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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Alpha-Hydroxyketone

Die als Acyloine bezeichnete Verbindungsklasse der a-Hydroxyketone hat insbesondere fiir
den Feinchemikaliensektor als auch fiir die Pharmazie eine wichtige Bedeutung unter
anderem als Synthesebausteine fiir verschiedene Medikamente (Hoyos et al., 2009). Einige
Beispiele sind in Abbildung 1 dargestellt. Sehr bekannt sind beispielsweise Ephedrin und
Bupropion. Ephedrin kann als Sympathomimetikum in der Behandlung von Bronchitis und
Asthma eingesetzt werden (Sehl et al., 2015). Bupropion kommt als Antidepressivum oder
zur Raucherentw6hnung zum Einsatz (Demir et al., 2001). Aber auch Medikamente zur
Behandlung von Alzheimer und Tumoren kénnen aus a-Hydroxyketonen hergestellt werden

(Hoyos et al., 2009).

OH /k
HN

™~

Cl ‘
(6]
Ephedrin \ / Bupropion
OH
Rﬁ/k

RZ
O

/ \ s

(0] /—<\

| Ri N

I

(e} Y OH

Inhibitor der Amyloid-beta-Produktion

(o]

Epothilon

Abbildung 1 Pharmazeutische Produkte aus a-Hydroxyketonen als Grundbausteine.

Wie aus Abbildung 1 ersichtlich, handelt es sich in der Regel bei den Wirkstoffen um chirale
Verbindungen. Daher ist die Bereitstellung von enantiomerenreinen a-Hydroxyketonen als
Grundbausteine von zentraler Wichtigkeit fiir die weiteren Syntheseschritte. Fiir die
Herstellung chiraler a-Hydroxyketone existieren eine Vielzahl an etablierten Methoden.
Hierbei kann zwischen den chemischen und den biokatalytischen Wegen unterschieden

werden (Hoyos et al., 2009). Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die chemischen Wege.
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Tabelle 1 Géngige chemische Methoden zur Herstellung von a-Hydroxyketonen.

Reaktion Edukt Katalysator
0O
Asymmetrische | ) S
Re Chirales Thiazoliumsalz
Benzoinkondensation R, (
o
OH
n-Bromsuccinimid und chiraler
Asymmetrische Oxidation Re
R, Cu-Katalysator
OH
R
Ketohydroxylierung R X2 RuO4
1

Oxidative kinetische )
Chiraler Fe- oder Co-Katalysator
Racematspaltung

o}
R,
R
OH
O
Stereoselektive Reduktion R /lH\/ R. Pt-Katalysator
1
o)
O
/lk/ R2
R;

a-Hydroxylierung Cu-Piperazin-Hybridpolymer

Die wohl am hédufigsten beschriebene Methode ist die o-Hydroxylierung tiiber das
korrespondierende Keton (Arai ef al., 2006). Aber auch die stereoselektive Reduktion des
Diketons, beispielsweise tliber Platinkatalysatoren (Toukoniitty ef al, 2001) und die
Ketohydroxylierung von Olefinen (Plietker, 2005) finden Anwendung. Weitere
Moglichkeiten ergeben sich durch die asymmetrische Oxidation des korrespondierenden
Diols (Onomura et al., 2007), sowie die oxidative kinetische Racematspaltung des Racemats
eines a-Hydroxyketons (Kumar Alamsetti et al., 2009; Muthupandi et al., 2009). Die
klassische Benzoinkondensation durch Verwendung chiraler Thiazoliumsalze ist ebenfalls
moglich (Enders & Kallfass, 2002). Nachteile der genannten chemischen Methoden sind in
der Regel die vielen Reaktionsschritte, welche mit einer hohen Menge an Nebenprodukten
und Abfall einhergehen, sowie die in den meisten Fillen geringen Enantiomerenreinheiten
der Produkte (Hoyos et al., 2009). Daher wurden neben den chemischen Methoden
unterschiedliche biokatalytische Strategien entwickelt. Diese beruhen im Prinzip auf den
gleichen Ausgangstoffen unter Verwendung von Enzymen als Katalysatoren. Die

wichtigsten Moglichkeiten sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2 Géngige biokatalytische Methoden zur Herstellung von a-Hydroxyketonen.

Reaktion Substrat Biokatalysator
o}
Carboligation | Re Lyasen
R
o
OH
Asymmetrische Oxidation R /}\i/ Re Oxidoreduktasen
L b
0}
Asymmetrische Reduktion /lH\/ Re Oxidoreduktasen
1 O
0}

Kinetische Racematspaltung /l%/ R, Hydrolasen
R

Ein sehr verbreiteter Ansatz ist die Synthese symmetrischer und asymmetrischer chiraler o-

Hydroxyketone mittels thiamindiphosphatabhidngiger Lyasen. Sie katalysieren die
Umpolungsreaktion bzw. die Carboligation zweier Aldehyde, wobei ein Aldehyd als
Akzeptor und eins als Donor fungiert. Bei den gewéhlten Aldehyden kann es sich um
unterschiedliche Aldehyde handeln. Geeignete Lyasen sind unter anderem die
Benzaldehydlyase, die Bezoylformiardecarboxylase und die Pyruvatcarboxylase (Hoyos et
al., 2009). Durch Mutationen der nativen Enzyme kann ein breites Spektrum an
verschiedenen symmetrischen und asymmetrisch o-Hydroxyketonen in (R)- und
(S)-Konfiguration als Produkte hergestellt werden (Hailes et al., 2013). Nachteilig an der
Verwendung von Lyasen ist der in stochiometrischen Mengen bendtigte Cofaktor.
AuBerdem konnen durch Selbstkondensation Nebenprodukte bei Verwendung von zwei
unterschiedlichen Aldehyden auftreten (Hoyos et al., 2009).

Als zweiter Ansatz konnen Oxidoreduktasen eingesetzt werden. Hierbei konnen
sowohl die korrespondierenden Diole oxidiert werden, also auch die entsprechenden
Diketone reduziert werden. Die Reaktionen werden in der Regel unter Verbrauch von
Nicotinamidadenindinukleotid in der oxidierten oder reduzierten Form durchgefiihrt (Hoyos
et al., 2009). Bekannte Vertreter sind unter anderem die Carbonylreduktase 2 aus Candida
parapsilosis (Loderer & Ansorge-Schumacher, 2015) oder die Alkoholdehydrogenase aus
Rhodococcus ruber (Edegger et al., 2006). Der fiir die Katalyse bendtigte Cofaktor in

stochimetrischen Mengen ist fiir diese Enzymklasse dhnlich den Lyasen nachteilig. Eine
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Herausforderung ist hier eine effektive Regeneration des Cofaktors bereitzustellen, die
parallel zur eigentlichen Reaktion ablduft (Hoyos ef al., 2009).

Die letzte hier vorgestellte Moglichkeit zur Synthese chiraler a-Hydroxyketone ist
die kinetische Racematspaltung eines racemischen Gemisches des jeweiligen
a-Hydroxyketons durch die Verwendung von Hydrolasen als Biokatalysator (Hoyos et al.,
2009). Diese Methode beruht auf der spezifischen Umsetzung nur eines Enantiomers durch
das Enzym durch Hydrolysen, Veresterungen oder Umesterungen. Die Weiterentwicklung
dieses Konzeptes ist die dynamisch kinetische Racematspaltung. Da Hydrolasen keine
Cofaktoren benétigen und insbesondere Lipasen in der Regel eine hohe Stabilitét gegentiber
organischen Losungsmitteln aufweisen, ist diese Methode fiir einen industriellen Einsatz
sehr interessant. Daher bildet dieser Reaktionstyp die Grundlage dieser Arbeit und das

Konzept wird im nichsten Kapitel genauer vorgestellt.

1.2 Dynamisch kinetische Racematspaltung

1.2.1 Prinzip

Die dynamisch kinetische Racematspaltung (DKR) setzt sich im Allgemeinen aus zwei
Schritten zusammen, der kinetischen Racematspaltung (KR) und einer in sifu Racemisierung
eines Enantiomers des racemischen Eduktes. Die KR eines racemischen Gemisches beruht
zunidchst auf der Bevorzugung eines Enantiomers durch ein gewéhltes Enzym. Das bedeutet,
dass die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion des bevorzugten Enantiomers wesentlich
hoher als die Geschwindigkeitskonstante der Umsetzung des zweiten Enantiomers sein muss

(Abbildung 2) (El Gihani & Williams, 1999).

k
S, > . Ps

ks >> kg

K

Sy, —— = Pq

Abbildung 2 Prinzip der KR eines racemischen Substrates; S: Substrat, P: Produkt, k:

Geschwindigkeitskonstante.
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Durch die unterschiedlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften des Produktes
und des nicht bevorzugten Enantiomeres ist eine folgende Trennung der Substanzen
moglich. Nachteil dieser Methode ist eine Umsatzlimitierung von 50% bezogen auf die
eingesetzte Menge an racemischem Substrat. Zudem fillt das nicht umgesetzte Enantiomer
als weiterer Abfall an. Die Beseitigung dieser Limitierung kann durch die Kombination der
KR mit einer in situ Racemisierung des nicht umgesetzte Enantiomers erreicht werden.
Somit kann theoretisch ein maximaler Umsatz von 100% generiert werden. Voraussetzung
ist, dass die Racemisierungsreaktion eine hohere Geschwindigkeitskonstante als die
enzymatische Umsetzung des bevorzugten Enantiomers aufweist, sodass jeder Zeit
ausreichend Substrat fiir den enzymatischen Schritt zur Verfiigung steht (Abbildung 3) (EI
Gihani & Williams, 1999).

&
Y
w7

ks >> kg

krac > kS

S — Pi

Abbildung 3 Prinzip der DKR eines racemischen Substrates; S: Substrat, P: Produkt, k:

Geschwindigkeitskonstante.

Eine Racemisierung kann durch chemische und biokatalytische Methoden erreicht werden.
Einige Beispiele fiir chemische Methoden sind thermische Racemisierung,
Redoxreaktionen, die Bildung von Schiff’schen Basen oder die Racemisierung iiber ein
Meso-Intermediat (Ebbers et al., 1997). Eine biokatalytische Racemisierung mittels einer
Redoxreaktion wurde fiir o-Hydroxyketone durch verschiedene Bakterienstimme
demonstriert (Nestl et al., 2007). Mit der Mandelatracemase aus Pseudomonas putida
konnten Mandelsdure und Mandelsdurederivate racemisiert werden (Stecher et al., 1997).
Neben den genannten Methoden ist eine spontane Racemisierung des Substrates moglich.
Dies konnte beispielsweise in der DKR von Mandelonitril demonstriert werden (Yamamoto
et al., 1991). Die Wahl der Racemisierungsmethoden sollte je nach Substrat individuell
gefillt werden. So ist beispielsweise die Bildung von Schiff’schen Basen fiir primére

Aminogruppen geeignet, wihrend Redoxreaktionen fiir chirale Alkoholgruppen gingig sind.
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Fiir die Hydrolase-katalysierte DKR hat sich in den letzten Jahren die in situ Racemisierung
unter Verwendung von Ubergangsmetallen (El Gihani & Williams, 1999; Hoyos et al.,
2009). Als Metalle wurden bisher unter anderem Palladium (Reetz & Schimossek, 1996),
Palladiumsalze (Allen & Williams, 1996), verschiedene Rutheniumspezies (Agrawal et al.,
2014; Hoyos et al., 2006; Hoyos, Pace, et al., 2011; Larsson et al., 1997), sowie Aluminium
und Zirkonium eingesetzt (Nieguth et al., 2014). Fir die DKR von Benzoin und
Benzoinderivaten wird hdufig ein homogener Rutheniumkatalysator beispielsweise der
Shvo-Katalysator in Kombination mit der kommerziellen Lipase TL in lyophilisierter oder
immobilisierter Form eingesetzt (Aires-Trapote et al., 2015; Hoyos et al., 2008; Hoyos,
Pace, et al, 2011) etabliert. In einer anderen Studie konnte die Verwendung eines
heterogenen Zirkoniumkatalysator, Zr-TUD-1 (25), demonstriert werden (Nieguth et al.,
2014). Dieser weist aufgrund der Mdoglichkeit des Katalysatorrecycling einen wesentlichen
Vorteil gegeniiber den iiblichen Rutheniumkatalysatoren auf.

Ein Nachteil aller genannten Metallkatalysatoren ist, dass durch den
Reaktionsmechanismus der Redoxreaktion iiber die korrespondierenden Diketone bei
asymmetrischen Substraten auch die Regioisomere gebildet werden konnen (Hoyos, Pace,
et al., 2011; Hoyos et al., 2009). Die Kombination der Lipase TL in heterogener Form mit
dem Zr-TUD-1 bildet die Grundlage dieser Arbeit, da neben den genannten Vorteilen in der
Verwendung von Lipasen die Moglichkeit des gleichzeitigen Recyclings der Katalysatoren
fiir einen industriellen Einsatz interessant ist. Die kommerzielle Verfligbarkeit der LipTL
und damit der Verzicht auf eine aufwendige rekombinante Proteinexpression, macht diese

Lipase weiterhin sehr attraktiv.

1.2.2 Lipase TL

Bei der Lipase TL handelt es sich um ein von der Firma Meito Sangyo Co., Ltd. (Nagoya,
Japan) vertriebenes kommerzielles Produkt. Nach Angabe des Herstellers handelt es sich
dabei um eine Lipase aus Pseudomonas stutzeri. Im Zuge der Herstellung von chiralen
Aminoalkoholen iiber die Verwendung von (R)-Benzoin wurde die Lipase erstmal von
Aoyagi et al. (2000) fiir die KR von racemischem Benzoin beschrieben. Dabei konnte eine
Selektivitdt der Lipase hinsichtlich des (S)-Benzoins mit einem Enantiomerenverhéltnis von
>99:1 nachgewiesen werden. Die Weiterentwicklung der KR von Benzoin hin zu der DKR
von Benzoin und Benzoinderivaten wurde in den folgenden Jahren insbesondere von Hoyos
et al. weitergefiihrt. So konnte die erfolgreiche Verwendung der Lipase TL in organischen

Losungsmitteln wie Tetrahydrofuran fiir verschiedene a-Hydroketone gezeigt werden. Bei
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ausreichend groBBen Substituenten konnte dabei stets die Bevorzugung des (S)-Enantiomers
beobachtet werden. Durch die Kombination der Lipase TL mit dem Shvo-Katalysatoren
konnten Umsitze von bis zu >99% erreicht werden (Hoyos et al., 2006; Hoyos, Pace, et al.,
2011). Zur Aufklarung der aktiven Komponente der kommerzieller Lipase TL und ihrer
Enantioselektivitit wurde eine umfangreiche Studie von Maraite et al. (2013) durchgefiihrt.
Dabei wurde auf Basis von Homologiestudien postuliert, dass es sich um ein als LipC
annotiertes, bislang nicht weiter beschriebenes Enzym handelt. Aus dem
3D-Homologiemodell konnte eine schematische Darstellung des aktiven Zentrums generiert
werden (Abbildung 4). Aufgrund des Modells wurde das Vorhandensein von der fiir viele
Lipasen typischen katalytischen Triade aus Serin, Histidin und Asparaginséure und zwei
Lider zur Abdeckung des aktiven Zentrums beschrieben. Auflerdem wurde im Modell ein
Tyrosin in der kleinen hydrophoben Tasche gefunden, was vermutlich maf3geblich fiir die
Bindung und Ausrichtung der Substrate im aktiven Zentrum verantwortlich ist. Durch das
Vorhandensein dieser Aminosiure wurde die strikte Selektivitdt hinsichtlich der Umsetzung
der (S)-Substrate bei ausreichend groen Substituenten, sowie die fehlende Reaktivitit bei

Substraten mit geblockter Carbonylfunktion erklért.

Gly-45, Phe-46, Tyr-54, Trp-55,
Small hydrophobic  Leu-278, Val-281 and Phe-284
binding pocket __ (Medium)

—

\/{/ "‘\ ; ‘//'
Area exposed
to the solvent

(Large)

Abbildung 4 Schematische Darstellung des aktiven Zentrums der LipC beziehungsweise der Lipase TL mit
Benzoin als Substrat in Rot (Maraite et al., 2013).

In dem beschriebenen Einsatz der LipTL fiir die DKR wurde das Enzym als Lyophilisat und
als Immobilisat eingesetzt. Durch die Immobilisierung sollten die festgestellte
Thermolabilitit und die Aktivitdt der Lipase verbessert werden. Untersucht wurden

Sol-Gele, Silikonsphédren und statischen Emulsionen fiir eine Einbettung des Enzyms
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(Hoyos et al., 2008). Fiir die trdgerbasierende Immobilisierung wurden bisher einige
verschiedene kommerzielle Triger fiir eine adsorptive (Fauré & Illanes, 2011; Nieguth et
al., 2014), sowie zwei Trager fiir eine kovalente Immobilisierung verwendet (Aires-Trapote
et al., 2015). Die ndher in Kapitel 1.4 beschriebenen Vorteile einer Enzymimmobilisierung
konnten in den meisten Beispiele demonstriert werden. Mit der auf dem Sepabeads™-Triiger
EC-OD immobilisierten LipTL wurde eine Aktivititssteigerung von 100% in der
Umesterung von Sterinen aus Holz festgestellt (Fauré¢ & Illanes, 2011). Mittels der
Immobilisierung in Silikonsphéren konnte die Aktivitdt der LipTL in der KR von Benzoin
um 120% und mittels eines Sol-Gels um 40% gegeniiber dem Lyophilisat gesteigert werden
(Hoyos et al., 2008). Durch die Verwendung des Polypropylentragers Accurel MP1001 fiir
eine adsorptive Immobilisierung konnte die spezifische Aktivitit mehr als vervierfacht
werden (Nieguth et al., 2014). Die kovalente Immobilisierung der LipTL auf Triager mit
Epoxidgruppen fiihrte zu keiner Erh6hung der hydrolytischen Aktivitit. Es wurde dafiir eine
Erhohung der Thermostabilitdt der LipTL im wéssrigen Medium erreicht (Aires-Trapote et
al., 2015). Die verschiedenen Varianten der immobilisierte LipTL wurden im Weiteren fiir
die DKR von Benzoin eingesetzt. Auch ein wiederholter Einsatz der Immobilisate in
mehreren Zyklen wurde demonstriert (Aires-Trapote et al., 2015; Hoyos et al., 2008;
Nieguth et al., 2014).

Im Vergleich zu den kommerziell erhiltlichen Trdgern und den in der Literatur
entwickelten Immobilisierungsmethoden wurde bisher nur ein geringer Teil untersucht. Eine
generelle Aussage, welches Trigermaterial bzw. welche Immobilisierungsmethode am
geeignetsten fiir die LipTL ist, kann daher nicht getroffen werden. Auch wurden bisher kaum
Studien zur mechanischen Stabilitit der Immobilisate durchgefiihrt. Diese wiren
insbesondere fiir einen industriellen Ansatz von Wichtigkeit. Zudem ist die Verwendung der
DKR bisher auf Benzoin und Benzoinderivate limitiert. Andere industriell interessante

Substrate wurden kaum untersucht.

1.2.3 Zr-TUD-1

Der Zr-TUD-1 wurde erstmals von Ramanathan et al. (2006) als neuer Katalysator fiir die
Meerwein-Ponndorf-Verley-Reduktion beschrieben. Die Meerwein-Ponndorf-Verley-
Reduktion wird fiir die Reduktion von Aldehyden und Ketonen zu den korrespondierenden

Alkoholen unter Oxidation von 2-Propanol eingesetzt (Abbildung 5).
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Abbildung 5 Meerwein-Ponndorf-Verley-Reduktion eines Ketons mit Zr-TUD-1 als Katalysator und 2-

Propanol als zweites Edukt.

Der Zr-TUD-1 beruht auf dem dreidimensionalen, mesoporosen Silica TUD-1, in dessen
Struktur bereits andere Metalle, wie Eisen und Kupfer, erfolgreich eingebaut wurden. Vorteil
dieses Katalysators ist unter anderen die hohere PorengréfBe des Silica-Materials im
Vergleich anderen Silicas, beispielsweise dem SBA-15. Dadurch konnen groBere Edukte mit
dem Zr-TUD-1 umgesetzt werden. Es wurde festgestellt, dass das Zirkonium in der
Oxidationsstufe Zr(IV) tetraedrisch in der Struktur eingebaut wurde und der Katalysator
dominierend lewissauer ist. Der Zr-TUD-1 konnte erfolgreich fiir die Reduktion
verschiedener Ketone unter Verwendung von 2-Propanol eingesetzt werden. Der erneute
Einsatz nach einem Recycling des Katalysators wurde ebenso demonstriert (Ramanathan et
al., 2006).

Aufgrund der Fihigkeit zur Reduktion und Oxidation wurde der Zr-TUD-1 neben
Al-TUD-1 und W-TUD-1 fiir die Racemisierung von a-Hydroxyketonen am Beispiel von
(R)-Benzoin in der Studie von Nieguth et al. (2014) untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass unter allen getesteten Katalysatoren der Zr-TUD-1 mit einem Verhéltnis von Silicium
zu Zirkonium von 25 zur schnellsten Racemisierung fiihrte und auch in der DKR des
racemischen Benzoins in Kombination mit der Lipase TL zu den besten Ergebnissen fiihrte.
Aufgrund des heterogenen Charakters dieses Katalysators, konnte er zusammen mit der
immobilisierten Lipase TL recycelt werden und {iber fiinf Zyklen erneut eingesetzt werden.
Eine Studie zur Eignung des Katalysators zur Racemisierung von weiteren Substraten ist

bisher nicht erfolgt.

