

each possible combination via a
reversible reaction

‘
‘

80

‘
:

Step 3. Incubation of
dynamic combinatorial
library with biological
target  shifts  the
equilibrium toward the

compounds with the | inhibited
strongest affinities protein

i

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Zavod za organsku kemiju

In situ click chemistry

'x ¥
& @
& @

Step 2. Incubation of building blocks with the
target protein. The protein binds initially the
building blocks with the highest affinity. The
enforced propinquity of the groups X (N3) and Y
(C=C-H) accelerates the ireversible reaction with
each other resulting in the formation of a covalent
bond (triazole) between the two building blocks.
The newly generated biligand molecule shows
higher affinity compared with corresponding
monovalent building blocks

._x @ protem_ @

Q’”C*—

covalent bond imeversible
reaction
between
mhlhlted Xana’y
‘ rntem

prof. dr. sc. M. Hranjec: Metode zelene sintetske kemije
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Primjeri kombinatornih sinteza

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Zavod za organsku kemiju

® pod pretpostavkom da se u svakom koraku koriste 4 razli¢ita sastavna bloka,
nakon 3 koraka dobiju se 64 spoja, a nakon 10 koraka vise od milijun spojeva

® pocetni reaktant ponovno je vezan na povrsinu polimernih kuglica, koje se zatim
dijele u nekoliko skupina; razliciti sastavni blok dodaje se svakoj grupi kuglica,
razlicite grupe se kombiniraju, a ponovno sastavljena mjesSavina ponovno se

dijeli kako bi se formirale nove grupe

AB,C,
AB,C, AB,C,

.
g

lcl

AB,C,

lsl

AB, AB,
g

AB,C, AB,C,

AB,C, AB,C,

AB,C; AB,C,

lm

AB,C, AB,C,
AB,C, AB,C,

AB,C,D,
AB,C,D,
AB,C.D,
AB,C,D,

AB,C,D,
AB,C,D,
AB,CsD,
AB,C,D;

lol

AB,C,D,
AB,C,D,
AB,C,D,
AB,C,D,

AB,C,D,
AB,C,D,
AB,C,D,
AB,C,D,

products

loa loa
16 16
products

products
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Primjeri kombinatornih sinteza prirodnih produkata

® strategija za biblioteku spojeva slicnih eritromicinu A

® makrolidi — vazni antibiotici

® eritromicin-aldehid je sintetiziran iz 6-alileritromicina i spojen na Wang-
ovu smolu s aminokiselinom koja definira R,

" dvije uzastopne reduktivne aminacije daju R, i R; nakon cega je uslijedilo
oslobadanje kiseline iz smole da bi se dobili produkti 5

NMeo
o HO,,
% OH
HOI,' """ ) ”\O O/\
HO=
X O/f., 5 O
o Ez;E;H
OMe

3
Erythromycin A

'Erythromycin’ aldehyde

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije
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Ry
Rs COOH
NMez HN\L\ o NMe,
HO,,
Ll Ni..
i Bl o D
07

Erythromycin-like
library members

Current Opinion in Chemical Biology
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Reakcije bez otapala

Diplomski studij
Primijenjena kemija

Prof. dr. sc. M. Hranjec
Zagreb, studeni 2024.



ol BT e tehnologte
Reakcije bez otapala - solvent-free

® zamjena postojecih organskih otapala s manje toksi¢nima, poglavito
vodom ili jos bolje potpuno izbjegavanje rabljenja otapala - biotapala

" potpuno izuzimanje otapala u kemijskim reakcijama za ljude i okolis je
najpozeljnije, aspekt zelene kemije

® razvijene su razlicite reakcije u cvrstom stanju (solid state reactions)

poput reakcija bez otapala aktiviranih mikrovalnim zracenjem i reakcija
provedenih u tarioniku

®" mehanokemijske reakcije pruzaju jedan novi pristup ”"zelenoj” kemiji
® reakcije u ¢vrstom stanju (“solid-state reactions”)