1.3 Enzyme in nicht-wissrigen Reaktionsmedien

1.3.1 Organische Losungsmittel

Fiir die chemische Industrie ist die Verwendung von Enzymen als Katalysatoren aufgrund
threr Selektivititen von groBen Interesse. In der Natur arbeiten Enzyme iiberwiegend in

wissriger Umgebung. Wasser als Losungsmittel ist nur bedingt fiir chemische Synthesen
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geeignet. Problematisch konnen geringe Loslichkeiten der Substrate und durch die hohe
Nukleophilie des Wassers verursachte Nebenreaktionen, beispielsweise Hydrolysen, sein
(Bell et al., 1995). Daher wurde in den letzten Jahrzehnten intensiv am Einsatz von Enzymen
in nicht-wassrigen bzw. unkonventionellen Losungsmittel geforscht. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass Enzyme in organischen Losungsmitteln, in ionischen Fliissigkeiten, in stark
eutektischen Losungsmitteln und in tiberkritischen Fluiden Aktivitdten aufweisen konnen.
Auf dem Gebiet der Anwendung von organischen LoOsungsmitteln fiir die
Biokatalyse, stellen die Arbeiten von Zaks und Klibanov die moglicherweise wichtigsten
Fundamente dar. Sie konnten zeigen, dass verschiedene Lipasen in der Lage sind, in reinen
organischen Losungsmitteln aktiv zu sein. Zudem konnte die Thermostabilitit der Lipasen
in getrockneter Form in den organischen Losungsmitteln bei 100 °C deutlich erhoht werden
(Zaks & Klibanov, 1984, 1985). Aus der Verwendung von organischen Losungsmitteln als
Reaktionsmedium anstatt Wasser ergeben sich eine Reihe von Vorteilen. So sind
Reaktionstypen moglich, die in Wasser als Losungsmittel nicht durchfiihrbar sind. Beispiele
sind Veresterungen oder Umesterungen. Durch Hydrolysen verursachte Nebenreaktionen
konnen unterdriickt werden. Durch die verbesserte Loslichkeit von hydrophoben Substraten
in organischen Losungsmitteln werden hiufig die Reaktionsgeschwindigkeiten deutlich
erhoht. Die niedrigeren Siedepunkte der meisten organischen Losungsmittel im Vergleich
zum Wasser konnen die Produktgewinnung vereinfachen. Ebenso ist die Riickgewinnung
des Biokatalysators durch die Unldslichkeit von Enzymen in diesen Medien moglich,
wodurch ein erneuter Einsatz des Katalysators durchfithrbar ist. Zuletzt kann die
Thermostabilitdt einiger Enzyme in nahezu wasserfreien organischen Losungsmitteln
deutlich erhoht sein (Carrea & Riva, 2000; Ogino & Ishikawa, 2001). Neben diesen
vielfdltigen Vorteilen existieren auch einige Nachteile, die bei der Wahl des organischen
Losungsmittels fiir eine Reaktion beachten werden sollten. So kann die Enzymaktivitét in
organischen Losungsmitteln im Gegensatz zum Wasser stark reduziert sein oder das Enzym
vollstandig inaktiviert werden. Griinde hierfiir konnen in einer Entfaltung des Enzyms durch
Anderung der Hydrophobizitit des Mediums im Vergleich zum Wasser liegen oder in der
Entfernung des essentiellen Wassers aus der Hydrathiille des Enzyms. Des Weiteren kann je
nach Enzym oder Reaktionsart eine Einstellung oder Kontrolle des Wassergehaltes im
Reaktionssystem notwendig sein (siehe 1.3.4). Durch eine hohe Viskositidt des
Losungsmittels konnen zudem Massentransferlimitierungen auftreten, die zu geringeren

Reaktionsgeschwindigkeiten flihren konnen (Doukyu & Ogino, 2010).
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Ein weit verbreitetes Konzept zur Korrelation von Enzymaktivititen bzw. -stabilitidten zum
verwendeten organischen Losungsmittel stellt das log P-Konzept dar. Der log P ist der
dekadische Logarithmus des Verteilungskoeffizienten eines Stoffes in einem
Wasser/Octanol-Gemisch (Doukyu & Ogino, 2010). Die Anwendung dieses Konzeptes ist
dabei auf Losungsmittel der gleichen Funktionalitdt begrenzt (Khmelnitsky ef al., 1991). In
der Regel wird davon ausgegangen, dass Losungsmittel mit einem hohen log P-Wert
aufgrund ihres hydrophoben Charakters enzymvertriaglicher sind. Dennoch konnte gezeigt
werden, dass das Konzept in der Regel allein nicht ausreichend ist, um die Zusammenhénge
zwischen der Natur des Losungsmittels und der Enzymaktivitdt und -stabilitit zu erkldren

(Doukyu & Ogino, 2010; Kvittingen, 1994).

1.3.2 Tlonische Fliissigkeiten

Neben den konventionellen organischen Losungsmitteln, wurde in den letzten Jahren die
Losungsmittelklasse der ionischen Fliissigkeiten (engl. ionic liquid, 1L) fiir den Einsatz in
der Biokatalyse erforscht. Ionische Fliissigkeiten sind Salze, die in der Regel bereits bei unter
100 °C oder sogar bei Raumtemperatur fliissig sind. Sie bestehen aus jeweils einem Kation
und einem Anion, die nur schwach koordiniert sind. Durch die unterschiedlichen Gréf3en der
Ionen wird eine Kristallisierung des Salzes verhindert (Gorke et al., 2010; Patel et al., 2014).

Eine Auswahl an typisch verwendeten lonen ist in Abbildung 6 gezeigt.

/ \ F F
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Abbildung 6 Auswahl typischer Kationen und Anionen ionischer Fliissigkeiten.

Neben dem geringen Schmelzpunkt zeichnen sie die ILs durch eine geringe Toxizitét, einen
geringen Dampfdruck, hohe chemische und thermische Stabilitdt und eine hohe Polaritét
aus. Aufgrund dieser Vorteile und einer geringen Gefdhrdung der Umwelt wird diese
Losungsmittelklasse auch als griine Losungsmittel bezeichnet (Patel ez al., 2014). Durch die

Kombinationsmdglichkeit der Kationen und Anionen lassen sich die Eigenschaften der ILs
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beeinflussen. So kann die Wahl des Kations die Viskositdt, die Hydrophobizitit, sowie die
Dichte des IL verdndern. Die Wahl des Anions kann wiederum Einfluss auf die
Wasserldslichkeit haben (Huddleston et al., 2001). Anwendung finden die ILs heutzutage
schon in verschiedenen Bereichen. So werden sie als alternative LOsungsmittel in
verschiedenen Reaktionen, beispielsweise in C-C-Spaltungs- oder Kupplungsreaktionen,
oder als direkter Ersatz fiir Séuren eingesetzt (D. Zhao ef al., 2002). Seit 2000 wurde der
Einsatz von ILs auch fiir die Biokatalyse demonstriert. Erbeldinger et al. (2000)
prasentierten als erste eine Biokatalyse in ILs in der Synthese von Aspartam mittels
Thermolysin und konnten eine vergleichbare Enzymaktivitit bei einer gesteigerten
Enzymstabilitét im Vergleich zu den Ergebnissen in organischen Losungsmitteln zeigen. Zur
gleichen Zeiten konnten Madeira Lau ef al. (2000) die Eignung von ILs fiir die Candida
antarctica Lipase B (CALB) in verschiedenen Reaktionstypen, unter anderem der
Umesterung, demonstrieren. Auch in dieser Studie wurden &@hnliche oder verbesserte
Reaktionsgeschwindigkeiten im Vergleich zu denen in organischen Losungsmitteln erreicht.
In den folgenden Jahren konnte die Verwendung verschiedener ILs fiir weitere Lipasen bzw.
Hydrolasen (J. K. Lee & Kim, 2002; Pavlidis et al, 2009) und als Cosolventien fiir
Oxidoreduktasen (de Gonzalo et al., 2007; Herr et al., 2013; Okrasa et al., 2003) gezeigt

werden.

1.3.3 Stark eutektische Losungsmittel

Die Losungsmittelgruppe der stark eutektischen Losungsmittel (engl. deep eutetic solvent,
DES) wird héufig als neue Klasse der ILs angesehen. Jedoch handelt es sich bei beiden
Losungsmitteln um zwei verschiedene Losungsmitteltypen. Waihrend ILs aus einer
Mischung eines Kations und eines Anions bestehen, sind DESs eutektische Mischungen von
Lewis- bzw. Bronstedsiuren und Basen (E. L. Smith ef al., 2014). Ahnlich den ILs zeichnen
sie sich durch einen wesentlich geringeren Schmelzpunkt als ihre Ausgangstoffe, einen
geringen Dampfdruck, geringe Toxizitdt und hohe thermische Stabilitit aus. Vorteile
gegenliber den ILs sind eine bessere biologische Abbaubarkeit, eine vereinfachte
Herstellung und geringere Produktionskosten (Abbott et al., 2004; Durand et al., 2013; E.
L. Smith et al., 2014). Erste Studien auf dem Gebiet der DESs wurden durchgefiihrt durch
das Mischen von Ammoniumsalzen mit verschiedenen Metallsalzen. Abbott et al. (2001)
konnten die Bildung verschiedener Fliissigkeiten durch das Erhitzen einer Reihe von
quartdren Ammoniumsalzen mit Zinkchlorid zeigen. Die Fliissigkeiten wiesen dabei einen

geringeren Schmelzpunkt als die Ausgangsstoffe auf. In weiteren Studien konnte die
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Verwendung verschiedener Wasserstoffbriickenbindungsdonoren an Stelle der Metallsalze
demonstriert werden. Hierbei wurden Carbonsduren, Alkohole und Amide eingesetzt
(Abbott et al., 2004; Zhang et al., 2012). Die Verwendung von Aminosauren, Zuckern oder
bestimmten Sduren als Wasserstoftbriickenbindungsdonoren fiihrte schlussendlich zur
Entwicklung von so genannten natiirlichen DES (NADES), welche als griine Alternative zu
konventionellen organischen Losungsmitteln und zu den ILs gelten (Dai ef al., 2013; Paiva
et al, 2014). Einige Beispicle von quartiren Ammoniumsalzen und

Wasserstoffbriickenbindungsdonoren sind in Abbildung 7 dargestellt.

Abbildung 7 Auswahl quartdrer Ammoniumsalze und Wasserstoffbriickenbindungsdonoren zur Bildung von

DESs.

Anwendung finden DESs unter anderem in der Galvanisierung zur Erzeugung verschiedener
Metalliiberziige, in der Elektropolitur metallischer Gegenstinden, sowie als Losungsmittel
in Synthesen und Biotransformationen (E. L. Smith ef al., 2014). 2008 konnte zum ersten
Mal eine Anwendung von DESs als Losungsmittel in einer Biokatalyse demonstriert werden.
Gorke et al. (2008) konnten die Eignung sowohl fiir die Umesterung von Ethylvalerat und
1-Butanol, als auch fiir die Aminolyse von Ethylvalerat mit 1-Butylamin zeigen. Von den
getesteten Lipasen konnte insbesondere mit der CALB bzw. ihrer immobilisierten Variante
gleichwertige oder bessere Aktivitit in den genannten Reaktionen in einigen DESs im
Vergleich zu Toluol oder ILs erreicht werden. In spéteren Studien konnten DESs in der
Produktion von Biodiesel (H. Zhao et al., 2011; H. Zhao et al., 2013) und in der
Peptidsynthese (Maugeri ef al., 2013) eingesetzt werden. Auch fiir weitere Enzymklassen
konnten in den letzten Jahre DESs erfolgreich verwendet werden, beispielsweise flir die
Benzaldehydlyase (Maugeri & Dominguez de Maria, 2014a) oder in der Reduktion von
Ketonen mit Ganzzellen der Bickerhefe (Maugeri & Dominguez de Maria, 2014Db).
AulBlerdem konnte eine Tandemreaktion mit verschiedenen Organokatalysatoren und der

CALB in DESs demonstriert werden (Miiller ef al., 2014).
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1.3.4 Wasseraktivitit in nicht-wissrigen Systemen

Fiir den Einsatz von Enzymen in nicht-wéssrigen Reaktionen kann der Wassergehalt einen
entscheidenden Faktor fiir die Aktivitdt der Enzyme ausmachen (Bell et al., 1995). Es ist
bekannt, dass Enzyme im Allgemeinen einen gewissen Wassergehalt zur Aufrechterhaltung
ihrer Hydrathiille benotigen. So konnten Zaks und Klibanov (1988) zeigen, dass nicht der
Gesamtwassergehalt, sondern die Menge an am Enzym gebundenem Wasser einen Einfluss
auf die Aktivitdt hatte. Zudem konnten sie demonstrieren, dass die Menge an gebundenem
Wasser nach der Zugabe einer gleichen Wassermenge in unterschiedliche organische
Losungsmittel variierte. So wurde in hydrophoben LoOsungsmitteln eine geringere
Wasserzugabe fiir die maximale Enzymaktivitédt benotigt als in hydrophilen Losungsmitteln.
Es hat sich daher durchgesetzt, die Menge an verfligbarem Wasser in einem System nicht
iiber den Wassergehalt zu definieren, sondern iiber die thermodynamische Grofe der
Wasseraktivitdt (aw). Diese definiert sich als das Verhéltnis des Wasserdampfpartialdrucks
iiber einem Stoff bzw. System zum Sittigungsdampfdruck von reinem Wasser bei einer

konstanten Temperatur (Bell ez al., 1995).

323 1-1
e (1-)

Die Messung der Wasseraktivitdt kann tiber die dquilibriert Gasphase iiber dem System
erfolgen (Valivety et al., 1992). Hierfiir konnen Feuchtigkeitsmessgerite verwendet werden.
Fiir die Einstellung oder das Kontrollieren einer bestimmten Wasseraktivitdat haben sich
verschiedene Methoden etabliert. Die moglicherweise verbreitetste Methode ist das
Aquilibrieren einer einzelnen Komponente iiber einer gesittigten Salzldsung in einem
geschlossenen System (Abbildung 8). Von den geséttigten Salzlosungen sind fiir definierte
Bedingungen die Wasseraktivititen bekannt, die sich in der Gasphase einstellen (Halling,
1994). Diese Methode wurde das erste Mal von Goderis et al. (1987) vorgestellt und eignet
sich sowohl fiir Fliissigkeiten, als auch fiir Feststoffe (Halling, 1992).
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Abbildung 8 Exsikkator als Beispiel fiir ein geschlossenes System zur Einstellung einer gewéhlten

Wasseraktivitit in einem Stoff iiber einer geséttigten Salzlosung.

In Reaktionen, die Wasser verbrauchen oder erzeugen, ist das Kontrollieren der
Wasseraktivitét ein weiterer wichtiger Aspekt. Wehtje ez al. (1993) verwendeten dafiir einen
Siliconschlauch, durch den eine gesittigte Salzlosung durch das Reaktionssystem gepumpt
wurde. Durch das Schlauchmaterial konnte Wasser durch Diffusion sowohl abgegeben als
auch aufgenommen werden. Als bekanntere Methode zum Kontrollieren der Wasseraktivitit
wihrend einer Reaktion hat sich der Einsatz von Salzhydratpaaren, beispielsweise
Na;HPO4-2H,0/Na,HPO4-7H20, im Reaktionssystem bewéhrt. Hierbei werden zwei
verschiedene Hydrate des gleichen Salzes gemischt und zur Reaktion hinzugefiigt. Sie
fungieren als eine Art ,,Puffer”, der jeweils Wasser aufnehmen oder abgeben kann (Halling,
1992).

In den letzten Jahrzehnten konnte gezeigt werden, dass fiir eine maximale
Enzymaktivitit die Einstellung einer bestimmten Wasseraktivitédt entscheidend ist. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass die optimale Wasseraktivitdt von vielen Faktoren abhédngt und
nicht vorausgesagt werden kann. Sie ist abhéngig von der Substratkonzentration, dem
Reaktionstyp und vom Enzym selbst. So konnen beispielsweise Lipasen aus
unterschiedlichen Organismen in der gleichen Reaktion verschiedene optimale
Wasseraktivititen aufweisen (Bovara et al., 1993; Svensson et al., 1994; Wehtje &

Adlercreutz, 1997).

1.4  Stabilisierung von Enzymen

1.4.1 Methodentiibersicht

Fir den Einsatz von Enzymen in nicht-wissrigen Reaktionsmedien ist die wichtigste

Voraussetzung, dass sie eine ausreichend hohe Stabilitét in diesen Medien aufweisen. Ist
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diese unzureichend, muss sie entsprechend erhoht werden. Dafiir wurden in den letzten
Jahrzehnten eine Reihe von physikalischen und chemischen Methoden entwickelt (Ogino &
Ishikawa, 2001). Neben verschiedenen Methoden zur Generierung von Mutanten durch
einen Aminosdurenaustausch im Enzym, hat sich die Immobilisierung von Enzymen als
effektivste und am meisten untersuchte Methode insbesondere in der Industrie entwickelt.
Vorteile bei der Verwendung von Immobilisaten gegeniiber dem Einsatz von freiem Enzym
sind neben der Erhohung der Stabilitit, die Moglichkeit zur Wiederverwendung des
Biokatalysators, eine vereinfachte Produktaufarbeitung und weniger Aufreinigungsschritte.
In einigen Fillen kann durch die Immobilisierung auch eine Erhéhung der Enzymaktivitét
erreicht werden. Nachteilig sind erhohte Produktionskosten durch das Tridgermaterial und
die Herstellung der Immobilisate, sowie mogliche Massentransferlimitierungen durch das
Trégermaterial (Es et al., 2015). Bei der Entwicklung eines Immobilisates eines Enzyms ist
darauf zu achten, dass das Immobilisat sowohl den katalytischen als auch den nicht-
katalytischen Zweck erfiillt. Der katalytische Zweck ist hierbei die Fahigkeit das
ausgewdhlte Substrat umsetzen zu konnen. Der nicht-katalytische Zweck bezieht sich auf
die Moglichkeit den Prozess zu vereinfachen, beispielsweise durch das Abtrennen des
Biokatalysators (Cao, 2006).

Fiir die Immobilisierung von Enzymen stehen grundsétzlich die folgenden Methoden
zur Verfligung (Abbildung 9): eine nicht-kovalente Bindung an eine Trégeroberfliche (A),
eine kovalente Bindung an eine Trédgeroberfliche (B), eine trigerlose und kovalente
Quervernetzung (C), ein Einschluss in eine Matrix (D) und eine Einhiillung in eine Membran

(E) (Es et al., 2015; Hanefeld et al., 2009).
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Abbildung 9 Géngige Immobilisierungsmethoden; A: adsorptive Immobilisierung, B: kovalente
Immobilisierung, C: triagerlose Quervernetzung, D: Einschluss in eine Matrix, E: Einhiillung in eine

Membran.

Die nicht-kovalente bzw. adsorptive Bindung von Enzymen an Trigeroberflichen gehdrt zu
den einfachsten und mit als erstes durchgefiihrten Immobilisierungen. Die Immobilisierung
kann aufgrund der Art der Bindung zwischen dem Enzym und der Trageroberfliche weiter
unterschieden werden. Die gédngigsten Bindungen sind dabei hydrophobe oder hydrophile
Wechselwirkungen, van-der-Waals-Bindungen, = Wasserstoffbriickenbindungen  oder
ionische Wechselwirkungen (Cao, 2006). Die Methode ist im Vergleich zu anderen
Methoden einfach und giinstig in der Durchfiihrung. Da chemische Modifikationen der
Enzymoberfliche nicht notwendig sind, ist sie sehr schonend hinsichtlich der
Enzymaktivitit. Limitierend ist die geringe Desorptionsstabilitit aufgrund der Bindungsart.
Daher ist diese Art der Immobilisierung nicht fiir den FEinsatz in wéssrigen
Reaktionssystemen, sondern fiir organischen Losungsmitteln am besten geeignet (Brady &
Jordaan, 2009).

Den nicht-kovalenten Immobilisierungen steht direkt die Verkniipfung eines Enzyms
mit der Trigeroberflache iiber eine chemische Bindung gegeniiber. Hierfiir werden am
hiufigsten die Lysine auf der Oberfliche verwendet. Diese konnen mit Epoxid-Gruppen
oder Aldehyden auf der Triageroberfliche reagieren. Fiir die Verkniipfung sind teilweise

zusiatzlich Quervernetzer wie Glutardialdehyd notwendig. Durch die kovalente Bindung der
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Enzyme ist die Desorptionsstabilitdt deutlich erhoht, daher ist diese Methode insbesondere
fiir wéssrige Reaktionssysteme geeignet. Zudem kann die Stabilitit gegeniiber
denaturierenden Faktoren deutlich erhoht werden, da das Enzym in seiner Flexibilitdt
eingeschrinkt ist und eine Entfaltung erschwert wird. Diese Einschriankung kann auf der
anderen Seite zu einer Abnahme der Aktivitdt fithren, insbesondere durch
Mehrfachverkniipfungen zwischen dem Enzym und der Trégeroberfliche oder
Konformationsdnderungen (Hanefeld ez al., 2009; Mateo et al., 2007).

Eine kovalente Bindung der Enzymmolekiile untereinander ist ebenfalls moglich.
Diese trdgerlosen Enzymaggregate werden als CLEA (engl. Cross Linked Enzyme
Aggregate) bezeichnet. Dabei wird im ersten Schritt zundchst das Enzym in Losung
aggregiert, beispielsweise durch Zugabe von Aceton und im zweiten Schritt werden die
Enzymmolekiile mittels multifunktionaler Quervernetzer wie Glutardialdehyd verkniipft.
Als Abstandshalter zwischen den Enzymmolekiilen kdnnen weitere Proteine, beispielsweise
Albumin, zur Verbesserung der Aktivitit eingesetzt werden (Hanefeld et al., 2009; Sheldon,
2007). Vorteil dieser Methode ist die Vermeidung der Nachteile der trdgervermittelten
kovalenten Immobilisierung. Jedoch bietet diese Methoden nicht die genannten Vorteile bei
Verwendung eines Tréigers, sodass keine ausreichende mechanische Stabilitit der Aggregate
gewdhrleistet werden kann (Hanefeld et al., 2009; Murty et al., 2002).

Der Einschluss eines Enzyms wird typischerweise erreicht durch Verwendung eines
Polymers, das in situ um das Enzyms gebildet wird. Das Enzym wird dabei in die Hohlrdume
des Polymers in seinem nativen Zustand eingebettet. Diese Methode ist sehr schonend, da
die Konformation des Enzyms nicht verdndert wird. Nachteilig konnen zusétzlich
Massentransferlimitierungen durch die Polymermatrix auftreten (Es et al., 2015; Hanefeld
et al.,2009).

Bei der Einhiillung von Enzymen wird eine semipermeable Membran oder ein
membrandhnliches Gebilde verwendet, welche eine Diffusion der Edukte und Produkte
ermdglichen. Ahnlich dem Einschluss ist diese Methode fiir das Enzym sehr schonend,
jedoch kénnen durch die Membran Massentransferlimitierungen auftreten (Es ef al., 2015;

Murty et al., 2002).

1.4.2 Sol-Gele

Die Verwendung von Sol-Gelen zur Immobilisierung ist eine der bekanntesten und am
hiufigsten verwendeten Varianten fiir den Einschluss von Lipasen in eine Polymermatrix.

Sol-Gele sind chemisch inerte Silicamaterialien, die in situ aus Pracursor-Molekiilen durch
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Hydrolyse und Kondensation gebildet werden (Abbildung 10). Als Pricursor konnen
verschiedene Silane eingesetzt werden, typischerweise Tetramethoxysilan (TMOS) in
Mischung mit Alkylsilanen. Die Eigenschaften des Gels, wie die Partikel- und Porengrof3e,
lassen sich iiber die Polymerisierungsbedingungen beeinflussen. Das nach Abschluss der
Gelierung erhaltene feuchte Gel, dessen Poren mit Wasser und Alkoholen gefiillt sind, wird
als Aquagel bezeichnet. Zur Trocknung des Aquagels existieren zwei Moglichkeiten. Durch
Trocknung bei Normaldruck wird das Xerogel erhalten. Die Methode ist relativ simpel,
jedoch besitzt das Xerogel nicht mehr die dreidimensionale Struktur des Aquagels, da das
Gel durch die dabei wirkenden Kapillarkrifte schrumpft. Zum Erhalt der Struktur kann als
weitere Moglichkeit die Porenfliissigkeit durch {iberkritisches Kohlenstoffdioxid ersetzt
werden. Nach Abdampfen des Gases verbleibt das Aerogel zuriick, dessen dreidimensionale
Struktur der des Aquagels entspricht (Brady & Jordaan, 2009; Cao, 2006; Hanefeld et al.,
2009).
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Normaldruck / Aquagel w‘ocknung

X

Xerogel Aerogel
Abbildung 10 Herstellung eines Sol-Gels aus TMOS.

Der Einsatz der Sol-Gele fiir die Immobilisierung konnte sowohl fiir freie Enzyme als auch
fiir Zellen demonstriert werden (Avnir ef al., 1994). Fiir Lipasen wurde festgestellt, dass das
klassische Sol-Gel aus TMOS zu einem deutlichen Verlust der Aktivitét fiihrt (Reetz et al.,
1995). Durch eine Mischung aus TMOS und verschiedenen Alkylsilanen konnte ein Effekt
der Kettenldnge der Alkylkette der Silanmonomere auf die Enzymaktivitit beobachtet
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werden. So konnte die Aktivitdt der Lipase aus Pseudomonas cepacia deutlich gesteigert
werden durch Erh6hung der Hydrophobizitit des Sol-Gels (Reetz et al., 1995). Jedoch wurde
darauf hingewiesen, dass langere Alkylketten zu einer Verlangsamung des Gelierens fiihren
(Reetz et al., 2003). Die Aktivitit konnte zudem durch das stochiometrische Verhiltnis von
Wasser zu den Silanmonomeren (Reetz ef al., 1996) und durch diec Anwesenheit von
Additiven, beispielsweise Tween® 80 oder 18-Krone-6, beeinflusst werden (Reetz et al.,
2003; Reetz et al., 1996). Die Eignung der Sol-Gele fiir die Immobilisierung konnte auch
fiir weitere Lipasen gezeigt werden (Reetz ef al., 2003; Reetz et al., 1996).
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1.5 Zielsetzung

Fiir die Herstellung pharmazeutisch interessanter o-Hydroxyketone ist die DKR der
korrespondierenden Racemate eine interessante und leistungsfahige Methode. Die dafiir
benotigten Lipasen zeichnen sich insbesondere durch ihre Aktivitdt und Stabilitdt in rein
organischen Losungsmitteln aus. Der Verzicht von Cofaktoren macht diese Enzymklasse fiir
einen industriellen Einsatz besonders attraktiv. Fiir a-Hydroxyketone mit grof3en
Seitenketten hat sich die Lipase TL aus Pseudomonas stutzeri als Biokatalysator als am
geeignetsten gezeigt (Aoyagi et al., 2000; Hoyos et al., 2006). In vorherigen Studien wurde
die Lipase TL erfolgreich mit dem homogenen Shvo-Katalysator fiir eine effektive DKR von
Benzoin und Benzoinderivaten kombiniert und eine strikte (S)-Selektivitdt der Lipase TL
festgestellt (Hoyos et al., 2006; Hoyos, Pace, et al., 2011). Die dabei festgestellte
Thermolabilitdt der Lipase TL wurde durch eine Immobilisierung des Enzyms verbessert
(Hoyos et al., 2008). Um die Reaktion umweltfreundlicher zu gestalten, wurde
2-Methyltetrahydrofuran als Losungsmittel vorgestellt (Hoyos, Quezada, et al., 2011). In
einer weiteren Studie von Nieguth er al. (2014) wurde eine komplett heterogene DKR
etabliert. Hierbei wurde die Lipase TL adsorptiv auf dem Polypropylentriger Accurel
MP1001 immobilisiert und der Shvo-Katalysator durch verschiedene Metallkatalysatoren
ersetzt. Als Modellsubstrat wurde Benzoin verwendet. Das beste Ergebnis der DKR von
Benzoin wurde mit den Katalysator Zr-TUD-1 (25) (im Folgenden stets als Zr-TUD-1
bezeichnet) mit einem Verhéltnis von Silicium zu Zirkonium von 25:1 im Losungsmittel

Toluol erreicht (Abbildung 11).

0 O 0 :
Lipase TL
+ /\)J\O/\

Ao

Benzoin Vinylbutyrat Acetaldehyd (S)-Benzoinbutyrat (R)-Benzoin

Zr-TUD-1

Abbildung 11 DKR eines a-Hydroxyketons am Beispiel von Benzoin als Substrat mittels der Katalysatoren
Lipase TL und Zr-TUD-1.
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Das Reaktionssystem von Nieguth et al. (2014) bildet den Stand der Forschung fiir diese
Arbeit. Hauptziel sollte dabei die Ubertragung der etablierten heterogenen DKR auf weitere
pharmazeutisch relevante o-Hydroxyketone sein. Dafiir sollte zundchst eine generelle
Optimierung der DKR durchgefiihrt werden. Hauptaugenmerk lag bei den folgenden
Teilzielen:

> Optimierung der Immobilisierung der Lipase TL durch Verwendung verschiedener

tragerbasierter und tragerloser Methoden

> Charakterisierung der Wasseraktivitdtsabhdngigkeit der KR und der Racemisierung
> Untersuchung  von  alternativen = Losungsmitteln  zur  Erhohung  der

Umweltfreundlichkeit der heterogenen DKR

Jeder Optimierungsschritt sollte dabei stets iiber die Aktivitdt des Biokatalysators und/oder

des Racemisierungskatalysators und der Stabilitit des Biokatalysators untersucht und

bewertet werden. Als Modellsubstrat wurde zundchst Benzoin verwendet. Das optimierte

Reaktionssystem sollte im Weiteren auf ausgewihlte symmetrische und asymmetrische

a-Hydroxyketone libertragen werden. Dafiir wurden die folgenden Teilziele formuliert:

> Charakterisierung der KR mit der Lipase TL als Biokatalysator hinsichtlich der
Aktivitit und der Enantioselektivitét

> Uberpriifung weiterer alternativer Lipasen im Fall unzureichender Aktivitit und/oder
Enantioselektivitdt der Lipase TL

> Etablierung und Optimierung der DKR der ausgewihlten a-Hydroxyketone

Als weiteres Ziel dieser Arbeit sollte die Co-Immobilisierung der Lipase TL und des
Zr-TUD-1 als proof of concept untersucht werden mit den folgenden Teilzielen:

> Untersuchung etablierter Methoden aus der Literatur

> Charakterisierung des Co-Immobilisates hinsichtlich der Enzymbeladung und der

Performance in der DKR
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht gesondert aufgelistet, mindestens
analysenrein iiber die Zulieferer Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), Carl Roth (Karlsruhe,
DE) oder VWR (Darmstadt, DE) bezogen.

Tabelle 3 Spezialchemikalien.

Chemikalie Zulieferer Reinheit
[BMIM][BF4] Carl Roth, Karlsruhe, DE >99%
[BMIM][PF6] Carl Roth, Karlsruhe, DE >99%
[OMIM][BF4] Carl Roth, Karlsruhe, DE >99%
[OMIM][PF6] Carl Roth, Karlsruhe, DE >99%
Butyltrimethoxysilan ABCR, Karlsruhe DE 97%
Decyltrimethoxysilan ABCR, Karlsruhe DE 98%
Diacetoxyzirconiumoxid TCI, Eschborn DE 20% in H,O
Dodecyltrimethoxysilan ABCR, Karlsruhe DE 95%
Ethyltrimethoxysilan ABCR, Karlsruhe DE 97%
Hexadecyltrimethoxysilan ABCR, Karlsruhe DE 90%
Hexyltrimethoxysilan ABCR, Karlsruhe DE 97%
iso-Butyltrimethoxysilan ABCR, Karlsruhe DE 97%
Methyltrimethoxysilan ABCR, Karlsruhe DE 97%
Natriumfluorid ABCR, Karlsruhe DE 99%
Octadecyltrimethoxysilan ABCR, Karlsruhe DE 97%
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, -

Waltham, MA, USA
Vinylbutyrat TCI, Eschborn DE >98%
Zirconiumpropoxid Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 70 wt% in 1-Propanol

USA
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2.1.2 Trager

Tabelle 4 Trager.
Triagerbezeichnung Hersteller
EC-EA S Resindion, Binasco, ITA
EC-EAM Resindion, Binasco, ITA
EC-HA S Resindion, Binasco, ITA
EC-HA M Resindion, Binasco, ITA
EC-HFA S Resindion, Binasco, ITA
EC-HFA M Resindion, Binasco, ITA
ECR1090 Purolite, Llantrisant, UK
ECR8804 Purolite, Llantrisant, UK
ECR8806 Purolite, Llantrisant, UK
ECR1030 Purolite, Llantrisant, UK
ECR8310 Purolite, Llantrisant, UK
ECR8319 Purolite, Llantrisant, UK
ECR8405 Purolite, Llantrisant, UK
ECR8417 Purolite, Llantrisant, UK
ECR8205 Purolite, Llantrisant, UK
ECR8214 Purolite, Llantrisant, UK
ECR4204 Purolite, Llantrisant, UK
IB-EC1 Chiral Vision, Leiden, NED
IB-S861 Chiral Vision, Leiden, NED
IB-S500 Chiral Vision, Leiden, NED
IB-S60P Chiral Vision, Leiden, NED
IB-S60S Chiral Vision, Leiden, NED
IB-150A T1 Chiral Vision, Leiden, NED
IB-150A T1-RS Chiral Vision, Leiden, NED
IB-150P Chiral Vision, Leiden, NED
IB-150A Chiral Vision, Leiden, NED
IB-D152 Chiral Vision, Leiden, NED
IB-C435 Chiral Vision, Leiden, NED
IB-A161 Chiral Vision, Leiden, NED
IB-A171 Chiral Vision, Leiden, NED
IB-A369 Chiral Vision, Leiden, NED
Accurel MP1001 Membrana, Wuppertal, DE
Celite 503 Merck, Darmstadt, DE
Celite 545 Merck, Darmstadt, DE
Celite R632 Imerys Filtration Minerals, San José, CA, USA

Celite R633 Imerys Filtration Minerals, San José, CA, USA
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2.1.3 Enzyme und Proteine

Tabelle 5 Enzyme und Proteine.

Bezeichnung Zulieferer Form
CALB immo plus c-LEcta, Leipzig, DE Immobilisat
] Meito Sangyo Co., Ltd., Nagoya, .
Lipase TL Lyophilisat
JPN
BSA Carl Roth, Karlsruhe, DE Lyophilisat

2.1.4 Spezielle Gerite

Tabelle 6 Spezielle Geriite.

Gerét Typ Hersteller

HeiBluftgebldse HG 2310 LCD Steinel, Herzebrock-Clarholz, DE
HPLC Smartline Knauer, Berlin, DE
HPLC-Pumpe K-501 Knauer, Berlin, DE
Kontinuierlicher ] )

Riihrkesselreaktor ) Eigenanfertigung
Mehrstellenmagnetriihrer RT 15 power IKA Werke, Staufen, DE
Mikrotiterplattenlesegerat Infinite M200 Tecan, Mannedorf, CH
Thermoschiittler MHR 13 DITABIS, Pforzheim, DE
Feuchtemessgerét HMT337 Vaisala, Vantaa, FIN

2.2 Bereitstellung von Biokatalysatoren

2.2.1 Bereitstellung der rekombinaten Benzaldehydlyase

Die Expression der Benzaldehydlyase (BAL) erfolgte in dem rekombinanten Stamm
Escherichia coli SG13009 (pBAL-His6). Der Stamm wurde vom Lehrstuhl fiir
Biotechnologie der RWTH Aachen zur Verfiigung gestellt.

Fiir die Vorkultur wurden 10 mL TB-Medium (siehe Tabelle 7), 10 pL Ampicillin-
Losung (100 mg/mL) und 10 pL Kanamycin-Losung (50 mg/mL) in einem 50 mL
Erlenmeyerkolben vorgelegt und eine E. coli-Kolonie hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte
tiber Nacht bei 37 °C bei 180 rpm. Fiir die Hauptkultur wurden 200 mL TB-Medium mit
200 pL. Ampicillin-Lésung (100 mg/mL) und 200 pL Kanamycin-Losung (50 mg/mL) mit
10 mL Vorkultur inokuliert. Die Hauptkultur wurde bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Das
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Wachstum der Bakterien wurde photometrisch, durch Messung der OD600 verfolgt. Nach
dem Erreichen eines OD600-Werts von 0,7 wurde die BAL-Expression durch Zugabe von
200 pL IPTG-Losung (800 mM) induziert. Die Kultur wurde fiir 3 h bei 27 °C und 180 rpm
inkubiert. Die Zellernte erfolgte fiir 10 min bei 8000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,5) resuspendiert. Der Aufschluss
der Zellen erfolgte durch eine Ultraschallbehandlung auf Eis mit 5 Zyklen mit 1 min
Behandlung und 2 min Pause. Unlosliche Bestandteile wurden fiir 20 min bei 14.000 rpm
abgetrennt. Der Uberstand wurde bei -80 °C eingefroren und lyophilisiert. Das gewonnene

Rohextraktlyophilisat der BAL wurde direkt weiterverwendet.

Tabelle 7 Zusammensetzung des TB-Mediums.

Medium Volumen [L] Substanz Konzentration [g/L]
TB-Medium 0,9 Trypton 12,0

Hefeextrakt 24,0

Glycerol 5,0
10xTB-Salz 0,1 KH,PO4 23,1

KoHPO4 1254

2.2.2 Immobilisierung der Lipase TL auf Trdgern mittels adsorptiver Bindung

Aus dem LipTL-Préaparat wurde eine 30 mg/mL Ldsung in 200 mM Kaliumphosphatpuffer
(pH 6,2) hergestellt. Die Suspension wurde dabei fiir 1,5 h bei Raumtemperatur (RT) und
900 rpm geriihrt. Zur Abtrennung unldslicher Bestandteile wurde die Suspension fiir 10 min
bei 7500 rpm  zentrifugiert ~und  eine  Probe  des  Uberstands  zur
Proteinkonzentrationsbestimmung entnommen. Pro Ansatz wurden 0,5 g Tragermaterial
(Trockenmasse) in 15 mL GlasgefdBen mit Bordelrand vorgelegt. Bei einem Wassergehalt
des gewéhlten Tragers <5% wurde dieser mit 3,79 mL Ethanol iiberschichtet und fiir 30 min
inkubiert. Der Triger wurde anschlieend entweder direkt weiterverwendet oder zweimal
mit 5 mL Kaliumphosphatpuffer gewaschen. Trigermaterialien mit einem Wassergehalt von
>5% wurden mit 5 mL Kaliumphosphatpuffer (200 mM, pH 6,2) gespiilt und
weiterverwendet. 10 mL der vorbereiteten LipTL-Losung wurde zu den Trigern
hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte fiir 4 h bis 24 h bei 40 °C auf einem Schiittler
(340 rpm). Es wurde nach Ablauf der Inkubationszeit erneut eine Probe des Ubelstands zur
Bestimmung der Beladung entnommen und die Immobilisate zweimal mit 5 mL

Kaliumphosphatpuffer (200 mM, pH 6,2) gewaschen. Nach Filtration der Immobilisate
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mithilfe einer Vakuumpumpe wurden sie in einem Exsikkator bei Normaldruck und RT iiber

Silica Gel fiir mindestens 5 Tage getrocknet. Die Lagerung erfolgte anschlieBend bei 4 °C.

2.2.3 Immobilisierung der Lipase TL auf Trdgern mit freien Aminogruppen

Aus dem LipTL-Praparat wurde eine 30 mg/mL Ldsung in 200 mM oder 20 mM
Kaliumphosphatpuffer (pH 6,2) hergestellt. Die Suspension wurde dabei fiir 1,5 h bei
Raumtemperatur (RT) und 900 rpm geriihrt. Zur Abtrennung unldsliche Bestandteile wurde
die Suspension fiir 10 min bei 7500 rpm zentrifugiert und eine Probe des Uberstands zur
Proteinkonzentrationsbestimmung entnommen. Pro Ansatz wurden 0,5 g Tragermaterial
(Trockenmasse) in 15 mL Glasgefilen mit Bodrdelrand vorgelegt, mit 5 mL
Kaliumphosphatpuffer (200 mM oder 20 mM, pH 6,2) gewaschen und mit 2 mL
Glutardialdehydlosung (2% v/v im Kaliumphosphatpuffer) fiir 1 h bei RT geschiittelt
(800 rpm). Der Uberstand wurde abgenommen, die Triger mit 5 mL Kaliumphosphatpuffer
(200 mM oder 20 mM, pH 6,2) gewaschen und 10 mL der vorbereiteten LipTL-Losung
hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte fiir 18 h bei 30 °C auf einem Schiittler (150 rpm). Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde eine weitere Probe des Uberstands zur Bestimmung der
Beladung entnommen und die Immobilisate nacheinander mit 5 mL Kaliumphosphatpuffer
200mM oder 20mM, pH 6,2), 5SmL 0,5M Natriumchloridlésung (im
Kaliumphosphatpuffer gelost) und 5 mL Kaliumphosphatpuffer (200 mM oder 20 mM,
pH 6,2) gewaschen. Nach Filtration der Immobilisate mithilfe einer Vakuumpumpe wurden
sie in einem Exsikkator bei Normaldruck und RT {iber Silica Gel fiir mindestens 5 Tage

getrocknet. Die Lagerung erfolgte anschlieBend bei 4 °C.

2.2.4 Immobilisierung der Lipase TL auf Tragern mit freien Epoxidgruppen

Aus dem LipTL-Priparat wurde eine 30 mg/mL Losung in 200 mM oder 1M
Kaliumphosphatpuffer (pH 6,2) hergestellt. Die Suspension wurde dabei fiir 1,5 h bei
Raumtemperatur (RT) und 900 rpm geriihrt. Zur Abtrennung unlosliche Bestandteile wurde
die Suspension fiir 10 min bei 7500 rpm zentrifugiert und eine Probe des Uberstands zur
Proteinkonzentrationsbestimmung entnommen. Pro Ansatz wurden 0,5 g Tragermaterial
(Trockenmasse) in 15 mL Glasgefilen mit Bodrdelrand vorgelegt, mit 5 mL
Kaliumphosphatpuffer (200 mM oder 1 M, pH 6,2) gewaschen und 10 mL der vorbereiteten
Lipase-TL-Losung hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte zunédchst bei 30 °C fiir 18 h auf
einem Schiittler (150 rpm) und weitere 20 h ohne Schiitteln. Spéter wurde die Dauer auf 18 h

unter Schiitteln reduziert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde eine weitere Probe des
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Uberstands zur Bestimmung der Beladung entnommen und die Immobilisate nacheinander
mit 5mL Kaliumphosphatpuffer (200mM oder 1M, pH 6,2), 5SmL 05M
Natriumchloridlésung (im Kaliumphosphatpuffer gelost) und 5 mL Kaliumphosphatpuffer
(200 mM oder 1 M, pH 6,2) gewaschen. Nach Filtration der Immobilisate mithilfe einer
Vakuumpumpe wurden sie in einem Exsikkator bei Normaldruck und RT iiber Silica Gel fiir

mindestens 5 Tage getrocknet. Die Lagerung erfolgte anschlieBend bei 4 °C.

2.2.5 Immobilisierung der Lipase TL auf Tragern mittels ionischer Bindung

Aus dem LipTL-Préparat wurden fiir die Trdger mit Carboxygruppen unterschiedliche
Ldsungen mit einer Konzentration von 30 mg/mL in 200 mM Citratpufter (pH 5,1 und 5,6)
und 200 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6,1) hergestellt. Fiir Trdger mit quartiren
Aminogruppen wurden 30 mg/mL Lésungen in 200 mM Kaliumphosphatpuffer (7,1 und
7,6) und 200 mM HEPES-Puffer (pH 8,1) vorbereitet. Die Suspension wurde dabei fiir 1,5 h
bei Raumtemperatur (RT) und 900 rpm geriihrt. Zur Abtrennung unloslicher Bestandteile
wurde die Suspension fiir 10 min bei 7500 rpm zentrifugiert und eine Probe des Uberstands
zur Proteinkonzentrationsbestimmung entnommen. Pro Ansatz wurden 0,5 g Trigermaterial
(Trockenmasse) in 15 mL Glasgefden mit Bordelrand vorgelegt und mit 5 mL des
gewihlten Puffers gespiilt. 10 mL der vorbereiteten LipTL-Losung wurden zu den Tragern
hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte fiir 4 h bei 40 °C auf einem Schiittler (340 rpm). Es
wurde nach Ablauf der Inkubationszeit erneut eine Probe des Ubelstands zur Bestimmung
der Beladung entnommen und die Immobilisate zweimal mit 5 mL des jeweiligen Puffers
gewaschen. Nach Filtration der Immobilisate mithilfe einer Vakuumpumpe wurden sie in
einem Exsikkator bei Normaldruck und RT iiber Silica Gel fiir mindestens 5 Tage

getrocknet. Die Lagerung erfolgte anschlieend bei 4 °C.

2.2.6 Immobilisierung der Lipase TL in ein Sol-Gel

Der Einschluss der Enzyme in einem Sol-Gel erfolgte nach dem Protokoll von Reetz ef al.
(1996). Als Silankomponeten wurden Tetramethoxysilan (TMOS), Methyltrimethoxysilan
(MTMS), Ethyltrimethoxysilan (ETMS), Butyltrimethoxysilan (BTMS), iso-
Butyltrimethoxysilan (iBTMS), Hexyltrimethoxysilan (HTMS), Decyltrimethoxysilan
(DTMS), Dodecyltrimethoxysilan (DDTMS), Hexadecyltrimethoxysilan (HDTMS) und
Octadecyltrimethoxysilan (ODTMS) ausgewdbhlt.

Aus dem LipTL-Préparat wurde eine 30 mg/mL Losung in 200 mM Kaliumphosphatpuffer
(pH 6,2) hergestellt. Die Suspension wurde dabei fiir 1,5 h bei Raumtemperatur (RT) und
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900 rpm geriihrt. Zur Abtrennung unlosliche Bestandteile wurde die Suspension fiir 10 min
bei 7500 rpm zentrifugiert. 400 uL LipTL-Ldsung, 365 pL. dest. Wasser und 6 mmol der
gewihlten Silankomponente wurden in einen 8 mL Glasgefdl vorgelegt und kriftig
gemischt. Nach dem Erreichen einer homogenen Losung wurde die Polymerisierung durch
Zugabe von 100 pL NaF-Losung (1 M) gestartet und die Losung erneut kriftig gemischt.
Aufgrund der Wirmeentwicklung wurde das Glasgefdl fiir 10 min in ein Eisbad gestellt.
Zur vollstindigen Auspolymerisierung des Sol-Gels wurde das Glasgefdl fiir 24 h
geschlossen stehen gelassen. Die Trocknung des Gels erfolgte im gedffneten Glasgefal3 fiir
4-14 Tage bei RT. Das Gel wurde anschlieBend gemorsert und jeweils mit 20 mL dest
Wasser, 2-Propanol und Hexan gewaschen. Das Gel wurde erneut fiir 24 h getrocknet und

die Lagerung erfolgte anschlieend bei 4 °C.

2.3 Charakterisierung von Biokatalysatoren und Chemo-Katalysatoren

2.3.1 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976)

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration und der Beladungen von Trdgern wurde das
kommerzielle Bradfordreagenz Roti®-Nanoquant genutzt. Die Kalibrierung wurde mit
Rinderserumalbumin (BSA), gelost in destilliertem Wasser, im Konzentrationsbereich von
20 pg/mL bis 100 pg/mL vorgenommen. Das Bradfordreagenz wurde 1:5 und die Proben
mit unbekannter Proteinkonzentration mit unterschiedlichen Volumina an destillierten
Wasser verdiinnt. In einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurden 50 uL Probe vorgelegt und
200 pL vorbereitete Bradfordlésung hinzugegeben und fiir 5 min bei RT inkubiert. Die
Messung der Absorption erfolgte nach Herstellervorgabe photometrisch bei 590 nm und bei
450 nm. Der Quotient der Wellenldngen ODsossso wurde zur Berechnung der
Proteinkonzentration verwendet. Die Beladung der Triager wurde iiber die Abnahme der
Proteinkonzentration wahrend der Immobilisierung bezogen auf die Trigertrockenmasse

bestimmt.

2.3.2 Proteinbestimmung nach einer Bradford-Variation

Fiir die direkte Bestimmung der Proteinbeladung der Sol-Gele wurde eine Variante des
Bradfordtest nach Bonde et al. (1992) eingesetzt. 1 mg Sol-Gel wurden vorgelegt und mit
400 pl dest. Wasser und mit 1,6 mL Roti®-Nanoquant (1x) {iberschiittet. Die Suspension
wurde flir 30 min bei RT inkubiert und bei 13400 rpm fiir 1 min zentrifugiert. 250 uLL
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wurden vom Uberstand entnommen und die Absorption photometrisch bei 465 nm
gemessen. Die Kalibrierung erfolgte mit BSA in einem Konzentrationsbereich von

20 pg/mL bis 100 pg/mL.