Razlozi razvoja reakcija bez otapala:
d ekonomski (usteda novaca za otapala)

1 jednostavnije procis¢avanje (nema uklanjanja otapala nakon
sinteze)

 visoka iskoristenja (zbog visoke koncentracije reaktanata)
J ekoloski prihvatljivo (otapalo nije potrebno)

prof. dr. sc. M. Hranjec: Metode zelene sintetske kemije
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Prednosti reakcija bez otapala

-

Simplicity
in process

Solventless
Reaction
advantages

Reduced Simplicity
pollution in handling

Environme
ntally
friend
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Vrste reakcija bez otapala

® kada se govori o reakcijama izmedu krutina, potrebno je razlikovati
“solvent-free” (reakcije bez otapala), “solid-phase” (reakcije na krutom
nosacu) i “solid-state” reakcije (reakcije u krutom stanju)

" kruti nosaci mogu biti polimerni materijali, zeoliti, grafit, mineralni
oksidi (silikagel, aluminijev oksid)

" kod reakcija u krutom stanju reagiraju dvije krutine dajuci produkt koji
je takoder u krutom stanju

(a) (b)

® ®®

®@® ®
—>®@ & Q
5% | Ca e |0es| (G2

Solvent-free (a), solid-phase (b) and solid-state (c) reactions.
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Bioenzimatske reakcije

Diplomski studij
Primijenjena kemija

Prof. dr. sc. M. Hranjec
Zagreb, studeni 2024.
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® slavna prednost biokatalize — izvrsna selektivnost

® asimetri¢ne reakcije iz prokiralnih spojeva daju spojeve u izvrsnom
enantiomernom suvisku >99% e.e

¥ yvisoka enantioselektivnost

®jzvrsna stereoselektivnost u regio- i dijastereoselektivnim enzimskim
reakcijama

® pH i temperatura enzimski katalizirane reakcije ograni¢avajuéi faktor
(za vedinu enzima pH 6-10 i temp. 20-50° C)

® preferirani medij za
reakciju — vodena
(puferska) otopina ili
jednofazni
ili dvofazni sustav
voda —organsko
otapalo

= Substrate

Product

Enzyme (catalyst)

prof. dr. sc. M. Hranjec: Metode zelene sintetske kemije



Sl 000 BRI e [zoriertv 1 ehnoiogie
PREDNOSTI BIOKATALIZE NAD KEMOKATALIZOM

Reduced waste Resource
Sustainable

scarcity Requires organic solvent
production T T
. Mor iC pr
Low toxicity \ / ore toxic products
Water as Mm " \\\ focrensed
Safe and requires mild I > protection/
conditions a0 Chemocatalyst deprotection steps
E]lerg}r *_- x CDSt ll](:lll‘]"lllg

Economical & / \Emlrunment

: / polluting
Environmental
friendly j

Reduced production Renewable Non- Biodegradable
time Non-Renewable

Biodecradable
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PRIMJENA BIOKATALIZE

J
ncAA
Automation incorporation
Structure prediction
High-throughput
screening
00\6 | Property prediction
{}\
R
&
DNA synthesis &
5 \
Q
i
: I -
j I Sequence mining
DNA sequencing BiocataIYSis
Machine learning
Enzyme repurposing
Enzyme cascades
Biologics and
therapeutics
Chemoenzymatic

synthesis
Re-and upcycling
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IZVORI BIOKATALIZATORA

® prociséeni enzimi ili liofilizirani sirovi stanicni lizati ¢esto su dostupni za izravnu
kupnju; komercijalni izvori i kitovi

® komercijalno proizvedeni enzimi mogu se pregledati u odnosu na specifiéne
supstrate kako bi se identificirali kandidati za biokatalizatore

® moguénost komercijalne sinteze gena znaéi da se, u nacelu, bilo koji enzim s
poznatom sekvencom aminokiselina moze dobiti sintezom gena

® |dentifikacija enzima koji kataliziraju Zeljene kemijske transformacije

a Commercial sources of biocatalysts

Chemical vendors

Purified enzymes, crude cell lysates

Substrate specificity
Enzyme libraries  screening

Enzymes from the synthesized gene

Identifying enzymes =———> Gene synthesis =———> Protein expression

T 4; ;;j)f;_."'""? Transformed cell DNA
: O 1?:\:‘}’1?5‘%";@, OH : ‘\ (\ (\ “(jq ‘0~
| _> | - .
| <— |
i R1J\R2 R1J\R2 i ‘_‘ i 7 i
B 71 e SciFinder \P
e UniProt &\ ;
e BioCatNet { >
Recombinant Cell-free
protein protein
expression synthesis
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OSNOVNE SKUPINE ENZIMA
NAZIV VRSTA REAKCIJE
oksidoreduktaza oksidacija-redukcija
transferaze prijenos skupina
hidrolaze reakcije hidrolize (prijenos

funkcionalne skupine na vodu)
liaze adicija ili eliminacija skupina
radi stvaranja dvostruke veze

izomeraze izomerizacija (intramolekulski
prijenos skupina)

ligaze vezanje dvaju supstrata na
teret hidrolize ATP

prof. dr. sc. M. Hranjec: Metode zelene sintetske kemije
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PRIMIJERI BIOENZIMSKIH REAKCUA

® Razli¢ite vrste reakcija

(a) Hydrolysis of

Polyacrylonitriles

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Zavod za organsku kemiju

amides protease or )
amidase or Woa
_R' cutinase + R N CN CN CN CN CN CN CN
OH H2N
H Hzo +
[ (]
esters lipase or © |2 o
Rj\ esterase or j\ 5y olg 2
v cutinase ' il Y Bl=
G E R OH [T %% o
H20 = =
phosphate esters = =
phosphatase or Y #
HOQ’\O SR klnase HOQD\OH HO W\r\sos.
CN CN CN_L CN CN CN ooH
0" NH;
nitriles itrile + NH3

R/CN hzdratase
H,0

| nitrilase +
ol
2 H,0
o] 0

/Ik Lipase )]\
—_—

R'—OH + R20 R R’—0OH+ R'O R

(b)
R, 0 i
“U . H
n 4 i + ROH —=2252 (\OMOR
/ 7‘-0 n
R

X
x=1-3

(a)

i amidase io + NH;
H

Epoxide hydrolase

[ &
H,0

o}

N

| Halohydrin dehalogenase

/

Nu

-

Nu- =CI, Br, Ny, ‘CN, ONO

OH
> R*/OH

f If Nu = ONO: hydrolysis
OH

e

Nu
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PRIMIJERI BIOENZIMSKIH REAKCUA

® Razliéite vrste reakcija

(a) 0
)L Alcohol dehydrogenase (ADH) - HO  H
2 >~

R'7OR - N R

NAD(P)H NAD(P)*
+H*
recycling of NAD(P)H: e.g. 2-propanol,
b) or glucose/GDH
(0} 0 or formate/FDH...

(R)-selective ADH

(S)-selective ADH-T Lactobacilus brevis ADH

NADPH NADPH
HO
0 OH = OH 0 HO.,
s AN o I
Radical polymerization
Z with styrene

Enzymatic
grafting
e e CeH, | |Ph
CALB )\
Vinyl acetate OH
m

GDH = glucose dehydrogenase
FDH = formate dehydrogenase
CALB = Candida antarctica lipase B

(a)

(b)

(c)

(e)

NH, )Ol\
o-lransaminase
R1)\R2 — ~ R1 R2
Pyruvate Ala
H,0, - - 0O,
+ NH, Amino acid  + H,0
oxidase
NH, 0O
Amine oxidase
R1)\Rz / \ - R1/U\R2
0, H,0,
+H,0 + NH,4
OH 0