2.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bicinchoninsdure-Test (P. K. Smith

et al., 1985)

Der Test wurde fiir die Bestimmung der Beladung fiir Sol-Gele der LipTL verwendet. Es
wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit benutzt. Die Kalibrierung erfolgte erneut mit
BSA in einem Konzentrationsbereich von 50 pg/mL bis 2 mg/mL. 30 mg wurden vorgelegt
und mit 75 pL dest. Wasser tliberschichtet. Es wurde 600 pL BCA-Firbelosung hinzugefiigt
und die Suspension fiir 30 min bei 37 °C und 1400 rpm inkubiert. Die Suspension wurde
I min bei 13400 rpm zentrifugiert und 225ul  vom Uberstand in eine
96-Wellmikrotiterplatte transferiert. Die Messung der Absorption wurde bei 562 nm
durchgefiihrt.

2.3.4 Wasseraktivititseinstellung

Zur Wasseraktivititseinstellung wurden neun Salzen mit bekannten Wasseraktivititswerten
(aw) verwendet. Ausgewihlt wurde LiCl, Kaliumacetat (KAc), MgClz, KoCO3, Mg(NOs3)2,
NaBr, NaCl, KCl und K>SO4. Aus den Salzen wurden gesittigte Salzlosungen mit
zusitzlichem Bodensatz in dest. Wasser hergestellt. Die Suspensionen wurden in
geschlossene Schottflaschen oder Exsikkatoren iiberfithrt und fiir mindestens 2 Tage bei
25 °C oder 50 °C gelagert. Im Fall einer vollstdndigen Auflosung aller Salzkristalle wurde
weiteres Salz hinzugegeben.

Alle Reaktionsbestandteile wurden in den benétigten Mengen separat liber den
gesittigten Salzlosungen in geschlossenen Behéltern gelagert. Ausnahme waren dabei die
Feststoffe, welche gemeinsam inkubiert werden konnten. Die Inkubation erfolgte bei 25 °C
oder 50 °C. Die benétigte Zeit zum Erreichen des aw-Wertes in den Bestandteilen wurde mit
einem Feuchtemessgerdt (HMT337) tliberpriift. Nach der Inkubation wurden entweder die
spezifischen Aktivititen (2.3.5), die Racemisierung von (R)-Benzoin (2.3.6) oder die
Prozessstabilitét (2.4.4) untersucht.
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2.3.5 Bestimmung der spezifischen Aktivitit, der Substratspezifitit und

Enantioselektivitit

Die  Untersuchung der spezifischen  Aktivititen,  Substratspezifititen = und
Enantioselektivititen verschiedener Lipasenprdparate wurde {iber die Umesterung
unterschiedlicher a-Hydroxyketone realisiert. Es wurden als Substrate Benzoin, Furoin,
PAC und HPP verwendet. Als Acyldonor fiir die Umesterung wurde stets Vinylbutyrat
verwendet.

Typischerweise wurden Losungen der a-Hydroxyketone in unterschiedlichen
Losungsmitteln in Konzentrationen von 94 mM bis 471 mM hergestellt. Als Losungsmittel
wurden organische Losungsmittel, ionische Fliissigkeiten (ILs) oder DESs verwendet. Im
Fall einer nicht vollstindigen Losung der Substrate bei RT wurde das Gemisch mit einem
HeiBluftgebldse erwdrmt oder einige Zeit (bis zu 1 h) bei 50 °C auf einem Thermoschiittler
geschiittelt.

Pro Ansatz wurden 20 mg Lipasenimmobilisat, 10-20 mg Lipasenlyophilisat oder
100 mg Sol-Gel in 1,5 mL Reaktionsgefdfle vorlegt und 1 mL (bei Immobilisaten oder
Lyophilisaten) oder 0,5 mL (bei Sol-Gelen) der vorbereiteten Substratlosung hinzugefiigt.
Die Suspension wurde fiir 10 min bei 50 °C bei 1100 rpm geschiittelt. Durch Zugabe von
3 oder 6 eq Vinylbutyrat wurde die Reaktion gestartet und die Suspension weiterhin bei
50 °C und 1100 rpm geschiittelt. In regelmaBigen Zeitabstdnden wurden durch das Septum
im Deckel der Reaktionsgefile 10-30 uL Probe mittels einer gasdichten Spritze
entnommen. Die Proben wurden in 1 mL 2-Propanol verdiinnt. Im Fall der
Lipasenlyophilisate, Immobilisate mit sehr kleinen Durchmessern und Sol-Gele wurde die
verdiinnte Probe fiir 2 min bei 13400 rpm zentrifugiert und 950 pL des Uberstands
entnommen. Bei Verwendung der ILs wurde die verdiinnte Probe fiir einige Zeit gevortext
und nach Absetzen der IL-Phase 900 uL vom Uberstand entnommen. Die fertigen Proben
bzw. Uberstinde wurden mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (high
performance liquid chromatography, HPLC) untersucht. Die spezifische Aktivitit, sowie

das Hauptprodukt und dessen ee wurden bestimmt.

2.3.6 Racemisierung von (R)-Benzoin

Zur Charakterisierung der Racemisierungskatalysatoren unter verschiedenen Bedingungen
wurde die Racemisierung von (R)-Benzoin untersucht. Hierbei wurde gereinigtes (R)-
Benzoin verwendet (siehe 2.5.3). Typischerweise wurden die Racemisierungskatalysatoren

mindestens 8 h bei 100 °C gelagert, um adsorbiertes Wasser aus den Poren zu entfernen. In
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einem Schlenkkolben wurden 10—40 mg Katalysator und ein sternformiger Magnetriihrer
vorgelegt und drei Schlenkzyklen vollzogen. Als Inertgas wurde Stickstoff verwendet.
500 uL (R)-Benzoinlosung (47 mM in 2-MeTHF, Toluol oder CPME) wurden im
Stickstoffgegenstrom hinzugefiigt. Der Kolben wurde in einem Wasserbad bei 50 °C bei
300 rpm geriihrt und zu gewéhlten Zeitpunkten im Stickstoffgegenstrom 10 pL Proben
entnommen. Die Proben wurden in 500 pL 2-Propanol verdiinnt und fiir 2 min bei
13400 rpm zentrifugiert. 450 pL des Uberstands wurde mittels HPLC analysiert und der ee

des (R)-Benzoins bestimmt.

2.3.7 Dynamisch kinetische Racematspaltung

1040 mg Zr-TUD-1 wurden in einen Schlenkkolben vorgelegt und fiir mindestens 8 h bei
100 °C getrocknet. Nach dem Abkiihlen des Kolbens wurden 5-10 mg immobilisierte LipTL
und ein sternformiger Magnetriihrstab hinzugefiigt und an der Schlenklinie drei
Schlenkzyklen vollzogen. Als Inertgas wurde Stickstoff verwendet. Im Fall der
Hybridkatalysatoren wurde 20 mg des Katalysators in einen Schlenkkolben vorgelegt, ein
sternformiger Magnetriihrstab hinzugefiigt und drei Schlenkzyklen vollzogen. Im
Stickstoffgegenstrom wurden 0,5 mL Substratldsung hinzugefiigt. Typischerweise lag die
Substratkonzentration bei 94 mM und es wurden die Substrate Benzoin, Furoin, PAC und
HPP verwendet. Nach 10 min Inkubation wurden durch Zugabe von 6 eq. Vinylbutyrat im
Stickstoffgegenstrom die Reaktion gestartet. Der Schlenkkolben wurde in einem Wasserbad
bei 50 °C bei 300 rpm gerithrt. Zu gewihlten Zeitpunkten wurden 10 pL Probe im
Stickstoffgegenstrom entnommen und mit 500 pL 2-Propanol verdiinnt. Die Proben wurden
fiir 2 min bei 13400 rpm zentrifugiert und 450 pL vom Uberstand entnommen und der
Umsatz und der ee des Hauptprodukts mittels HPLC analysiert.

2.3.8 Wiederholung der dynamisch kinetische Racematspaltung

Die DKR erfolgte in den einzelnen Zyklen analog zu 2.3.7. Zum Recycling der
Katalysatoren wurde nach Beendigung eines Zyklus der Uberstand vollstéindig entnommen.
Dafiir wurde eine Spritze mit angeschlossenem HPLC-Filter verwendet. Die Katalysatoren
wurden zweimal mit 2 mL des Losungsmittels der DKR gewaschen. Durch erneute
Substratzugabe wurde ein neuer Zyklus gestartet. Die Reaktionszeit wurde in jedem Zyklus

konstant gehalten.
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2.4 Bestimmung von Stabilitdten

2.4.1 Mechanische Stabilitdt der Trigermaterialien

Die Bestimmung der mechanischen Stabilitdt der Tréger fiir die Immobilisierung erfolgte in
Anlehnung an Wiemann et al. (2009). 100 mg Trager wurden in einem 50 mL Becherglas
vorlegt und mit 5 mL Laurinséure iiberschichtet. Die Suspension wurde fiir 2 h bei 60 °C in
einem Wasserbad geriihrt. Die Partikel wurden filtriert und mit warmem 2-Propanol (rund
100 mL) gewaschen. Nach der Trocknung erfolgte die Analyse mittels
Rasterelektronenmikroskop (REM, siehe 2.6.1).

2.4.2 Desorptionsstabilitidt der Immobilisate

Die Bestimmung des Desorptionsverhaltens von Enzymen in Abhéngigkeit des verwendeten
Trégers erfolgte nach einem Protokoll von Wiemann (2010). 100 mg Immobilisat wurde in
einem 100 mL Becherglas vorgelegt und mit 25 mL eines Acetonitril-Wasser-Gemisches
(1:1) iiberschichtet. Die Suspension wurde fiir 1 h bei 50 °C in einem Wasserbad geriihrt.
Nach definierten Zeitpunkten wurde 1 mL Probe entnommen, 1 min bei 13400 rpm
zentrifugiert und der Uberstand lyophilisiert. Der entstandene Feststoff wurde in 1 mL dest.

Wasser resuspendiert und der Proteingehalt mittels Bradfordtest (2.3.1) bestimmt.

2.4.3 Aufbau und Charakterisierung eines CSTR’s fiir die Prozessstabilitit

Fiir Versuche unter kontinuierlichen Bedingungen wurde ein Riihrkesselreaktor (continuous
stirred-tank reactor, CSTR) realisiert. Dieser bestand aus einem 6 mL Glasreaktor
angeschlossen an eine HPLC-Pumpe (K-501) (sieche Abbildung 26). Der Zulauf erfolgt
durch eine Edelstahlkapillare im Deckel mit einem Innendurchmesser von 1 mm und der
Ablauf durch eine Teflon-Kapillare mit einem Innendurchmesser von 1 mm. Vor den Ablauf
wurde ein Edelstahlsieb mit einer Maschenweiten von 10 pM befestigt. Als Dichtungen
wurden Teflonscheiben verwendet. Zur Durchmischung wurden sternférmige
Magnetriihrstabchen verwendet. Die Probenentnahme erfolgte am Ablauf.

Zur Etablierung und Charakterisierung wurde der Einfluss der Rithrgeschwindigkeit
auf die Durchmischung und damit auf die Verweilzeitverteilung untersucht. Dafiir wurden
StoBmarkierungen bei unterschiedlichen Riihrgeschwindigkeiten durchgefiihrt. Der
Durchfluss wurde konstant bei 0,5 mL/min gehalten und Riihrgeschwindigkeiten von 250—
1500 rpm eingestellt. Zusétzlich wurde bei 1100 rpm 50 mg Immobilisat zusétzlich
hinzugefiigt. Der CSTR wurde mit reinem 2-MeTHF geflutet und die Pumpe gestoppt. Das
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Zulaufgefall wurde gewechselt und eine Benzoinldsung (co =20 mg/mL) in 2-MeTHF wurde
mit 0,5 mL/min in den Reaktor gepumpt. Alle 5 min wurden 30 pL Probe am Ablauf
entnommen und in 1 mL 2-Propanol verdiinnt. Die Konzentration des Benzoins (c(t)) in den
Proben wurde mittels HPLC untersucht. Die Zunahme der Benzoinkonzentration in

Abhingigkeit der Zeit ergab die Verweilzeitsummenkurve F(t).

F(t)z% @-1)

Aus dieser konnte die Verweilzeitverteilung E(t) bestimmt werden.

E(t)zdFTEt) (2-2)

2.4.4 Prozessstabilitit der Immobilisate

Die Messung der Prozessstabilitit wurde in dem unter 2.4.3 beschriebenen CSTR
durchgefiihrt. Es wurde eine Riihrgeschwindigkeit von 500 rpm festgelegt. Der Durchfluss
betrug abhingig von der spezifischen Aktivitit des zu untersuchenden Lipasenpriparates
0,5-1 mL/min. Dadurch wurde ein maximaler Umsatz von 10% gewdhrleistet, um einen
Effekt der Abnahme der Substrate und Zunahme der Produkte auf die Stabilitit zu
verhindern. Alle CSTR-Versuche wurden mit Benzoin bei einer Konzentration von
10 mg/mL durchgefiihrt, um zu verhindern, dass das Benzoin, je nach dessen Loslichkeit im
gewihlten Losungsmittel, in den Leitungen oder in der Pumpe auskristallisierte.
Typischerweise wurden 50 mg Immobilisat im Reaktor vorgelegt und eine
Substratlosung an die Pumpe angeschlossen. Die Substratlosung bestand neben 10 mg/mL
Benzoin gelost in unterschiedlichen organischen Losungsmitteln aus 3eq. Vinylbutyrat. Der
Reaktor wurde mit der Substratlosung geflutet unter Verdringung des gesamten
Luftvolumens. Der Reaktor wurde mittels eines Olbades auf 50 °C temperiert und die
Substratlosung mit der gewéhlten Durchflussrate durch den Reaktor gepumpt. Zu definierten
Zeitpunkten wurden 30 pL Probe am Ablauf entnommen und mit 500 uL 2-Propanol
verdiinnt. Die Zu- bzw. Abnahme des Umsatzes wurde mittels HPLC analysiert. Nach
Erreichen eines maximalen Umsatzes konnte die Prozessstabilitit des Lipasenpréparats
unter den gewihlten Reaktionsbedingungen durch die Abnahme des Umsatzes {iber die

Halbwertzeit bestimmt werden (siche 3.1.9).
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2.5 Synthesen

2.5.1 Synthese von stark eutektischen Losungsmitteln

Fiir die Synthese unterschiedlicher stark eutektischer Losungsmittel (deep eutetic solvent,
DES) wurden als Ammoniumsalz Cholinchlorid und Ethylammoniumhydrochlorid gewéhlt.
Als Wasserstoffdonor wurden Harnstoff, Glycerin, Stearinsdure, Benzoin, Oxalséure,
Isosorbid, Maleinsdure, Lavulinsdure und Phenylpropionsdure untersucht. Jeweils ein
Ammoniumsalz und ein bis zwei Wasserstoffdonoren wurden in einem gewahlten molaren
Verhiltnis in eine Schottflasche eingewogen. Fiir Cholinchlorid wurde ein Verhiltnis von
1:2 bzw. 1:1:1 zum Wasserstoffdonor oder zu den Wasserstoffdonoren gewahlt, fiir
Ethylammoniumhydrochlorid 1:1,5. Die Mischung wurde fiir 1 h bis 24 h bei 100 °C gertihrt
bis zur Bildung einer einphasigen Losung. Die Wasseraktivitit wurde mit einem
Feuchtigkeitssensor (HMT337) iiberpriift. Bei DESs mit Werte {iber a,>0,05 wurde am
Rotationsverdampfer iiberschiissiges Wasser entfernt. Die weitere Trocknung alles DESs

erfolgte in einem Exsikkator fiir 3 Tage iiber Silica Gel unter vermindertem Druck.

2.5.2 Synthese von (R)-2-Hydroxy-1-phenylpropan-1-on

Die Synthese von (R)-2-Hydroxy-1-phenylpropan-1-on ((R)-HPP) erfolgte in Anlehnung an
das Protokoll von Stillger et al. (2006). 4 mg lyophilisierter BAL-Rohextrakt wurden in
800 uL  Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 8, 25mM MgSO4, 0,5mM
Thiaminpyrophosphat) gelost und 200 uL. Dimethylsulfoxid hinzugefiigt. Die Reaktion
wurde gestartet durch Zugabe von 1 uLL Benzaldehyd und 3,4 pL Acetaldehyd. Die Losung
wurde bei 25 °C und 1000 rpm geschiittelt. Nach 8 h wurde eine Probe entnommen und mit
500 uL Ethylacetat extrahiert. Nach Trennung der Phasen wurden zur organischen Phase

500 puL 2-Propanol hinzugefiigt und die Probe mittels HPLC analysiert.

2.5.3 Synthese von (S)-Benzoinbutyrat und (R)-Benzoin

Die Synthese von (§)-Benzoinbutyrat und (R)-Benzoin wurde zusammen realisiert. Dafiir
wiirde die AnsatzgroBe des Aktivititstests (siehe 2.3.5) entsprechend vergroflert und das
(S)-Benzoin vollstindig umgesetzt.

Es wurden 100 mL Tetrahydrofuran vorgelegt und 3,1 g immobilisierte LipTL auf
Accurel MP1001, sowie 3 g Benzoin (1 eq) hinzugefiigt- Nach Zugabe von 5,4 mL (6 eq)
wurde das Gemisch bei RT iiber Nacht geriihrt. Der Umsatz des (S)-Benzoins wurde mittels

HPLC iiberpriift. Nach Erreichen des vollstindigen Umsatzes wurde die Reaktionsldsung
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gefiltert und die Losung am Rotationsverdampfer eingeengt. Das erhaltende gelbliche Ol
wurde in einer geringen Menge Dichlormethan aufgenommen. Zur Reinigung des Gemischs
erfolgte eine Trennung mittels Kieselgelsdulenchromatographie. Als Laufmittel wurde
Hexan/Ethylacetat in einem Verhiltnis von 5:1 verwendet. Die Reinigung wurde mittels
Diinnschichtchromatographie iiberpriift. Die Substanzen wurden mittels einer UV-Lampe
sichtbar. Als Laufmittel wurde Hexan/Ethylacetat in einem Verhiltnis von 5:1 verwendet.
Die Fraktionen mit (S)-Benzoinbutyrat und (R)-Benzoin wurden jeweils getrennt gesammelt
und am Rotationsverdampfer eingeengt. (R)-Benzoin wurde als leicht gelblicher Feststoff
und (S)-Benzoinbutyrat als gelber Feststoff erhalten. Die Reinheit der beiden Substanzen
wurde mittels HPLC und 'H-NMR iiberpriift, dabei ergab sich in beiden Fillen eine Reinheit

von >98%.

2.5.4 Synthese von Benzoinbutyrat

Die Synthese von racemischen Benzoinbutyrat erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von
Hoyos et al. (2006). 637 mg Benzoin (1 eq) wurden in 9 mL Dichlormethan gelost. 334 mg
Triethylamin (1,1 eq) und 479 mg Butyrylchlorid (1,1 eq) wurden hinzugegeben und die
Losung fiir 20 h bei RT geriihrt. Die Losung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und
in Dichlormethan aufgenommen. Die Reinigung erfolgte analog zu Kapitel 2.5.3. Das
Produkt wurde als gelber Feststoff erhalten, dessen Reinheit von 98% mittels HPLC

bestimmt wurde.

2.5.5 Synthese Zr-TUD-1 (25)

Die Synthese des Zr-TUD-1 erfolgte nach dem Protokoll von Ramanathan et al. (2006). In
einem Becherglas wurden 2,98 g Zirconiumpropoxid (70% in 1-Propanol) in 25 mL
2-Propanol vorlegt und mit 33,8 g Tetraethylorthosilicat vermischt. Die Losung wurde fiir
5 min geriihrt und eine Mischung aus Triethanolamin (24,5 g) und dest. Wasser (18,5 mL)
hinzugefiigt. Zur gebildeten Emulsion wurden 20,1 g Tetraecthylammoniumhydroxid unter
starkem Riihren hinzugetropft. Nach 1 h Riithren wurde die klare Fliissigkeit fiir 24 h bei
Raumtemperatur gealtert und bei 98 °C fiir 24 h getrocknet. Das gelbe Gel wurde in einem
Teflonautoklaven bei 180 °C fiir 6 h hydrothermal behandelt und in der Anwesenheit von

Luft zweimal bei 600 °C fiir 10 h mit einer Temperaturrampe von 1 k/min calciniert.
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2.5.6 Synthese von Zr-SBA-1 (25)

16,7 g Pluronic 123 wurden in einem Becherglas vorgelegt und mit 275 mL entionisiertem
Wasser gelost. Nach Zugabe von 9,7 g konzentrierter Salzsdure wurde die Suspension 3 h
bis zur vollstindigen Auflosung des Feststoffes geriihrt. Die Losung wurde auf 40 °C
erwarmt und 35,9 g Tetraethylothosilicat und 31,1 g Diacetoxyzirconium(IV)oxid (20% in
H>0) hinzugefiigt. Die Mischung wurde fiir 20 h bei 35 °C geriihrt und in einen
Teflonautoklaven {iberfiihrt. Die hydrothermale Behandlung unter autogenem Druck
erfolgte fiir 24 h bei 100 °C. Der weil3e Feststoff wurde mit 500 mL dest. Wasser gewaschen
und tiber Nacht bei 100 °C getrocknet. Die Calcinierung erfolgte bei 540 °C fiir 8 h mit einer

Temperaturrampe von 1 k/min.

2.5.7 Synthese von modifiziertem Zr-TUD-1

Um eine Immobilisierung der LipTL auf dem Racemisierungskatalysator Zr-TUD-1 zu
ermoglichen, wurde dieser nach dem Protokoll von Shakeri ef al. (2010) modifiziert. 200 mg
Zr-TUD-1 wurden fiir 12 h bei 140 °C getrocknet und in einem Schlenkkolben vorgelegt. Es
wurden 3 Schlenkzyklen mit N> als Inertgas vollzogen. 20 mL wasserfreies Toluol und
520 pL 3-Aminopropyltriethoxysilan wurden im Stickstoffgegenstrom hinzugefiigt und die
Losung bei 120 °C bei 500 rpm fiir 12 h in einem Olbad refluxiert. Die modifizierten Partikel
wurden filtriert und zweimal mit 5 mL und einmal mit 5 mL Aceton gewaschen. Die
Trocknung erfolgte fiir 12 h bei 140 °C. Die Immobilisierung erfolgte analog der Triger mit
freien Aminogruppen (2.2.3).

2.6  Analytik

2.6.1 Rasterelektronenmikroskopie

Zur Untersuchung der Oberfliche und der GroBenverteilung der zur Immobilisierung
verwendeten Trager oder Immobilisate vor und nach mechanischer Belastung wurden
REM-Aufnahmen am Institut fiir Botanik der Technischen Universitdt Dresden angefertigt.
Die Partikel wurden auf einem Probenteller mittels doppelseitiger Klebefolie befestigt und

mit einer Schicht Gold besputtert.
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2.6.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

Die Analytik aller Reaktionen und Synthesen erfolgte per HPLC. Hierfiir wurde eine

Smartline-Anlage von Knauer (Berlin, DE) verwendet. Als Eluent wurde stets ein Gemisch

aus Hexan und 2-Propanol in unterschiedlichen Verhiltnissen genutzt. Die Detektion

erfolgte mittels eines Diodenarry-Detektors bei einer von der zu analysierenden Substanz

abhingigen Wellenldnge. Als Saule wurde bei allen Methoden die Chiralpak TA (250 mm x

4,6 mm) von Daicel (Tokyo, JPN) verwendet. Von allen Proben wurde stets 10 puL

eingespritzt. In Tabelle 8 bis Tabelle 11 sind alle verwendeten Methoden, sowie die

zugehorigen Retentionszeiten der Analyten, zu finden.

Tabelle 8 HPLC-Methoden und Parameter: Laufmittelverhdltnis, Durchfluss, Saulentemperatur und

Detektionswellenlénge.

Verhiltnis Durchfluss Sdulentemperatur ~ Detektions-
Methode )

Hexan:2-Propanol  [mL/min] [°C] wellenldnge [nm]
Benzoin 90:10 1,5 40 243
Furoin 90:10 2,0 15 270
PAC/HPP 95:5 1,5 15 206 und 243

Tabelle 9 Analyten und Retentionszeiten der Benzoin-Methoden.

Substanz Retentionszeit [min]
Benzil 3,4
(R)-Benzoinbutyrat 3,7
(S)-Benzoinbutyrat 4,3
(R)-Benzoin 7,4
(S)-Benzoin 8,4

Tabelle 10 Analyten und Retentionszeiten der Furoin-Methode.

Substanz

Retentionszeit [min]

(R)-Furoinbutyrat
(S)-Furoinbutyrat
Furil

(S)-Furoin
(R)-Furoin

4
4.4
4.8
8,6
10,3
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Tabelle 11 Analyten und Retentionszeiten der PAC/HPP-Methode.

Substanz

Retentionszeit 206 nm [min]

Retentionszeit 243 nm [min]

PPD
(R)-HPP-Butyrat
(R)-PAC-Butyrat
(S)-PAC-Butyrat
(S)-HPP-Butyrat
(S)-HPP
(8)-PAC
(R)-PAC
(R)-HPP

3,2
3,9
3,9
42
5,1
7,2
7,7
8,2
9,4

3,2
3,9
5,1
72

9,4
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Immobilisierung der Lipase TL

3.1.1 Methodenauswahl

Basierend auf den Ergebnissen der vorrausgegangenen Arbeiten (siche 1.2.2) wurde der
Fokus dieser Arbeit auf die Untersuchung der tridgerbasierten und der
Sol-Gel-Immobilisierung gelegt. Im Fall der tragerbasierten Immobilisierung wurde in den
bisherigen Studien nur eine geringe Anzahl an verfiigbaren Trigermaterialien untersucht.
Fiir eine umfangreiche Studie wurden daher 37 verschiedene kommerzielle Triager bezogen,
darunter Trigermaterialien filir eine adsorptive, fiir eine kovalente und eine ionische
Immobilisierung. Auch in der Verwendung von Sol-Gelen fiir die LipTL wurden bisher nur
wenige Variationen untersucht. Diese wurden als Ausgangspunkt fiir weitere Optimierungen
genutzt. Alle hergestellten Immobilisate sollten zunichst hinsichtlich ihrer Beladung und
ihrer spezifischen Aktivitét in der KR von Benzoin untersucht werden. Die Immobilisate mit
den hochsten spezifischen Aktivititen wurden im weiteren Schritt auf ihre Stabilitét
untersucht. Hierfiir wurde die Stabilitdt der Trdgermaterialien gegeniiber mechanischer
Belastung, die Desorptionsstabilitit und die Prozessstabilitdt der Immobilisate ermittelt und

bewertet.

3.1.2 Adsorptive Immobilisierung der Lipase TL

Grundlage fir die Untersuchung der verschiedenen Trédger fiir eine adsorptive
Immobilisierung bildete die optimierte Methode auf Accurel MP1001 (Nieguth ef al., 2014).
Diese wurde bereits optimiert fiir die Parameter Proteinkonzentration, Pufferkonzentration,
pH-Wert des Puffers, Immobilisierungstemperatur und Immobilisierungsdauer. Fiir eine
erste Durchmusterung der vorhandenen Triger und deren Vergleich untereinander wurden
alle Immobilisierungen analog dieser Methode durchgefiihrt. Alle in dieser Arbeit
verwendeten Triger fiir eine adsorptive Immobilisierung der LipTL, sowie deren
Eigenschaften sind in Tabelle 12 aufgefiihrt. Der Accurel MP1001 wird im Folgendem stets

als Accurel bezeichnet.
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Tabelle 12 Tréger fiir die adsorptive Immobilisierung mit den zugehdrigen Tragereigenschaften.

Funkt. Oberfléche Partikelgrofie Porengrofie
Trager Material
Gruppen [m?/g] [wm] [nm]

Accurel Polypropylen - 35 400-1000 50-500
ECR1090 Polystyrol - >750 150-300 90-110
ECR8804 Methacrylat Octadecyl k. A. 150-300 35-45
ECR8806 Methacrylat Octadecyl >80 150-300 50-70

DVB/
ECR1030 - >90 300-710 20-30

Methacrylat
IB-EC1 Polyacrylat - k. A. 350-700 k. A.
IB-S861 Polystyrol - k. A. 350-700 k. A.
IB-S500 Polypropylen - k. A. 150-1500 k. A.
IB-S60P Silica - k. A. 60-200 15
IB-S60S Silica - k. A. 60-200 25
IB-150A T1 Polyacrylat - k. A. 150-300 45
IB-150A TI-

Polyacrylat - k. A. 150-300 45
RS
Celite 503 Silica - k. A. 100 k. A.
Celite 545 Silica - k. A. 20-100 k. A.
Celite R632 Silica - k. A. 595-1410 7000
Celite R633 Silica - k. A. 297-595 6500

Neben dem Material und der Oberfliche der Triger, ist der Porendurchmesser ein
entscheidender Faktor bei der Immobilisierung. In der Regel sollte er dreimal groBer als der
Durchmesser des Enzyms sein, um eine Diffusion in die Poren zu erméglichen (Peper et al.,
2011). Von der LipTL ist der Durchmesser nicht bekannt, daher wurde als Vergleichslipase
die Lipase B aus Candida antarctica (CALB) verwendet, deren molare Masse grof3er ist, als
die der LipTL. Durch Kristallstrukturanalysen ist ein durchschnittlicher Durchmesser von
Snm in Wasser fiir diese Lipase bekannt (Sate et al, 2007). Bei den Trigern mit
angegebenen Porendurchmessern sind alle Werte wenigstens fiinffach groBer. Fiir die
ibrigen Trager wurden dhnliche Dimensionen der Poren angenommen und somit alle Triager
fiir die Immobilisierung der LipTL als geeignet erachtet. Zur Bewertung der Immobilisate
wurde jeweils die Proteinbeladung der Tréiger, sowie die spezifische Aktivitit der
Immobilisate in der KR von Benzoin bestimmt. Abbildung 12 fasst die dabei erhaltenen

Ergebnisse zusammen.
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Abbildung 12 Proteinbeladung der Tréager und spezifische Aktivitiat der Immobilisate mit adsorptiv
gebundener LipTL.

Beim Vergleich der Proteinbeladungen wurden die hochsten Werte auf Trigern aus
Polystyrol, Methacrylat und Polyacrylat erreicht. Trdger aus Polypropylen und Silica
ergaben hingegen relativ niedrige Beladungen. Die hochsten spezifischen Aktivitdten der
LipTL von 74,5 und 85,6 U/gimmo. wurden wiederum auf den Tragern Accurel und IB-S500
aus Polypropylen, gefolgt von den Trigern aus Methacrylat, mit Ausnahme von IB-EC1,
und Polyacrylat erreicht. Geringe bis kaum messbare Aktivitidten wurden mit Immobilisaten
aus Polystyrol, Silica und aus dem Copolymer Divinylbenzol/Polyacrylat bestimmt. Es
scheint somit ein direkter Zusammenhang zwischen dem Oberflaichenmaterial und der
Eignung eines Tragers fiir die Immobilisierung der LipTL zu existieren. Ein
Erklarungsansatz ist die Polaritdt der verschiedenen Oberflachen. Fiir die LipTL konnte
bereits eine Hyperaktivierung an hydrophoben bzw. unpolaren Oberfldchen nachgewiesen
werden (Hoyos et al., 2008; Nieguth et al., 2014). Als Grund wurde unter anderem eine
Stabilisierung der aktiven Konformation der Lipase postuliert, durch eine Offnung des Lids
iber dem aktiven Zentrum der Lipase. Von den hier getesteten Tridgern sind die Materialien
Polypropylen und Polystyrol am unpolarsten, gefolgt von den Tragern aus Methacrylat und
Polyacrylat. Die hochste Polaritét besitzen die Silica-Trédger. Die spezifische Aktivitét folgt
tendenziell dieser Reihenfolge. Eine grole Ausnahme bilden die Triager aus Polystyrol, die
trotz ihrer unpolaren Oberflache nicht geeignet scheinen. Ein dhnlicher Zusammenhang
zwischen Aktivitdt und verwendeten Tragern wurde ebenfalls fiir die CALB gefunden. Hier

ergaben sich die hochsten Aktivitdten mit Immobilisaten auf Polypropylentrdgern. Fiir die
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Immobilisate auf Polystyrol und Polyacrylat wurden je nach Tréger sehr unterschiedliche
Ergebnisse erhalten, sodass keine allgemeine Tendenz aufgrund des Trigermaterials
festgestellt werden konnte (Nakaoki et al., 2005). Ein weiterer Grund kann trotz der Eignung
in den unterschiedlichen Porengréfen gefunden werden. Durch einen zu geringen
Porendurchmesser kann die Flexibilitdt der Lipase eingeschriankt sein, wodurch die Lipase
zwar in die Poren diffundieren kann, aber die fiir die Katalyse notwendige
Konformationsédnderung nicht moglich ist (Cao, 2006). So konnte fiir die Lipase aus
Rhizomucor miehei gezeigt werden, dass die Aktivitét erst ab einer Porengréf3e von >100 nm
unabhéngig von dieser ist (Bosley & Clayton, 1994). Dieser Einfluss kann hier
beispielsweise zwischen den Trigern ECR8804 und ECR8806 beobachtet werden, da der
ECR8806-Triager nahezu doppelt so groBle Poren besitzt. Accurel auf der anderen Seite
besitzt, neben den Celite-Tragern, die grofiten Poren gegeniiber den restlichen Trigern,
wodurch auch hier ein zusétzlicher positiver Einfluss neben dem Material auf die spezifische
Aktivitit denkbar ist. Jedoch unterscheiden sich die in der Literatur angebenden Werte der
Porengrof3e dieses Tréagers, weshalb hier der Bereich von 50-500 nm angenommen wurde
(Findeisen et al., 2014; Nieguth ef al., 2014; Sabbani et al., 2006; Séverac et al.,2011). Beim
Vergleich der zwei in dieser Arbeit verwendeten Polypropylentrdger Accurel und IB-S500
ist es auffdllig, dass die LipTL auf dem IB-S500-Tréger eine hohere spezifische Aktivitét
bezogen auf das Tragergewicht aufweist. Mit Beachtung der Beladung ergibt sich fiir beide
Immobilisate eine anndhernd gleiche spezifische Aktivitit bezogen auf die Proteinmasse. So
weist die LipTL auf dem Accurel eine Aktivitdt von 3527 U/gprotein und auf dem IB-S500
von 3519 U/gprotein auf. Die Aktivitit ist bei den beiden Trager daher scheinbar lediglich
abhingig von dem Tragermaterial und nicht von weiteren Parametern wie beispielsweise der
Partikelgrofe.

Die Hohe der Beladung und die Art der Beladung kann als weiterer Grund fiir die
erhaltenen Ergebnisse der restlichen Immobilisate gefunden werden. Fiir die
Immobilisierung auf dem Accureltrdger wird in der Literatur aufgrund der Anwesenheit von
Fremdproteinen in dem LipTL-Prédparat eine Art Reinigungseffekt, durch die selektive
Adsorption der LipTL, vermutet (Maraite et al., 2013; Nieguth et al., 2014). Bei den Trigern
mit wesentlich hoheren Beladungen und polaren Oberfldchen ist demnach eine Bindung der
Fremdproteine nicht auszuschliefen. Moglichweise ist die Affinitit dieser Proteine an
polarere Oberflichen hoher als die der LipTL, wodurch sich wesentlich geringere
spezifische Aktivitdten ergeben wiirden. Ebenfalls nicht auszuschlieBen ist die Bildung von

Multiproteinschichten durch die Bindung von groeren Mengen an LipTL und
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Fremdproteinen. Diese Schichten konnten zu Diffusionsbarrieren und somit zu geringeren
Aktivititen bezogen auf die gebundene Proteinmenge gefiihrt haben (Al-Duri & Yong,
2000). Auf die Bildung von Multiproteinschichten konnen insbesondere die
Oberfldchengrofe und die Porengrofle einen entscheidenden Einfluss haben. Da diese Werte
aber nicht von allen Herstellern der Trager angegeben wurden, kann dieser Faktor hier nicht
ausreichend diskutiert werden.

An dieser Stelle wurde stattdessen ein weiterer Zusammenhang in den
unterschiedlichen Immobilisierungsmethoden vermutet. Zu trockenen Tragern wurde stets
Ethanol hinzugefiigt, da diese, im Fall von beispielsweise Accurel und IB-S500, aufgrund
ihrer Hydrophobizitét sonst nicht mit dem Immobilisierungspuffer benetzt werden konnten.
Das Ethanol wurde vor der Zugabe der LipTL-Ldsung nicht entfernt bzw. ausgewaschen.
Alle weiteren Trager wurden bereits von den Herstellern in einem feuchten Zustand, so auch
die hydrophoben Tréiger aus Polystyrol, ausgeliefert. Bisher wurde nicht untersucht, ob diese
zusétzliche Anwesenheit von Ethanol wéhrend der Immobilisierung einen Einfluss auf die
Beladung oder die spezifische Aktivitdit der Immobilisate hat. Fiir eine bessere
Vergleichbarkeit und eine mogliche Optimierung der Immobilisierungsmethoden wurden
daher an dieser Stelle unterschiedliche Ansitze verfolgt. Auf der einen Seite wurde das
Ethanol nach der Inkubation mit den trockenen Tragern durch Spiilen mit der Pufferlosung
ohne LipTL wieder entfernt und die Immobilisierung durchgefiihrt. Als Beispieltrager wurde
hierfiir der Accureltriger ausgewdhlt. Die Trager mit einer Feuchtigkeit >5% wurden auf der
anderen Seite zundchst getrocknet und anschlieBend mit Ethanol inkubiert. Die
Immobilisierung wurde anschlieBend ohne Entfernung des Ethanols durchgefiihrt. Fiir
diesen Versuch wurden die Trager mit den hochsten spezifischen Aktivitdten, IB-150A T1
und ECR8806, sowie fiir den Polystyroltrager ECR1090 ausgewdhlt.
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Abbildung 13 Proteinbeladung der Triger und spezifische Aktivitit der Immobilisate mit adsorptiv
gebundener LipTL nach Optimierung durch Entfernung oder Zugabe von Ethanol wéhrend der

Immobilisierung.

Abbildung 13 fasst die erhaltenen Ergebnisse dieser Optimierungsversuche zusammen.
Uberraschenderweise konnte tatsichlich ein positiver Effekt der Anwesenheit des Ethanols
wihrend der Immobilisierung auf die spezifische Aktivitdt im Fall des Accurel-Triagers
nachgewiesen werden. Mdoglichweise unterstiitzt das Ethanol das Vorliegen der LipTL in
der aktivierten Konformation. Ein dhnlicher Ansatz wurde von Basso et al. (2000) als
verbesserte Immobilisierungsmethode fiir die Peptidsynthese mit Thermolysin vorgestellt.
Hierbei wurde, statt Ethanol, Toluol fiir eine Benetzung der Trigeroberfliche vor Zugabe
der Enzymlosung verwendet. Fiir die weiteren getesteten Triger konnte dieser positive
Effekt des Ethanols nicht nachgewiesen werden. In allen Fillen erniedrigte sich die Aktivitat
oder war nicht mehr messbar. Auffillig ist zudem, dass sich die Beladung verringerte. Dies
konnte beim Accurel-Triager nicht beobachtet werden. Es liegt die Vermutung nah, dass sich
aufgrund der vorherigen Trocknung der feucht gelieferten Trager die Integritdt verdndert
haben konnte, beispielsweise durch das Zusammenziehen des Materials, was zu einer
Verkleinerung der Poren gefiihrt haben konnte.

Auf Grundlage der erhaltenen Ergebnisse wurde im néchsten Schritt die bereits
vorgestellte Immobilisierungsmethode nach Basso et al. (2000) getestet und das Ethanol
gegen ein hydrophobes Losungsmittel ausgetauscht. Da sich in der weiteren Arbeit
Cyclopentylmethylether (CPME) (sieche 3.3.2) als sehr geeignetes organisches
Losungsmittel fiir die LipTL prisentierte, wurde dieses anstatt Toluol ausgewéhlt. Die

Immobilisierung wurde weiterhin nach der Standardmethode durchgefiihrt. Ausgewaihlt
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wurden die beiden Polypropylentriager Accurel und IB-S500, sowie der ECR8806, da dieser
mit Ethanol eine messbare Restaktivitit aufwies. Alle Trdger wurden erneut in der

getrockneten Variante eingesetzt.
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Abbildung 14 Proteinbeladung der Trager und spezifische Aktivitdt der Immobilisate nach Inkubation der
getrockneten Triger mit CPME und anschlieBender Immobilisierung der LipTL.

In Abbildung 14 sind die erhaltenen Ergebnisse der Proteinbeladung und spezifischen
Aktivititen nach der Inkubation mit CPME im  Vergleich zu den
Standardimmobilisierungsmethoden aufgefiihrt. Die FEignung der in der Literatur
vorgestellten Methode konnte in keinem Fall fiir die LipTL nachgewiesen werden. Fiir alle
Immobilisate wurden eine verringerte Beladung sowie kaum messbare Aktivitdten ermittelt.
Einen Grund fiir die Ergebnisse zu finden, gestaltet sich an dieser Stelle schwierig. Der
Unterschied in der Verwendung von Ethanol oder CPME liegt in der Wassermischbarkeit.
Wihrend Ethanol und Wasser ohne Einschrinkung mischbar sind, konnte bei CPME
wéhrend des Experimentes die Bildung einer zweiten Phase bestehend aus einer Suspension
aus dem CPME und dem Tréger beobachtet werden. Daher war im Fall des CPME keine
Dispersion des Trigers im Immobilisierungspuffer moglich. Dies konnte einen
entscheidenden Einfluss auf die Immobilisierung durch die Verkleinerung der Kontaktflédche
zwischen der Triageroberfliche und dem Immobilisierungspuffer gehabt haben. Es kann
zudem nicht ausgeschlossen werden, dass durch das CPME eine unbekannte Menge Protein,
beispielweise das angesprochene Fremdprotein, denaturiert sein konnte. Durch die
Bestimmung der Proteinbeladung iiber die Abnahme der Proteinkonzentration im Uberstand,

konnte die Beladung daher als zu hoch angesehen worden sein.
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Schlussendlich wurden von den hier getesteten Tragern Accurel und IB-S500, aufgrund der
tiberragenden spezifischen Aktivitdt der LipTL auf diesen Trédgermaterialien, ausgewahlt fiir

weitere Untersuchungen.

3.1.3 Kovalente Immobilisierung liber Trager mit Aminogruppen

In der Literatur wurde bisher die Immobilisierung iiber aminofunktionalisierte Trager fiir die
LipTL nicht beschrieben. Daher wurde fiir die Etablierung der Methode eine Verbindung
der Herstellerempfehlungen und der Methode fiir die adsorptive Immobilisierung auf dem
Accurel gewdhlt. So wurde die Immobilisierungsdauer auf 18 h erhéht und die
Immobilisierungstemperatur auf 30 °C erniedrigt. Der pH-Wert, die Puffersalzkonzentration
sowie die Proteinkonzentration des Immobilisierungspuffers wurden von der Methode der
adsorptiven Immobilisierung {ibernommen. Alle verwendeten Tridger, sowie deren

Eigenschaften, sind in Tabelle 13 aufgefiihrt.

Tabelle 13 Triager fiir die kovalente Immobilisierung an Aminofunktionen mit den zugehorigen

Tréagereigenschaften.

Triger Material Funkt. Oberfldche Partikelgrofie Porengrofie
Gruppen [m%/g] [um] [nm]

EC-EA S Methacrylat Ethylamino k. A. 100-300 1020
EC-EAM Methacrylat Ethylamino k. A. 200-500 1020
EC-HA S Methacrylat Hexylamino k. A. 100-300 1020
EC-HA M Methacrylat Hexylamino k. A. 200-500 10-20
ECRS8310 Methacrylat Ethylamino >70 150-300 85-120
ECRS8319 Methacrylat Ethylamino >50 150-300 160-200
ECR8405 Methacrylat Hexylamino >40 150-300 45-85
ECR8417 Methacrylat Hexylamino >50 150-300 160-220

Beim Vergleich der EC- und ECR-Tréger fiel auf, dass sie sich im Tragermaterial sowie der
funktionellen Gruppen nicht unterschieden. Der entscheidende Unterschied lag in der Grof3e
des Porendurchmessers. So ist dieser bei den EC-Tridgern von Resindion mit 10-20 nm
deutlich kleiner, als die der ECR-Trdger von Purolite. Daher war eine Eignung der
EC-Triager an dieser Stelle bereits fraglich, da schon in der adsorptiven Immobilisierung ein
Einfluss erkennbar war. Nichtdestotrotz wurde die Immobilisierung der LipTL mit allen
Triagern durchgefiihrt und die Beladung sowie die spezifische Aktivitit bestimmt
(Abbildung 15).
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Abbildung 15 Proteinbeladung der Triger mit Aminogruppen und spezifische Aktivitdt der Immobilisate.

Bis auf den EC-EA S wurde auf allen Trégern eine sehr dhnliche Beladung zwischen 50—
60 mg/g erhalten. Auf dem EC-EA S konnte eine maximale Beladung von 70 mg/g erreicht
werden. Aufgrund der bereits erwdhnten Anwesenheit von Fremdprotein, ist hier erneut eine
Immobilisierung dieser sehr wahrscheinlich. Hinsichtlich der Aktivitit ergaben sich auf
allen EC-Triger sehr geringe spezifische Aktivititen der immobilisierten LipTL. Fiir das
EC-EA M-Immobilisat konnte sogar keine messbare Aktivitit nachgewiesen werden. Wie
bereits vermutet, wird hier der geringe Porendurchmesser dieser Triager den Hauptgrund
darstellen. Fiir die ECR-Triger konnten Aktivititen zwischen 23,2 und 57,5 U/gimmo.
ermittelt werden. Fiir die unterschiedlichen Aktivititen dieser Tréger konnen verschiedene
Griinde gefunden werden. Zunidchst scheint es einen Einfluss der Kettenlinge der
funktionellen Gruppen zu geben. Die Triager ECR8405 und ECR8417 besitzen eine
Hexylgruppe und deren Immobilisate wiesen eine hohere Aktivitét auf, als die Immobilisate
auf den Trigern ECR8310 und ECR8319, die eine Ethylgruppe besitzen. Der Grund liegt
moglicherweise in einer erhohten Flexibilitit der Lipase, welche wiederum die fiir die
Katalyse notwendige Konformationsdnderung ermdglicht (Hanefeld et al., 2009). Im
Vergleich der Oberflichen wurden die hochsten Aktivititen auf den Trdgern mit der
groBeren Oberfliche, ECR8310 und ECR8417, bei gleichen funktionellen Gruppen erreicht.
Zwischen den Trigern ECR8405 und ECR8417 kann zudem der wesentlich groBere
Porendurchmesser eine weitere Rolle gespielt haben. Bei den Triagern ECR8310 und
ECR8319 wiederum besitzt der Trager mit der groBeren Oberfliche die kleineren Poren.