Alcohol dehydrogenase

/~ N\ R7R

NAD(P)* NAD(P)H

A

R R

H,0, or H,0 ==

0]
NAD(P)-oxidase 2

OH Alcohol dehydrogenase O
NAD(P)* i .
/ \ "R R

0 OH

OH , O
/l Alcohol oxidase — /[k
R’ 7 N R H
0, H,O,
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BIOKATALIZA

Primjeri produkata sintetiziranih biokatalizom

Factors that enable biocatalysis

* Reaction design
Manual, automatic

* Choice of biocatalyst
Genomic database, de novo design

D ]

* Biocatalyst optimization

Rational engineering, directed evolution

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije
Zavod za organsku kemiju

* Bioprocess
development

Materials
and polymers

/

Acrylamide

Fine
chemicals

°x

O/

OH
Vanillin

Fragrances

and flavours

(-)-Ambrox
(fragrance
intermediate)

A

Nootkatone

Pharmaceuticals

HO' Ni‘(
F

Islatravir

Blopharmaceutlcals/
new modalities

o“

Penicillin G

Food

r s

Antibody-drug
conjugates

Aspartame
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PRIMIJERI BIOENZIMSKIH REAKCUA

Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije
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® a) sekvencijalna reakcija organokatalizatora i biokatalizatora za sintezu kiralnih
diola; b) Istovremena tandemska reakcija posredovana lakazom i organokataliza-
torom za sintezu 3-supstituiranih 2,3-dihidrobenzofuran-2,5-diola

Organccatalyst

Substrate

—— S

a Sequential reaction

o
Cl | |
H »
+ (0.5 mol®)
aq. sal. solution
/l.L of NaCl
HC CHy

(9 equiv.)

b Tandem reaction

OH

HY

|\ I Laccase, O,

/ MeCN / buffer
OH
. ~

A/\¢O

R= (10 mol%)

f‘ é}cozu}_’ [Imorquimg ’ _.

Biocatalyst

OH (o}
= (S)-alcohol
cl dehydrogenase
CH]
NAD-
bufler, #PrOH
In sdu formed, not Isolated
0 OH
A R’
N AR o
—— I
I | | | Sponta
., pONANEoUS
. cyclization
) OH R?

In situ formed, not Isolated

’ . ) \
— Product

Cl

OH  OH

CHa

89% conv,
d.r. (anti:syn) >25:1
99% e.e. (antl)

OH

97% yleld, 99% e.e.
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PRIMIJERI BIOENZIMSKIH REAKCUA

®" hova vrsta enzima — amidna-ligaza
sinteza raznih amida iz karboksilnih kiselina i aminokiselina

Buffer (H,0) Extraction EXOAc c (silica gel)

f v

e Clean

e Sustainable

e Scalable

e Selective

o No protection

e Recyclable

e Tunable/evolvable
e In-expensive

3 i é \I\o
. a W H
G " N\/IOL CtalL : 3 n\)oL /«Sj\rN\x)Lu/g(N Ao 3*
Lo TN T ""\If " “OH 0 ’\0 o =X

0 A O R I Phase Il
multiple myeloma
ONX-0912 (oprozomib)

NS °N

o |
OMe NH ZN u V
1 u 2 : Qo :> 07 NH 0 OYNH %
o COzH 0
i \/
N h\;)LN oPo ’Hfo\)l‘u =
o VYo o A Y NT TcoH
SARS-CoV-2, ™ PR
3CL protease inhibitor N

PF-07304814 (Pfizer) antiviral (anti-HCV), Telaprevir
(Johnson & Johnson)

©\/Y~\)L E\ = Q\/Y ) j o = 0 J*/S

H
e Hf N BNOH "
SARS-CoV-2, 4 i anti-cance,

3CL protease inhibitor /I\ Bortezomib
(WHO essential med.)
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