Moglichweise erklért dies, warum bei diesen beiden Tridgern der Unterschied der Aktivitit
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geringer ausfillt. Ein weiterer Einflussfaktor konnte die Dichte der funktionalen Gruppen
auf den Trégeroberflichen sein. Diese ist fiir keinen der hier verwendeten Trager bekannt.
Daher kann hier nur spekuliert werden. Durch eine hohe Dichte der funktionellen Gruppen
sind beispielsweise Mehrfachverkniipfungen zwischen der Lipase und dem Triagermaterial
moglich. Diese konnen auf der einen Seite die notwendige Konformationsdnderung
unterbinden, auf der anderen Seite aber auch zu einer erhdhten Stabilitdt fithren (Cao, 2006;
Hanefeld et al., 2009; Mateo et al., 2007). Von der Lipase C, die die aktive Komponente in
dem kommerziellen LipTL-Préparat ausmacht (sieche 1.2.2), ist zudem bekannt, dass eins der
Lider ein Lysin beinhaltet (Maraite et al., 2013). Daher konnte eine kovalente
Immobilisierung dieses Lysins zu einer eingeschrinkten Beweglichkeit des Lids fiihren,
wodurch das aktive Zentrum fiir die Substrate nicht mehr zugédnglich wire.

Fiir die Optimierung der kovalenten Immobilisierung wurde im néchsten Schritt nur
mit dem ECR-Triager weitergearbeitet, aufgrund der sehr niedrigen Aktivitit der EC-Tréger.
Der Hersteller der ECR-Trdger empfiehlt fiir eine effektive Immobilisierung
Konzentrationen des Immobilisierungspuffers zwischen 10 mM und 50 mM. Daher wurde
die Konzentration des Puffers auf 20 mM erniedrigt und die Immobilisierung erneut

durchgefiihrt.

(©)]
o
1

AN
o
1

N
o
1

o
|

Spezifische Aktivitat [U/g, ]

00«\\1\ QQ«\\T\@B«\\I\%@“\N\ ’LQ‘“\\I\ ,Lg«\“\ ’LQ«\N\ ’LQ‘“\\I\
O g™ a0~ ot ?:e?o N0 @% e® 0> ?:bl*'\
CRO7 gCRTT cCRT R O O ¢C

6\

Abbildung 16 Optimierung der spezifischen Aktivitdt der Immobilisate durch Variation der Konzentration

des Inkubationspufters.

In Abbildung 16 sind die spezifischen Aktivititen der Immobilisate auf den vier ECR-Trager
in Abhéngigkeit des Immobilisierungspuffers zusammengefasst. Hinsichtlich der Beladung

konnte kein Unterschied festgestellt werden, weshalb die Daten nicht extra aufgefiihrt
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werden. Beim Vergleich der Aktivititen wurde eine deutliche Abnahme dieser fiir alle
Tréager durch Erniedrigung der Pufferkonzentration erhalten. Offensichtlich hat die
Pufferkonzentration einen wesentlich hoheren Einfluss auf die spezifische Aktivitdt als auf
die Beladung der LipTL. Ein dhnliches Ergebnis wurde fiir die adsorptive Immobilisierung
der Lipase auf dem Accurel-Tréger gefunden (Nieguth, 2013). Hierbei wurde entdeckt, dass
die Aktivitét nicht proportional mit der Beladung durch Erhéhung der Pufferkonzentration
stieg, sondern erst bei einer Konzentration von 200 mM eine signifikante Steigerung der
Aktivitit beobachtet werden konnte. Es wurde daher ein Einfluss der Pufferkonzentration
auf die aktive Konformation der LipTL vermutet. Fiir die weiteren Untersuchungen wurde
aufgrund der Aktivitdit daher der ECR8417-Trdger und als Pufferkonzentration der

Immobilisierung 200 mM ausgewahlt.

3.1.4 Kovalente Immobilisierung iiber Triager mit Epoxidgruppen

Neben der kovalenten Immobilisierung iiber Aminogruppen, wurde die kovalente
Immobilisierung tiber Trager mit Epoxidgruppen auf der Oberflache untersucht. Die LipTL
wurde bisher aktiv auf dem kommerziellen Trager Eupergit C immobilisiert (Aires-Trapote
et al., 2015). Daher wurden weiterte kommerziell erhéltliche Triger fiir eine umfangreiche
Studie bezogen (Tabelle 14). Fiir die Etablierung wurde, &hnlich den Trigern mit
Aminofunktionen, eine  Verbindung der  Herstellerempfehlungen und  der
Immobilisierungsmethode fiir die adsorptive Immobilisierung verwendet. Es wurde eine
Immobilisierungsdauer von 38 h ausgewdhlt, dabei wurde nach 18 h der Schiittler
ausgestellt. Die Immobilisierungstemperatur wurde auf 30 °C erniedrigt. Die restlichen

Parameter wurden analog der adsorptiven Immobilisierung gehalten.

Tabelle 14 Trdger fir die kovalente Immobilisierung an Epoxidgruppen mit den zugehorigen

Tragereigenschaften.
Funkt. Oberfldche Partikelgrofie Porengrofie
Trager Material
Gruppen [m?/g] [wm] [nm]
EC-HFA S Methacrylat Amino-Epoxid k. A. 100-300 10-20
EC-HFA M Methacrylat Amino-Epoxid k. A. 200-500 10-20
ECRS8205 Methacrylat Epoxid >80 150-300 45-60
ECRS8214 Methacrylat Epoxid >60 150-300 120-180
Methacrylat/
ECR4204 Epoxid >140 150-300 28-45
Polystyrol
IB-150P Polyacrylat Epoxid k. A. 150-300 40

IB-150A Polyacrylat Epoxid k. A. 150-300 45
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Beim Vergleich der Triger fielen zunichst erneut die relativ kleinen Porendurchmesser,
insbesondere bei den EC-Tragern, auf. Da bei der kovalenten Immobilisierung die
EC-Trager mit Aminogruppen bereits eine sehr geringe Aktivitdt zeigten, lag die Vermutung
nah, dass die EC-Triager mit Epoxidgruppen nicht geeignet sein konnten. Fiir alle Trager
wurden die Beladung und die spezifische Aktivitét ermittelt (Abbildung 17).
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Abbildung 17 Proteinbeladung der Triger mit Epoxidgruppen und spezifische Aktivitdt der Immobilisate.

Die hochsten Beladungen konnten auf den IB- und EC-Trigern ermittelt werden. Aufgrund
fehlender Angaben zu den OberflachengroBen, kann an dieser Stelle keine hinreichende
Erklarung fiir den Unterschied zu den ECR-Triagern gefunden werden. Méglicherweise kann
erneut eine unterschiedliche Anzahl an funktionellen Gruppen auf der Oberfliche fiir den
Trend verantwortlich sein. Auch ist die Immobilisierung von Fremdproteinen nicht
auszuschlieBen. Die hochste Aktivitit von 52,7 U/gimmo wurde mit dem Immobilisat auf dem
Trager ECR8214 erreicht. Im Vergleich der Porengrofen der untersuchten Tréiger ist
auffdllig, dass der Triager ECR8214 die grofSte Porengrofe aufweist. Eine zu geringe
PorengroBe kann, wie bereits diskutiert (siehe 3.1.2), die Flexibilitdt der Lipase zu stark
einschrinken. Bei den verwendeten Trigern ist nicht bekannt, wie hoch die Dichte der
funktionellen Gruppen auf der Trigeroberfliche ist. So kénnen auch hier mehrfache
kovalente Kniipfungen zwischen dem Triger und der Lipase, insbesondere liber das Lysin
des groBen Lids, moglich sein, was wiederum zu einer Verringerung der Aktivitét fiihren
wiirde. Bei den Tragern EC-HFA S und M ist zudem die Epoxidgruppe an eine relativ lange

Kette mit unterschiedlichen Funktionen, wie Ether, einer Hydroxylfunktion und einer
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sekunddren Aminogruppe gekoppelt. Aufgrund der Kettenldinge sind ebenfalls
Mehrfachverkniipfungen denkbar. Ein zusitzlicher Einfluss der weiteren funktionellen
Gruppen kann nicht ausgeschlossen werden. In der Literatur konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass die Verwendung des Trigers EC-HFA mit Amino-Epoxid-Gruppe gegeniiber
anderen kommerziellen Trégern mit Epoxid-Gruppe, zu einer schnelleren Immobilisierung
filhrte. Zudem wurde eine wesentlich geringere Pufferkonzentration bendtigt und die
Stabilitdt von mehreren getesteten Enzymen konnte verbessert werden. Jedoch wurden keine
Angaben zu den Aktivitdten auf den verschiedenen Triagern gemacht (Mateo et al., 2003).
Beim Vergleich der Triagermaterialien fallt zudem auf, dass der Triger ECR4204 eine
Polystyrolmatrix besitzt, welche bei der adsorptiven Immobilisierung schon zu inaktiven
Immobilisaten gefiihrt hat. Ein Einfluss dieses Materials auf die Ausrichtung oder
Konformation der kovalent immobilisierten Lipase ist somit denkbar.

Ein direkter Vergleich mit der Arbeit von Aires-Trapote et al. (2015) ist an dieser
Stelle schwierig. Fiir die Immobilisate der LipTL auf dem synthetisierten Trigermaterial
Poly(GMA-co-HDDMA) wird eine maximale Beladung von 18 mg/g angeben, welche
deutlich niedriger ausfillt, als die hier bestimmten Beladungen. Die spezifische Aktivitit
wurde wiederum nur fiir die Hydrolyse von 4-Nitrophenylpalmitat bestimmt und diese auf
die Aktivitdt des Lyophilisates bezogen. Dabei konnte keine verbesserte Aktivitit ermittelt
werden. Fir das Immobilisat auf dem Tridger Eupergit C konnte zudem nur 45% der
katalytischen Effizienz des freien Enzyms festgestellt werden.

Fir eine Optimierung der hier hergestellten Immobilisate wurde erneut die
Konzentration des Immobilisierungspuffers variiert. Vom Hersteller Purolite wird fiir eine
effiziente Immobilisierung auf Trigern mit Epoxidgruppen ein hochmolarer Puffer von 1 M
oder hoher empfohlen. Als weitere Optimierung wurde die Immobilisierungsdauer auf 18 h

reduziert.
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Abbildung 18 Optimierung der spezifischen Aktivitit des ECR8214-Immobilisates durch Variation der

Konzentration des Inkubationspuffers und der Inkubationszeit.

Abbildung 18 fasst die spezifischen Aktivititen der optimierten Immobilisate zusammen.
Durch die Variation der Pufferkonzentration konnte keine Verbesserung der Aktivitit
erreicht werden. Eine zu hohe Pufferkonzentration kann unter anderen zu einem Entzug des
Wassers von der Enzymoberfliche fithren (J. H. Lee et al., 2010). Eine Verringerung der
Inkubationszeit hingegen fiihrte zu einer erh6hten Aktivitét, was auf die Thermostabilitét der
LipTL in einem wéssrigen Puffersysteme zuriick zu fiihren ist (Aires-Trapote et al., 2015).
In Bezug auf die Beladung konnte dhnlich zu den Ergebnissen der Trager mit Aminogruppen
in keinem Fall eine merkbare Verdnderung der Beladung ermittelt werden. Fiir die weiteren
Untersuchungen wurde das Immobilisat auf dem ECRS8214-Triger mit einer

Immobilisierungszeit von 18 h und einer Pufferkonzentration von 200 mM ausgewihlt.

3.1.5 Ionische Immobilisierung

Als letzte trdgerbasierte Methode wurde die Immobilisierung mittels ionischer
Wechselwirkungen untersucht. Diese Immobilisierung wurde noch nicht fiir die LipTL
beschrieben. Entscheidend fiir den Erfolg dieser Methode sind die Oberflichenladung des
Enzyms und die funktionellen Gruppen auf der Oberfliche des Trigers. Die Ladung des
Enzyms kann ausgehend von seinem isoelektrischen Punkt (pI-Wert) durch den pH-Wert
des Puffers beeinflusst werden (Hanefeld ez al., 2009). Fiir die Etablierung der Methode
wurden daher, abhingig vom Trédger, der Puffer und der pH-Wert des Puffers variiert. Die
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weiteren Parameter wurden von der adsorptiven Immobilisierung iibernommen. Die

verwendeten Trager sind in Tabelle 15 aufgefiihrt.

Tabelle 15 Tréger fiir die ionische Immobilisierung mit den zugehdrigen Tragereigenschaften.

Funkt. Oberfldche Partikelgrofie Porengrofie
Triager Material
Gruppen [m?/g] [wm] [nm]
IB-D152 Polyacrylat Carboxy k. A. 350-700 k. A.
IB-C435 Polyacrylat Carboxy k. A. 350-700 k. A.
Quart.
IB-A161 Polystyrol ) k. A. 350-700 k. A.
Ammonium
Quart.
IB-A171 Polystyrol ) k. A. 350-700 k. A
Ammonium
Quart.
IB-A369 Polystyrol ) k. A. 350-700 k. A.
Ammonium

Der pI-Wert der LipTL liegt laut Hersteller bei pH 6,6. Ausgehend von diesem Wert wurde
der pH-Wert in Schritten von 0,5 erniedrigt oder erhoht. Fiir Triger mit Caboxygruppen
wurde somit im Sauren und fiir Trdger mit quartiren Ammoniumgruppen im Basischen
immobilisiert. Aufgrund des Pufferbereichs des Kaliumphosphatpuffers von pH 6—8 wurden
fiir pH-Werte <6 ein Citratpuffer und fiir pH-Werte >8 ein HEPES-Puffer verwendet.
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Abbildung 19 Proteinbeladung und spezifische Aktivitiat der Immobilisate auf Tragern mit Carboxygruppen

bei unterschiedlichen pH-Werten des Immobilisierungspuffers.

Die Ergebnisse der Beladung und der spezifischen Aktivitit der Immobilisate auf den

Tréagern mit Carboxygruppen ist in Abbildung 19 gezeigt. Die niedrigste Beladung wurde
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bei beiden Trigern bei pH 5,6 bestimmt. Die Anderung von pH 6,1 zu 5,6 kénnte durch den
Wechsel des Puffersystems bedingt sein. Durch eine weitere Erniedrigung auf pH 5,1 konnte
die Beladung wieder erhoht werden, vermutlich durch die Zunahme der geladenen
Aminosduren auf der Enzymoberflache. Auffillig ist, dass hinsichtlich der Aktivitdt nur die
Immobilisate auf dem Trager IB-C435 eine messbare Aktivitit zeigten. Je hoher dabei der
pH-Wert des Puffers war, desto hoher war die ermittelte Aktivitit. Dies kann auf die pH-
Stabilitdt der LipTL zuriickgefiihrt werden. Vom Hersteller wird ein Bereich von pH 6-9 fiir
die Stabilitdt angegeben. Eine Erniedrigung des pH-Werts unter 6 kann somit einen
Aktivitatsverlust bedingen. Fiir die fehlende Aktivitit der Immobilisate auf dem
IB-D152-Triager kann kein hinreichender Grund gefunden werden. Aufgrund fehlender
Informationen zu den Eigenschaften der zwei Trager kann hinsichtlich der Ursachen fiir die
Unterschiede in den Beladungen und Aktivititen zwischen den Immobilisaten nur spekuliert

werden.
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Abbildung 20 Proteinbeladung und spezifische Aktivitit der anionischen Trager mit quartiren

Ammoniumgruppen bei unterschiedlichen pH-Werten des Immobilisierungspuffers.

Abbildung 20 fasst die Beladungen und spezifischen Aktivitit der Immobilisate auf Tragern
mit quartdren Ammoniumgruppen zusammen. Fiir alle drei Tréger konnte eine Zunahme der
Proteinbeladung durch eine Erhohung des pH-Werts festgestellt werden. Dies ldsst sich
erneut auf die Zunahme geladener funktionellen Gruppen auf der Enzymoberfldche
zurlickfithren. Fiir die spezifische Aktivitit konnte dieser Trend nicht beobachtet werden.
Aufgrund fehlender Informationen zu den Unterschieden der drei Trager, konnen keine

ausreichenden Griinde fiir diese Ergebnisse aufgrund dieser Eigenschaften gefunden werden.
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Bekannt ist, dass die Triger aus Polystyrol bestehen. Da Tréger aus diesem Material bereits
in der adsorptiven Immobilisierung zu sehr niedrigen Aktivitidten gefiihrt haben, kann auch
bei der ionischen Immobilisierung dieser Effekt nicht ausgeschlossen werden. Die
Verwendung des HEPES-Puffers fiir die Immobilisierung bei pH-Wert 8,1 kann einen
weiteren Einfluss auf die Aktivitédt gehabt haben. Dennoch zeigten sich bei allen drei Trégern
sehr unterschiedliche Trends. Beim Immobilisat auf dem IB-A369 konnte die Aktivitdt trotz
dhnlicher Beladung deutlich verbessert werden zwischen pH 7,6 und pH 8,1. Beim
IB-A171-Immobilisat konnte nur eine geringe Verbesserung der Aktivitdt durch eine
Erhohung der Beladung erreicht werden. Beim IB-A161 wiederum wurde eine Erniedrigung
der Aktivitdt gemessen, trotz deutlicher Erh6hung der Beladung. Es kann somit festgehalten
werden, dass die Einfliisse von pH-Wert, Pufferzusammensetzung und Art des Trigers ein
sehr komplexes Zusammenspiel bilden und daher keine pauschalisierte Aussage zu dem
optimierten Parameter filir eine ionische Immobilisierung auf Triger mit quartiren
Aminogruppen gemacht werden kann.

Ein direkter Vergleich der hier erhaltenen Ergebnisse mit Literaturdaten ist an dieser
Stelle aufgrund fehlender Vergleichsstudien schwierig. Beispielsweise wurde fiir die Lipase
aus Candida rugosa auf zwei Trager fiir eine ionische Immobilisierung hohere Aktivititen
festgestellt als fiir Immobilisate auf Triagern fiir die adsorptive Immobilisierung. Jedoch
wurden fiir die Immobilisierungen keine Optimierungen beziiglich des pH-Wertes oder
anderer Parameter vorgenommen (Minovska ef al., 2005). In einer weiteren Studie konnten
fiir die CALB eine Verbesserung der Aktivitdt und der Enantioselektivitit durch Erhohung
des pH-Werts des Immobilisierungspuffers bei einer ionischen Immobilisierung auf einer
aminofunktionalisierten Agaroseoberfliche nachgewiesen werden. Die Beladung wurde
dabei konstant gehalten. In dieser Studie wiederum wurde keine Angabe iiber einen Wechsel
des Puffers fiir die getesteten pH-Werte gemacht, obwohl neben pH 7 auch pH 5 und pH 9
fiir die Immobilisierung gewidhlt wurden und dies auBlerhalb der Pufferkapazitit eines
Kaliumphosphatpuffers liegt. Der Grund fiir die Erh6hung der Aktivitit wurde wiederum in
der Immobilisierung unterschiedlicher Konformationen der Lipase vermutet (Torres ef al.,
2006).

Zusammenfassend wurde mit den in diesem Teil getesteten Trigern fiir eine ionische
Immobilisierung der LipTL wesentlich geringere Aktivitit erreicht als im Vergleich mit den
ausgewdhlten Trigern fiir eine adsorptive und kovalente Immobilisierung. Daher wurden

alle Tréager fiir die ionische Immobilisierung von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen.
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3.1.6 Einschluss der LipTL in Sol-Gele

Neben den vorgestellten tragerbasierten Methoden wurde im Folgenden der Einschluss der
LipTL in ein Sol-Gel untersucht. Die Sol-Gele wurden dabei auf Grund der einfacheren
Trocknung in Form von Xerogelen hergestellt. In der Vorarbeit von Hoyos et al. (2008)
wurden zwei unterschiedliche Sol-Gele hergestellt und untersucht. Als Silanmonomere
wurden iso-Butyltrimethoxysilan (iBTMS), Propyltrimethoxysilan und Tetramethoxysilan
(TMOS) verwendet. Zur Erhohung der Hydrophobizitit wurde ein zweites Sol-Gel aus den
Monomeren iBTMS und TMOS hergestellt. Es konnte gezeigt werden, dass mit dem
hydrophoberen Sol-Gel eine hohere Aktivitéit der LipTL erreicht werden konnte.
Aufbauend auf diesem Wissenstand wurden Sol-Gele mit unterschiedlichen
Kettenldngen der Alkylsilane angelehnt an das Protokoll von Reetz ef al. (1996) hergestellt.
Die Sol-Gele bestanden dabei aus einer Mischung aus TMOS und dem jeweiligem
Alkylsilan, wobei TMOS als zusétzlicher Netzwerkbildner verwendet wurde. Das Verhéltnis
von TMOS zum Alkylsilan betrugt in allen Féllen 1:1 und das Verhiltnis von Wasser zu den
Silanen 8:1. Die Trocknungstemperatur wurde wiederum auf 25 °C erniedrigt um eine
Desaktivierung der LipTL durch die erhdhte Zeit zum Gelieren und Trocknen der Gele bei
Verwendung von langkettigen Alkylsilanen zu vermeiden. Als Proteinkonzentration wurde
30 mg/mL des Lyophilisates gewahlt, da dies rund 5 mg/mL Protein entsprach und damit
direkt vergleichbar mit den Versuchen von Hoyos ef al. (2008) war. In ersten Vorversuchen
erwies sich die Bestimmung der Proteinbeladung der Sol-Gele als problematisch. In der
Literatur wurde die Beladung bisher iiber den Proteingehalt des Waschschritts mit Wasser
mittels der Bradford-Methode (Hoyos et al., 2008) oder der BCA-Methode (Reetz et al.,
2003) bestimmt. Diese Vorgehensweise setzt das Wissen der Gesamtmasse des hergestellten
und getrockneten Gels voraus. In den hier durchgefiihrten Vorversuchen zeigte sich, dass
durch die verschiedenen Aufarbeitungs- bzw. Waschschritte eine nicht zu vernachladssigende
Menge an dem sehr feinen Sol-Gel verloren ging. Daher konnten keine reproduzierbaren
Proteinbeladungen auf diesem Weg bestimmt werden. Somit wurde nach weiteren
Moglichkeiten zur direkten Bestimmung von Proteinbeladungen von Feststoffen gesucht.
Bonde et al. (1992) beschrieben dafiir eine interessante Variation der Bradford-Methoden.
Dabei wurden auf unterschiedlichen Tragermaterialien BSA oder IgG immobilisiert und die
Immobilisate direkt mit der Férbelosung gemischt. Die Bestimmung der
Proteinkonzentration erfolgte in diesem Fall {iber die Abnahme der Absorption bei 465 nm
im Uberstand. Dies entsprach der Abnahme der Konzentration der ungebundenen Variante

des Coomassie-Brillant-Blaus, da der Farbstoff mit den am Triger adsorbierten Proteinen
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einen Komplex bildete. Dadurch wurde eine Blaufiarbung der Immobilisate beobachtet. Fiir
den Erfolg dieser Methode war es aber notwendig, dass das Tridgermaterial selber keinen
Farbstoff binden konnte (Bonde ef al., 1992). Fiir immobilisierte Alkoholdehydrogenasen
konnte die Methode ebenfalls angewendet werden (Trivedi et al., 2005). Die in der Literatur
beschriebene Vorgehensweise wurde zunéchst fiir ein beispielhaftes Sol-Gel durchgefiihrt.
Als Referenz diente ein Sol-Gel gleicher Zusammensetzung ohne immobilisierte LipTL.
Nach der Durchfithrung der genannten Bradford-Variante konnte bei 465 nm keine
Abnahme der Absorption beider Sol-Gele im Vergleich zu einem dritten Ansatz ohne Sol-
Gel gemessen werden. Jedoch féarbten sich beide Sol-Gele blau (Abbildung 21) und es

konnte eine Abnahme der Absorption bei 595 nm nachgewiesen werden.

Abbildung 21 Sol-Gele nach Farbung mit einer Variante der Bradford-Methode, links: unbeladenes Sol-Gel,
rechts: beladenes Sol-Gel

Dies fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass das Sol-Gel-Material einen gewissen Anteil der
vorhandenen blauen Varianten des Farbstoffs binden kann, aber der Farbstoff scheinbar
nicht in der Lage ist in die Poren des Tragermaterials einzudringen, um einen Komplex mit
den Proteinen zu bilden. Somit konnte keine Abnahme der roten, unkomplexierten
Farbvariante bei 465 nm bestimmt werden. Dementsprechend war die vorgestellte Bradford-
Variante nicht geeignet zur direkten Bestimmung der Proteinbeladung von Sol-Gelen. Daher
wurde im néchsten Schritt der BCA-Test in Erwédgung gezogen, da bei der Methode die
Anderung der Absorption nicht durch die Komplexbildung eines Farbstoffs mit den
Proteinen selbst herbeigefiihrt wird, sondern iiber die Reduktion eines Cu-(II)-lons. Das
Cu-(I)-Ion bildet daraufthin mit Bicinchoninsdure einen violetten Komplex, der bei 562 nm

photometrisch im Uberstand gemessen werden kann. Der BCA-Test wurde leicht modifiziert
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und erneut flir ein mit LipTL beladenes Sol-Gel und fiir ein unbeladenes Sol-Gel durchgefiihrt.
Dabei konnte eine deutliche violette Fiarbung des Uberstandes fiir das beladene Sol-Gel
beobachtet werden (Abbildung 22). Ebenso konnte eine Zunahme bei 562 nm nur bei dem
ungeladenen Sol-Gel nachgewiesen werden. Daher wurde fiir die Bestimmung der Beladung von

Sol-Gelen im Folgenden stets der BCA-Test durchgefiihrt.

Abbildung 22 Firbung der Uberstande nach BCA-Test, links: unbeladenes Sol-Gel, rechts: beladenes Sol-
Gel.

Nach der erfolgreichen Etablierung wurden Sol-Gele mit steigender Alkylkettenlénge der
Silanmonomere hergestellt und zunéchst die Proteinbeladung bestimmt. Bei der Synthese
konnte dabei bestitigt werden, dass die Zeit zum Gelieren und zum Trocknen des Gels
deutlich mit steigender Kettenldnge zunahm. So bildete sich beispielsweise das Gel aus

TMOS/ODTMS erst nach 5 min und musste fiir 14 Tage getrocknet werden.
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Abbildung 23 Proteinbeladung der Sol-Gele der Zusammensetzung TMOS/RTMS (1:1), R=Alkylrest.

Mit steigender Kettenldnge konnte hinsichtlich der Proteinbeladung eine deutliche Abnahme
dieser ermittelt werden (Abbildung 23). Dies kann auf verschiedene Griinde zuriick zu
fiihren sein. Es ist bekannt, dass mit steigender Kettenlinge die Oberfliche und das
Porenvolumen der Gele deutlich abnimmt (Reetz, 1997). Da bei allen Gelen dennoch die
gleiche Proteinmenge vor der Synthese hinzugefiigt wurde, weist dies auf unzugéngliches
Protein im Netzwerk hin, dass im BCA-Test nicht nachweisbar ist. Ein weiterer Grund kann
in der Herstellungsmethode gefunden werden. Wéhrend des Geliervorgangs musste fiir eine
ausreichende Durchmischung der wéssrigen und organischen Komponenten der Sol-Gele
gesorgt werden, jedoch kam es gleichzeitig zu einer starken Wérmeentwicklung. Daher
wurden die Sol-Gele nach jeweils einer Minute Durchmischung auf Eis gestellt. Wie bereits
erwihnt, bildete sich das Gel bei Alkylsilanen mit hoherer Kettenldnge erst nach mehr als
einer Minute. Daher ist eine Entmischung der Komponenten nicht auszuschlieen, wodurch

moglicherweise nicht der komplette Proteingehalt in die Sol-Gele eingeschlossen wurde.
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Abbildung 24 Spezifische Aktivitdt und spezifische Proteinaktivitit der Sol-Gele der Zusammensetzung
TMOS/RTMS (1:1), R=Alkylrest.

Bei der Bestimmung der spezifischen Aktivitit bezogen auf die Sol-Gel-Menge wurde die
hochste Aktivitit mit dem Sol-Gel TMOS/MTMS erreicht (Abbildung 24). Diese verringerte
sich zundchst und stieg ab einer Kettenldnge von 10 bei dem Sol-Gel von TMOS/DTMS
deutlich an. Eine weitere Erhohung der Kettenlidnge fiihrte erneut zu einer Verringerung der
Aktivitat. Es wird daher vermutet, dass sich ab dieser Kettenldnge der aktivierende Effekt
durch die gestiegene Hydrophobizitit auf die Lipasenaktivitdt auswirkt. Unter Beachtung
der Beladung der Sol-Gele und damit der spezifischen Aktivitit bezogen auf die
Proteinmenge kann die hohe Aktivitit der Sol-Gele TMOS/MTMS und TMOS/ETMS auf
die hohe Beladung zuriickgefiihrt werden. Bei dem Sol-Gel TMOS/DTMS ist wiederum
deutlich die Aktivierung erkennbar. In der Literatur wird des Weiteren erwihnt, dass ab einer
bestimmten Kettenlidnge eine Séttigung der Aktivitdt erreicht wird und durch eine weitere
Erhohung der Kettenldnge nur noch geringe Verbesserungen der Aktivitét erhalten werden
(Reetz et al., 1995). Dies wurde hier nicht nachgewiesen. Die hier erhaltene Abnahme der
Aktivitit mit steigender Kettenlinge kann auf die geringe Proteinbeladung und
Diffusionslimitierungen aufgrund der benannten Abnahme der Porengréfle zuriickgefiihrt
werden.

Von allen hergestellten Sol-Gelen erwies sich das Sol-Gel TMOS/DTMS als
interessante Alternative zu den trdgerbasierten Immobilisaten. Jedoch wurde das
Immobilisat fiir die weiteren Versuche ausgeschlossen. Dies lag zum einen an der

langwierigen Herstellungsmethode und der wesentlich erhdhten Trocknungsdauer von mehr
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als einer Woche. Zum anderen erschienen die sehr feinen Sol-Gelpartikel als nicht geeignet
fiir einen moglichen industriellen Einsatz, da sowohl der Riickhalt der Partikel in einem

kontinuierlichen Prozess als auch deren Recycling als schwierig bewertet wurden.

3.1.7 Mechanische Stabilitdt der Tragermaterialien

Neben der Proteinbeladung und der spezifischen Aktivitét sind insbesondere die Stabilititen
eines Immobilisates fiir den Einsatz in einem industriellen Prozess von Bedeutung. Zu
unterscheiden sind dabei die Stabilitdt des Tragermaterials an sich und die Stabilitdt des
Enzyms iiber die Zeit des Prozesses.

Eine ausreichende mechanische Stabilitit des Tragermaterials ist notwendig fiir den
Einsatz in Reaktoren mit erhohten Leistungseintrigen beispielsweise durch verschiedene
Riithrwerke und/oder viskose Medien (Nieguth et al., 2011). Durch eine zu geringe Stabilitét
kann es im Lauf des Prozesses zum Abrieb von Trigermaterial kommen, wodurch je nach
Prozessfiihrung aktives Enzym verloren gehen kann oder Filterelemente zur Zuriickhaltung
des Immobilisates verstopft werden konnen. Zur Uberpriifung der mechanischen Stabilitit
ausgewdhlter Tragermaterialien wurde in dieser Arbeit ein Protokoll von Wiemann et al.
verwendet (2009). Dieses simuliert eine hohe mechanische Beanspruchung durch Riihren
mit einem Magnetrithrer in hochviskoser Laurinsdure bei 60 °C fiir zwei Stunden. Die
Methode wurde ausgewihlt, da sie der Vorgehensweise der DKR am dhnlichsten war, da
auch hier ein Magnetriihrer eingesetzt wird (siehe 2.3.7). Die Untersuchung wurde fiir die
Trager durchgefiihrt mit denen die hochsten spezifischen Aktivitdten erreicht wurden. Diese
waren Accurel, IB-S500, ECR8214 und ECR8417. Von allem Triger wurden
REM-Aufnahmen vor und nach der mechanischen Belastung angefertigt (Abbildung 25).
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Vor mechanischer Behandlung Nach mechanischer Behandlung

Accurel

IB-S500

ECRS8214

ECR8417

Abbildung 25 Mechanische Stabilitdt ausgewéhlter Trigermaterialien.

Im Fall der Triger Accurel und IB-S500 waren keine sichtbaren Verdnderungen der
Trageroberfliche oder der PartikelgroBe nach der Behandlung sichtbar. Aufgrund der nicht
sphérischen Form sind kleinere Schidigungen in Form von Abrieb aber nicht génzlich
auszuschlieBen. Gegenteilig dazu verhielten sich die Trager ECR8214 und ECR8417. Beim
ECRS8214-Triager konnten nach der Behandlung nur noch wenige intakte sphérische Partikel
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gefunden werden. Der Tridger ECR8417 verlor seine gesamte Integritdt. Es konnte somit ein
direkter Zusammenhang zwischen dem Material der Trager und der mechanischen Stabilitét
festgestellt werden. Accurel und IB-S500 bestehen aus Polypropylen, ECR8214 und
ECR8417 wurden aus Methacrylat mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen hergestellt.
Daher scheint Polypropylen wesentlich stabiler gegeniiber mechanischen Kréften zu sein als
Methacrylat. In der Literatur wird des Weiteren neben der Schidigung durch den
Magnetriihrer das Quell- und Schrumpfverhalten der Tridgermaterialien in Laurinsdure als
Grund benannt (Wiemann et al., 2009). Daraus resultierende Schidigungen, beispielweise
Risse, konnten neue Angriffspunkte fiir weitere Schidigungen durch den Magnetriihrer
darstellen. Es ist denkbar, dass Methacrylat ein unterschiedlicheres Quell- und
Schrumpfverhalten als Polypropylen besitzt und somit der komplette Verlust der Integritét
des Materials moglich war. Aufgrund der Ergebnisse scheinen Triger aus Polypropylen eher

geeignet flir einen groBtechnischen Einsatz mit hohen Scherkréften.

3.1.8 Desorptionsstabilitidt der Immobilisate

Zur Bestimmung der Enzymstabilitit der Immobilisate wurde zunéchst die Desorption des
an den Trigern gebunden Enzyms untersucht. Je nach Prozess kann eine ungewollte
Desorption zu einem Verlust der Enzymaktivitit und damit einer Desaktivierung von
Immobilisaten iiber die Zeit fiihren. Ebenso kann dies weitere Produktreinigungsschritte
notwendig machen infolge einer zusétzlichen Verunreinigung durch das Protein.
Insbesondere fiir adsorptiv immobilisiertes Enzym kann dies zu einer Limitierung des
Einsatzes fiihren (Wiemann, 2010). Die Bestimmung der Desorptionsstabilitdt wurde nach
Literaturangabe in einer Methanol/Wasser-Mischung (1:1) durchgefiihrt (Wiemann, 2010).
Die Untersuchung wurde fiir die Immobilisate auf den Trigern Accurel, IB-S500, ECR8214
und ECR8417 durchgefiihrt. Die zwei Immobilisate mit einer kovalenten Bindung der LipTL
wurden aus dem Grund auch untersucht, da es nicht ausgeschlossen werden konnte, dass

sich auch adsorbiertes Protein auf der Trigeroberfliche befand.
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Tabelle 16 Proteinbeladung ausgewihlter Trager und Menge an desorbiertem Protein nach Riihren fiir 1 h in

MeOH:H20 (1:1) bei 50 °C.

Trager Beladung [mg/grriger] Desorbiertes Protein [mg/gimmo.]
Accurel 21,1 9.8

IB-S500 243 10,2

ECR8214 68,5 3,7

ECR8417 60,0 0,5

Fiir jedes untersuchte Immobilisat konnte desorbiertes Protein nachgewiesen werden.
Dennoch unterschied sich die Menge deutlich je nach verwendeter Immobilisierungsart.
Vom Accurel-Immobilisat desorbierten 9,8 mg Protein pro Gramm Immobilisat. Dies
entsprach 46,4% der bestimmten Proteinbeladung. Ahnlich verhielt sich das IB-S500-
Immobilisat. Hierbei desorbierten 10,2 mg/gimmo., was 42,4% der Beladung entsprach. Die
Verwendung von Trdgern fiir eine kovalente Immobilisierung konnte wie erwartet die
Proteindesorption deutlich reduzieren. Die Desorption von 5,4% Protein beim ECR8214 und
0,8% beim ECR8417 deutet auf adsorptiv gebundenes Protein hin. Es liegt daher die
Vermutung nah, dass der zusétzliche Waschschritt mit NaCl-Losung nicht ausreichend war,
um das gesamte adsorptiv gebundene Protein zu entfernen. Dennoch ist die geringe Menge
an desprobierten Protein als vernachlédssigbar fiir die Immobilisate auf ECR8214 und
ECR8417 einzuschitzen. Die weitere Verwendung aller getesteten Triger fiir die KR bzw.
DKR von a-Hydroxyketonen wurde an dieser Stelle nicht als problematisch bewertet, da es
im Allgemeinen bekannt ist, dass Proteine unldslich in reinen organischen Losungsmittel
sind und somit keine Desorption zu erwarten ist (Doukyu & Ogino, 2010; Hanefeld et al.,
2009; Singer, 1963).

3.1.9 Prozessstabilitit der Immobilisate

Etablierung eines Systems zur Bestimmung der Prozessstabilitdt
Zur weiteren Untersuchung der Stabilitit der Immobilisate wurde die Prozessstabilitdt oder
auch Betriebsstabilitdt bestimmt. Diese Stabilitdt steht dabei fiir die Stabilitét eines Enzyms
unter andauernder Katalyse und unterscheidet sich dadurch deutlich von der Lagerstabilitét
oder der Enzymstabilitit in wiederholten Batch-Versuchen. Die Lagerstabilitit eines
Enzyms wird meist durch Messung der Restaktivitit nach einer Inkubation bei festgelegten
Parametern bestimmt. Bei dieser Methode konnen lediglich einzelne desaktivierende
Parameter bestimmt werden, ohne dass das Enzym wiéhrend der Inkubation eine Reaktion

katalysiert. In wiederholten Batch-Versuchen wird das Enzym mehrmals hintereinander
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unter  gleichen  Bedingungen in  einer  Reaktion  eingesetzt und  die
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit gemessen. Problem dieser Methode kann eine fehlende
Reproduzierbarkeit, aufgrund der Anderung der Substrat- und Produktkonzentration und
dadurch sich dndernde stabilisierende oder destabilisierende Effekte, sein. Dem gegeniiber
steht die Messung der Prozessstabilitdt unter einem konstanten Umsatz der Substrate.
Geeignet fiir diese Methoden sind Festbettreaktoren oder CSTR-Systeme (continuous
stirred-tank reactor, engl. fiir kontinuierlich geriihrter idealer Riihrkessel) (Bommarius et
al., 1992).

Grundlage fiir die Bestimmung der Prozessstabilitidt bildete ein von Nieguth
etabliertes CSTR-System. Mit diesem konnten bereits erfolgreich Prozessstabilitit der
LipTL auf dem Accurel-Triger in Abhingigkeit vom verwendeten Losungsmittel oder
Modifikation der Enzymoberfliche bestimmt werden (Nieguth, 2013). Bei den ersten
Versuchen mit diesem System in dieser Arbeit fiel auf, dass das Septum zum VerschlieBBen
des Reaktors unter schnellen VerschleiBBerscheinungen litt. Diese fiihrte zur einer hdufigen
Undichtigkeit des Reaktors, wodurch keine Reproduzierbarkeit der Versuche gewéhrleistet
werden konnte. Daher wurde zunichst das Reaktordesign iiberarbeitet (Abbildung 26) und
ein neues Verschlusssystem vom Labor- und Versuchsfeldverbund der Fakultit
Maschinenwesen der Technischen Universitit Dresden anfertigen lassen. Die dazu
passenden Glasreaktoren wurden in der Glasbldserei der Fachrichtung Chemie und

Lebensmittelchemie der Technischen Universitdt Dresden neu angefertigt.

Zulauf _— Ablauf

Dichtungsmaterial Kappe

Edelstahigrundkérper _ Dichtring aus PTFE

Edelstahlsieb

" Dichtring aus PTFE
Dichtring aus PTFE

Gewindestift mit Innensechskant

Glasreaktor

Abbildung 26 Schematischer Aufbau des CSTR (©Christiana Sperling, TU Dresden)
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Festlegung der Prozessparameter
Fiir die weitere Etablierung mussten zunichst die Parameter des Reaktorsystems festgelegt
werden. Aus den Vorarbeiten von Nieguth (2013) war bereits bekannt, dass zur Vermeidung
der bereits benannten Einfliisse der Konzentrationsanderung von Substraten und Produkten
der maximale Umsatz bei 10% liegen sollte. Daher musste die Durchflussrate entsprechend
der Aktivitit des eingesetzten Enzyms angepasst werden. Zudem konnte gezeigt werden,
dass fiir eine Vergleichbarkeit der Versuche stets mit der gleichen Benzoinkonzentration
gearbeitet werden muss, da eine Erhohung der Prozessstabilitit durch Erhohung der
Benzoinkonzentration, trotz dhnlicher Umsétze, messbar war.

Ein weiterer bisher nicht untersuchter Parameter ist die Durchmischung im
Reaktorraum. Diese hat einen direkten Einfluss auf die hydrodynamische Verweilzeit bzw.
auf das Verweilzeitverhalten der Reaktionsbestandteile im Reaktor. Fiir einen idealen
kontinuierlichen Reaktor wird eine sofortige Durchmischung des eintretenden Stoffs
angenommen. Dem gegeniiber konnen in einem realen Reaktor Totzonen und
Kurzschlussstromungen auftreten, die eine Durchmischung erschweren und durch die
Riihrgeschwindigkeit beeinflusst werden konnen (Baerns et al, 2013). Zur
Charakterisierung der Durchmischung in Abhéngigkeit der Rithrgeschwindigkeit wurde die
Verweilzeitverteilung E(t) bei unterschiedlichen Riihrgeschwindigkeiten bestimmt. Zur
Bestimmung von E(t) wurden StoBmarkierungsexperimente durchgefiihrt und daraus
zundchst die Verweilzeitsummenkurve F(t) ermittelt. Dafiir wurde die Benzoinkonzentration
am Reaktoreingang abrupt von 0 mg/mL auf 20 mg/mL (co) erhéht und die Konzentration
(c(t)) am Reaktorausgang gemessen. Das Experiment wurde fiir Rithrgeschwindigkeiten
zwischen 250 und 1500 rpm durchgefiihrt. Der Einfluss von 50 mg Immobilisat wurde
ebenfalls bei 1100 rpm getestet. Der Durchfluss wurde konstant bei 0,5 mL/min gehalten.
Durch Auftragung des Quotienten c(t)/co {iiber die Zeit ergab sich die

Verweilzeitsummenkurve F(t) (siehe Gleichung (2-1)).
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Abbildung 27 Verweilzeitsummenkurve F(t) im CSTR in Abhéngigkeit der Riihrgeschwindigkeit (Petrenz et
al., 2015).

Abbildung 27 zeigt die erhaltenen Verweilzeitsummenkurven in Abhéngigkeit der
eingestellten Riihrgeschwindigkeiten. Bei Riihrgeschwindigkeiten zwischen 250 und
1110 rpm konnte die maximale Benzoinkonzentration und damit der Gleichgewichtszustand
nach 45 min erreicht werden. Dies entsprach dem 3,8fachen der eingestellten Verweilzeit.
Mit einer Riihrgeschwindigkeit von 1250 rpm konnte der Gleichgewichtszustand innerhalb
der vermessenen Zeit (70 min) nicht erreicht werden. Dies deutete auf Totzonen innerhalb
des Reaktorraums hin. Durch die Erh6hung auf 1500 rpm konnte die Durchmischung erneut
verbessert werden. Der Gleichgewichtszustand wurde erst nach 65 min erreicht und damit
spater als bei den Riihrgeschwindigkeiten zwischen 250 und 1100 rpm. Die Anwesenheit
von Immobilisat hat des Weiteren keinen Einfluss auf die Durchmischung.

Aus den Verweilzeitsummenkurven F(t) wurden 1im  Anschluss die
Verweilzeitverteilungen E(t) bestimmt. Dafiir wurde F(t) nach t abgeleitet und gegen die

Zeit aufgetragen (Gleichung (2-2)).
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Abbildung 28 Verweilzeitverteilung E(t) im CSTR bei einer Riithrgeschwindigkeit von A: 500 rpm und B:
1250 rpm (Petrenz et al., 2015).

In Abbildung 28 sind beispielhaft die Verweilzeitverteilungen bei Riithrgeschwindigkeiten
von 500 rpm und 1250 rpm abgebildet. Fiir beide Riithrgeschwindigkeiten ergab sich eine fiir
einen CSTR typische Verweilzeitverteilung. Es wurde daher davon ausgegangen, dass sich
das etablierte CSTR-System tatsichlich nahezu ideal verhielt. Im Vergleich der
Verweilzeitverteilungen beider Riithrgeschwindigkeiten bestitigt sich erneut das Ergebnis,
dass die Durchmischung bei 500 rpm besser ist, da der Gleichgewichtszustand frither
erreicht werden konnte. Fiir die anderen Riihrgeschwindigkeiten zwischen 250 und
1100 rpm wurden die gleichen Verweilzeitverteilungen erhalten (Daten nicht gezeigt).
Somit konnten fiir die weiteren Experimente Riihrgeschwindigkeiten zwischen 250 und

1100 rpm verwendet werden und 500 rpm wurde darauthin festgelegt.

Messung der Prozessstabilitit ausgewdhlter Immobilisate
Nach der Etablierung des CSTR-Systems und Festlegung der Parameter wurden die
Prozessstabilititen ausgewidhlter Immobilisate bestimmt. Dafiir wurde der Umsatz bzw. der
Umsatzabfall iiber die Zeit gemessen und daraus die Halbwertzeit als MaB fiir die Stabilitit
bestimmt. Zur Berechnung der Halbwertzeit wurde ein exponentieller Abfall des Umsatzes

angenommen.
X=X e Kdest (3-1)
Durch Auftragung des negativen natiirlichen Logarithmus der Umsitze {iber die Zeit t ergibt
sich eine Gerade, deren Steigung der Desaktivierungskonstante kqes entspricht.
-In X, =-In Xj +kgest (3-2)

Die Halbwertzeit ti» wird definiert als die Zeit, nachdem ein Ausgangswert (z.B. Umsatz

oder Aktivitat) auf die Hilfte des Wertes gesunken ist.
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tin 7

(3-3)

Aus Gleichung (3-1) und (3-3) ergibt sich fiir die Halbwertzeit t1» die folgende Berechnung.

In2
tp= K,
€S

(3-4)

Die Halbwertzeit wurde im Folgenden fiir die Immobilisate auf den Trigern Accurel,
IB-S500, ECR8314 und ECR8417 bestimmt. Aufgrund der Verwendung eines
Edelstahlsiebs von 10 um Maschenweite konnte auch das Lyophilisat im CSTR verwendet
werden und dessen Halbwertzeit wurde als direkter Vergleich ermittelt. Als
Prozessparameter wurden 2-MeTHF mit einer Benzoinkonzentration von 10 mg/mL, ein
Durchfluss von 0,5 mL/min und eine Riihrgeschwindigkeit von 500 rpm festgelegt. Wie bei
den Aktivitétstests wurden die Messungen der Prozessstabilitét bei 50 °C durchgefiihrt.
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Abbildung 29 Halbwertzeit ausgewidhlter Immobilisate im CSTR bei 50 °C.

Wie aus Abbildung 29 hervorgeht lagen alle ermittelten Halbwertzeiten in einem Bereich
von 2,5 bis 3,6 h. Die hochste Halbwertzeit von 3,6 h konnte fiir das Immobilisat auf dem
Triager ECR8214 erreicht werden und damit eine Verbesserung von 17,3% gegeniiber dem
Lyophilisat. Insgesamt konnte fiir alle Immobilisate, bis auf das ECR8417-Immobilisat, eine
Erhohung der Halbwertzeit gegeniiber dem Lyophilisat der LipTL festgestellt werden.
Jedoch fiel diese Erhohung entgegen den Erwartungen relativ gering aus. Das kdnnte unter
anderem an vermutlich zugesetzten Stabilisatoren (Nieguth, 2013) im Lyophilisat liegen.

Die Unterschiede in der Halbwertzeit zwischen der kovalent immobilisierten LipTL und der
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adsorptiv immobilisierten LipTL zeigt zudem, dass die kovalente Kniipfung des Enzyms an
eine Triageroberfliche nicht ausreichend war, um eine erhohte Stabilisierung in einem
kontinuierlichen Prozess zu gewihrleisten. Da der Desaktivierungsmechanismus der LipTL
in einem organischen Lésungsmittel nicht bekannt ist, kann an der Stelle nur spekuliert
werden, ob die kovalenten Bindungen auch im Bereich der Entfaltung ausgebildet wurden.
Bisher wurde, wie bereits erwihnt, nur gezeigt, dass durch eine kovalente Immobilisierung
die Thermostabilitit in Puffer bei verschiedenen Temperaturen erhoht werden konnte. Es
wurde nicht erwéhnt, ob die unldslichen Bestandteile des Lyophilisates, die moglicherweise
einen Teil der Stabilisatoren enthalten, vor dem Experiment entfernt wurden (Aires-Trapote
et al., 2015). Ein anderer Grund fiir die Prozessstabilititen kann in der mechanischen
Stabilitdt der Triager gefunden werden. Wie unter 3.1.7 gezeigt, verlieren die Trager
ECR8417 und ECR8214 nahezu ihre gesamte Integritit bei Anwesenheit eines
Magnetriihrers. Daher ist es moglich, dass trotz des feinen Edelstahlsiebs vor dem Ablauf,
kleinste Teile der Trager und damit ein Teil des Enzyms aus dem Reaktor entfernt wurden
und somit die Aktivitit bzw. der Umsatz stérker sanken, als durch die Entfaltung der LipTL.
Hinsichtlich der Desorptionsstabilitit der Immobilisate (siehe 3.1.8) gegeniiber den
bestimmten Halbwertzeiten kann kein Zusammenhang gefunden werden, da auch die
Immobilisate mit hoher Desorptionsstabilitdt dhnliche Halbwertzeiten aufwiesen wie die
Immobilisate mit geringerer Desorptionsstabilitit. Somit wird die Annahme bestitigt, dass

die Desorption in reinen organischen Losungsmitteln keine Rolle spielen sollte.

3.1.10 Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse

Fiir die Immobilisierung der LipTL wurden unterschiedliche Methoden getestet. Fiir die
tragerbasierte Immobilisierung wurden 37 Trigermaterialien hinsichtlich ihrer Beladung
und der spezifischen Aktivitit der LipTL untersucht. Dafiir wurden sowohl Triger fiir eine
adsorptive, eine kovalente und eine ionische Immobilisierung ausgewihlt. Als zweite
Methode wurde der Einschluss in ein Sol-Gel ausgewihlt. Hierbei wurden verschiedene Sol-
Gele durch Verwendung von Alkylsilanmonomeren mit steigender Alkylkettenldnge
hergestellt. Nach der Optimierung der Methoden zur direkten Bestimmung der Beladung der
Sol-Gele wurde die spezifische Aktivitdt der eingeschlossenen LipTL in Abhingigkeit der
Kettenldnge bestimmt. In Tabelle 17 sind die spezifischen Aktivititen bezogen auf die
Priparatmasse sowie auf die Proteinmasse der Immobilisate, die in den jeweiligen
Immobilisierungsmethoden die hochsten Aktivititen aufwiesen, zusammengefasst. Die

Immobilisate die mittels ionischer Immobilisierung gewonnen wurden, wurden hier
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aufgrund der sehr geringen Aktivitdt nicht in die Tabelle aufgenommen. Zur Bewertung der
Immobilisate wurden die Aktivititen auf die Aktivitit der nativen LipTL bzw. des

Lyophilisates bezogen und somit der Aktivierungsfaktor berechnet.

Tabelle 17 Zusammenfassung und Vergleich der spezifischen Aktivitdten verschiedener LipTL-Préparat. Der

Aktivierungsfaktor ist auf die spezifische Proteinaktivitét des LipTL-Lyophilisates bezogen.

Spezifische  Aktivitdt Spezifische Protein-

Préparat Aktivierungsfaktor
[U/gpriparat] aktivitdt [U/gprotein]
Lyophilisat 148,5 890,8 1,0
Accurel 74,5 3527 4.0
IB-S500 85,6 3518,6 3.9
ECRS8214 52,7 769,3 0,9
ECR8417 57,5 958,8 1,1
TMOS/DTMS 3,0 2130,8 2,4

Fiir drei Immobilisate konnte eine Aktivierung bzw. eine Hyperaktivierung der LipTL
nachgewiesen werden. So konnte durch die Immobilisierung der LipTL auf den
Polypropylentrdgern eine Erhdhung der spezifischen Proteinaktivitit um das Vierfache
erreicht werden. Der bereits publizierte Aktivierungsfaktor fiir Immobilisat auf dem
Accureltrager (Nieguth et al., 2014) wurde somit bestétigt. Mit dem Einschluss der LipTL
in das Sol-Gel TMOS/DTMS konnte mehr als eine Verdopplung der Proteinaktivitét
bestimmt werden. Jedoch wurde dieses Immobilisat aufgrund der Herstellungsmethode und
der unpraktikablen PartikelgroBe nicht weiter untersucht. Fiir die zwei kovalent
immobilisierten Varianten der Lipase TL konnte dagegen interessanterweise eine anndhernd
gleiche Proteinaktivitit wie das Lyophilisat nachgewiesen werden. Dies spricht dafiir, dass
hier die LipTL auf den Triger in ihrer nativen Form gebunden wurde und keine
Hyperaktvierung stattgefunden hat.

Fiir die trdgergebundenen Immobilisate wurde im nédchsten Schritt die Stabilitét
bestimmt. Dabei wurde sowohl die mechanische Stabilitdt des Tragermaterials, also auch die
Desorptions- und Prozessstabilitdt der Immobilisate untersucht. Die hdchsten mechanischen
Stabilitaten wurde fiir die Polypropylentriger gefunden. Die Trager ECR8214 und ECR8417
verloren im Gegenteil dazu ihre nahezu komplette Integritit. Die hochsten
Desorptionsstabilititen wurden wiederum fiir die kovalent immobilisierte LipTL auf den
beiden Tragern bestimmt. Hinsichtlich der Prozessstabilitdt konnte eine Erhhung derer fiir
alle Immobilisate, bis auf das Immobilisat auf dem ECR8417-Triger, gegeniiber dem

Lyophilisat erreicht werden.
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Unter Beachtung aller Ergebnisse wurden die Polypropylentrager Accurel und IB-S500 und
damit die adsorptive Immobilisierung als am geeignetsten fiir die LipTL bewertet. Die
kovalente Immobilisierung fiihrte wie erwartet zu einer Verringerung der Aktivitit. Dennoch
konnte keine deutliche Erhéhung der Stabilitit, insbesondere der Prozessstabilitit, erreicht
werden. Daher stellt die kovalente Immobilisierung auf den hier getesteten Tragern keine
Alternative dar. Hinsichtlich der Verwendung des Accureltriagers oder des IB-S500-Trégers
stellte sich im Laufe der Arbeit heraus, dass es sich beim IB-S500-Tridger um eingekauften
und gesiebten Accurel-Trdger des gleichen Herstellers handelte (personliche
Kommunikation mit Michiel van Vliet, Biotrans 2015) und daher keine Unterschiede bis auf
die Partikelgrofe zwischen den Trdgern existieren. Zudem wurde der IB-S500 aus dem
Sortiment von ChiralVision genommen, sodass kein Nachschub erhalten werden konnte.
Daher wurde fiir alle weiteren Untersuchungen der Accurel-Trager und die adsorptive
Immobilisierung der LipTL ausgewdhlt. Sofern nicht anders angegeben, sind alle in der
weiteren Arbeit angegeben spezifischen Aktivitit auf das Immobilisat auf dem Accureltrager

bezogen.

3.2 Einfluss der Wasseraktivitat

3.2.1 Methodenetablierung

Erste Untersuchungen zum Einfluss der Wasseraktivitit auf die spezifische Aktivitit der
immobilisierten LipTL in einem organischen Losungsmittel wurden von Nieguth (2013)
durchgefiihrt. Hierbei wurden definierte Volumina von Wasser zu vorher getrockneten THF
hinzugefiigt und die KR von Benzoin durchgefiihrt. Dabei ergab sich eine Verringerung der
spezifischen Aktivitdt durch die Erhohung der Wasseraktivitit. Als Problem dieser Methode
zeigte sich, dass keine genaue Aussage iiber die reale Wasseraktivitit wihrend der Reaktion
gemacht werden konnte. Zum einen konnte die Anfangswasseraktivitit des getrockneten
Losungsmittels nicht ermittelt werden und zum anderen erfolgte keine
Wasseraktivitdtseinstellung in den Edukten oder der immobilisierte LipTL. Zudem wurde
als weiterer Nachteil benannt, dass diese Methode nicht geeignet flir hydrophobe
Losungsmittel ist, da die hierfiir bendtigte Wassermenge relativ klein ist und somit eine
Reproduzierbarkeit schwierig sein kann.

Zur genaueren Untersuchung wurde in dieser Arbeit die Inkubation iiber geséttigten

Salzlosungen als Methode ausgewihlt, da diese sowohl fiir Fliissigkeiten, als auch Feststoffe
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geeignet ist. Um ein moglichst breites Spektrum zu untersuchen, wurden neun Salze mit
Wasseraktivititen zwischen 0,1 und 1 ausgewéhlt. In Tabelle 18 sind alle verwendeten Salze
und die aw-Werte gesittigter Losungen dieser Salze bei 25 °C und 50 °C aufgefiihrt. Die
aw-Werte wurden von Greenspan (1977) tibernommen. Der Wert von Kaliumacetat bei 50 °C

wurde mit einem Feuchtemessgerit ermittelt.

Tabelle 18 Wasseraktivititen gesittigter Salzlosungen bei 25 °C und 50 °C, KAc: Kaliumacetat.

Salz ay (25 °C) aw (50 °C)
LiCl 0,113 0,111
KAc 0,225 0,189
MgCly 0,328 0,305
KoCOs 0,432 0,432
Mg(NO:3), 0,529 0,454
NaBr 0,576 0,509
NaCl 0,753 0,744
KCl1 0,843 0,812
KsS04 0,973 0,958

Wie aus Tabelle 18 hervorgeht, unterscheiden sich die Werte der Wasseraktivitit der
gesittigten  Salzlosungen  bei  verschiedenen = Temperaturen. Durch  die
Temperaturabhiingigkeit der Wasseraktivitdt, musste die Inkubationstemperatur wihrend
der Wasseraktivititseinstellung kontrolliert werden. In der Literatur wird in der Regel 25 °C
fiir die Einstellung und die nachfolgenden Aktivitétstests verwendet (Eckstein ef al., 2002;
Ma et al., 2002; Svensson et al., 1994; Wehtje & Adlercreutz, 1997). Die optimierte
Reaktionstemperatur der DKR von Benzoin betrigt allerdings 50 °C (Nieguth et al., 2014).
Daher wurde zunéchst die Wasseraktivitét in den Reaktionsbestandteilen bei 25 °C und bei
50 °C eingestellt und die Abhédngigkeit der Aktivitit von der Wasseraktivitit bei beiden
Temperaturen bestimmt und verglichen. Alle Experimente wurden in den
Standardlésungsmitteln der DKR von Benzoin, Toluol und 2-MeTHF, durchgefiihrt.

Zur Methodenetablierung wurden die Feststoffe (Benzoin und immobilisierte LipTL)
und das Losungsmittel jeweils separat tiber den Salzlosungen inkubiert, um einen Effekt des
Losungsmittels wihrend der Einstellung in einem abgeschlossenen Gefal3 auf die LipTL zu
verhindern.  Vinylbutyrat wurde als einziger Reaktionsbestandteil von der
Wasseraktivitéitseinstellung ausgenommen, da eine Hydrolyse der Esterbindung bei den

Bedingungen nicht ausgeschlossen werden konnte.
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Bei einer Inkubationstemperatur von 50 °C lag die Vermutung nah, dass die Temperatur
einen zusitzlichen Einfluss auf die Aktivitit der Lipase hat. Daher wurde fiir diese
Inkubationstemperatur zunichst dieser Einfluss untersucht. Hierfiir wurde das Enzym bei
50 °C und als Vergleich bei 25 °C {iber einer gesittigten LiCl-Losung inkubiert und die
restlichen Reaktionsbestandteile bei 50 °C. Als Inkubationszeit wurde an dieser Stelle 72 h
festgelegt, da dies die ldngste Zeit entsprach, die in der Literatur bisher verwendet wurde
(Chowdary & Prapulla, 2002). Nach Beendigung der Inkubation wurde die spezifische
Aktivitdt gemessen (Abbildung 30).

(@]
o
1

D
o
1

N
o
1

0-
) C o C ° C ° 0
Towo! 25 Towo! 50 ,Z_N\e'Y\’\F 20 Z_N\eT\’\F 50

Spezifische Aktivitat [U/g, ]
N
o

Abbildung 30 Spezifische Aktivitit der immobilisierten LipTL in Toluol und 2-MeTHF nach Lagerung des

Immobilisates bei 25 °C und 50 °C bei einer Wasseraktivitit von 0,113.

In beiden getesteten Losungsmitteln war eine Abnahme der spezifischen Aktivitét der LipTL
durch Erhohung der Inkubationstemperatur auf 50 °C messbar. In Toluol ergab sich ein
Verlust der Aktivitdt von 51% und in 2-MeTHF von 54%. Hier bestétigte sich die bekannte
Thermolabilitdt der LipTL bei 50 °C (Hoyos ef al., 2006). Aufgrund der Ergebnisse wurde
25 °C als Inkubationstemperatur fiir die LipTL festgelegt.

Neben der Temperatur hat die Inkubationszeit einen entscheidenden Einfluss auf die
Einstellung der exakten Wasseraktivitét. In der Literatur werden Zeiten von wenigstens 16 h
(Maetal.,2002) iiber 2 Tage (Jakoblinnert et al., 2011) bis zu 3 Tage (Chowdary & Prapulla,
2002) genannt, jedoch wurde in keiner Literatur iiberpriift, ob die gewdéhlten
Wasseraktivititen in diesen Zeiten tatsdchlich eingestellt werden konnten. Zur exakten
Bestimmung der bendtigten Zeit wurde in dieser Arbeit ein Feuchtemessgerdt verwendet.

Dieses kann in der Gasphase die relative Feuchte und damit den ayw-Wert messen. Fiir die
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Untersuchung wurde von allen Reaktionsbestandteilen das Losungsmittel ausgewihlt, da
dieses in der Regel das grofite Volumen aufweist und daher die Vermutung nahelag, dass
die Einstellung der Wasseraktivitit hier die meiste Zeit benotigt. Als Losungsmittel wurde
2-MeTHF, als Inkubationstemperatur 25 °C und ein Volumen von 250 mL festgelegt. Das
Volumen entsprach der maximal bendtigten Losungsmittelmenge fiir die Bestimmung der
Halbwertzeit der LipTL in Abhidngigkeit der Wasseraktivitdt (siche Kapitel 3.2.3). Als
gesdttigte Salzlosung wurde abermals LiCl verwendet. Wihrend der ersten Durchfiihrung
konnte auch nach 120 h nur eine Wasseraktivitdt von 0,096 anstatt 0,113 erreicht werden.
Daher wurde zur VergroBerung der Oberflache zwischen der Fliissig- und der Gasphase das
Losungsmittel bei 1000 rpm geriihrt und nach gewihlten Zeitraumen die Wasseraktivitit des

Losungsmittels erneut gemessen.
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Abbildung 31 Zunahme der Wasseraktivitdt von getrockneten 2-MeTHF (Ausgangwasseraktivitit von 0,02)
iiber die Zeit wihrend der Lagerung iiber einer geséttigten LiCl-Losung (Zielwasseraktivitdt von 0,113) bei

25 °C.

Abbildung 31 zeigt den Verlauf der Wasseraktivitdt in Abhédngigkeit der Inkubationszeit des
gerithrten Losungsmittels. Die zu erzielende Wasseraktivitdt von 0,113 konnte nach 72 h
Inkubation erreicht werden. Wie bereits erwéhnt, ist davon auszugehen, dass die Einstellung
der Wasseraktivitdt in diesem Volumen aufgrund der geringen Kontaktflache die meiste Zeit
benotigt. Daher wurde vermutet, dass die drei Tage Inkubation fiir alle weiteren
Reaktionsbestandteile oder fiir geringere Volumina der Losungsmittel ausreichend sind. Fiir
die weiteren Experimente wurde somit eine Inkubationszeit von 72 h fiir alle

Reaktionsbestandteile sowohl bei 25 °C, als auch bei 50 °C festgelegt.
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3.2.2 Einfluss auf die spezifische Aktivitdt der immobilisierten Lipase TL

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitdit in Abhéngigkeit der -eingestellten
Wasseraktivitdt wurde alle Reaktionsbestandteile, bis auf die LipTL und Vinylbutyrat, bei
25 °C und 50 °C tiber den ausgewihlten Salzen fiir drei Tage inkubiert. Wie erwdhnt wurde
in der LipTL die Wasseraktivitidt in jedem Fall bei 25 °C eingestellt. Die spezifische
Aktivitit der KR von Benzoin wurde bei 25 °C und 50 °C als Reaktionstemperatur bestimmt.
Fiir eine Wasseraktivitit von anndhernd 0 wurden alle Reaktionsbestandteile iiber Silica-Gel
oder Molsieb getrocknet und mit dem Feuchtemessgerit eine Wasseraktivitdt von <0,02

bestimmt. Wahrend des Aktivititstest wurde eine Benzoinkonzentration von 94 mM als

Standard verwendet.
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Abbildung 32 Abhingigkeit der spezifischen Aktivitit der immobilisierten LipTL von der eingestellten
Wasseraktivitat in 2-MeTHF bei A) 25 °C und B) 50 °C (Petrenz et al., 2015).

In Abbildung 32 sind die spezifischen Aktivititen in Abhdngigkeit der eingestellten
Wasseraktivititen in 2-MeTHF abgebildet. Sowohl bei 25 °C, als auch bei 50 °C war eine
Abnahme der spezifischen Aktivitdt durch die Zunahme der Wasseraktivitét zu beobachten.
Die hochste spezifische Aktivitidt wurde unter annidhernd trockenen Bedingungen erhalten.
Die spezifische Aktivitit sank deutlich bis zu einer Wasseraktivitit von >0,74 bei beiden
Temperaturen auf unter 6% Restaktivitit. Eine weitere Erhdhung der Wasseraktivitit fiihrte
zu kaum nachweisbaren Aktivitéten.

In Toluol als Losungsmittel ergaben sich bei 25 °C und 50 °C die in Abbildung 33
gezeigten spezifischen Aktivititen bei den eingestellten Wasseraktivitdten. Aufgrund der
geringeren Loslichkeit von Benzoin in Toluol musste die Benzoinkonzentration bei 25 °C

auf 47 mM reduziert werden.
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Abbildung 33 Abhingigkeit der spezifischen Aktivitit der immobilisierten LipTL von der eingestellten
Wasseraktivitét in Toluol bei A) 25 °C und B) 50 °C (Petrenz et al., 2015).

In Toluol wurde ein dhnlicher Abfall der spezifischen Aktivitit bei Zunahme der
spezifischen Aktivitit bei beiden Temperaturen erhalten. Die hochste Aktivitit wurde erneut
bei beiden Temperaturen bei einer Wasseraktivitit von <0,02 erreicht. Bis zu einer
Wasseraktivitit von <0,85 sank die Aktivitit auf 38% bei 25 °C und 56% bei 50 °C
Restaktivitit. Erst bei einer Wasseraktivitdt von >0,95 konnten nur noch Restaktivititen von
2,3% bei 25°C und 6,5% bei 50 °C gemessen werden. Auffillig ist, dass bei beiden
Temperaturen die Erniedrigung der Aktivitit in Toluol wesentlich geringer ausfillt als in
2-MeTHF. Dies ist insoweit liberraschend, da bei einer gleichen Wasseraktivitét die gleiche
Menge an frei verfiigbarem Wasser im System vorliegen sollte. Daher wird ein weiterer
Einfluss der Natur des Losungsmittels vermutet, da beide Losungsmittel sich hinsichtlich
threr Hydrophobizitdt unterschieden. Dies konnte nicht abschliefend geklart werden.
Weiterhin auffillig ist, dass die jeweils hochsten Aktivititen stets bei der geringsten
Wasseraktivitdt erreicht wurden. Fiir viele andere Lipasen und auch andere Enzymklassen
ist bekannt, dass es meist ein Maximum der Aktivitit bei einer bestimmten Wasseraktivitét
gibt. Jedoch muss neben dem Enzym auch immer die Art der katalysierten Reaktion beachtet
werden. Im Falle der Lipasen muss hier zwischen Veresterungen, Hydrolysen und
Umesterungen unterschieden werden. So kann bei Umesterungsreaktionen, wie die hier
durchgefiihrte Reaktion, Wasser als Konkurrenznukleophil zum Alkohol agieren, was zu
einer Hydrolyse des Estersubstrates fiihrt (Bovara ef al., 1993; Chowdary & Prapulla, 2002).
Hier muss demnach die Wasseraktivitit gefunden werden, bei der die Aktivitdt der Lipase
hinsichtlich der Umesterungsreaktion maximal ist und die Aktivitidt hinsichtlich der
Hydrolyse minimal ist. Je nach Lipase kann die optimale Wasseraktivitit bei ganz
unterschiedlichen Werten liegen. Ma et al. (2002) untersuchten die immobilisierten Lipasen

aus Rhizopus oryzae und Candida rugosa in der Umesterung von Hexanol und
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Ethyldecanoat. Sie konnten dabei zeigen, dass die Candida-Lipase die hochste
Umesterungsaktivitdt bei einer Wasseraktivitdt von 0,33 zeigte, wihrend die Rhizopus-
Lipase die hochste Aktivitit bei der geringsten getesteten Wasseraktivitit von 0,06 aufwies.
Fiir beide Lipasen wurde zudem eine Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit der
Hydrolyse des Ethyldecanoates durch Erhohung der Wasseraktivitit beobachtet, wobei sich
ein Maximum der Hydrolyse bei der Rhizopus-Lipase bei einer Wasseraktivitit von 0,33
zeigte. In einer weiteren Studie wurden fiir die Umesterung von Ethylbutyrat und Butanol
mit fiinf verschiedenen Lipasen sehr unterschiedliche Abhdngigkeit der Aktivitdt von der
Wasseraktivitdt festgestellt, wobei hier keine Lipase die hochste Aktivitit bei sehr geringen
Wasseraktivititen aufwies. Es konnte ebenfalls die Hydrolyse des Estersubstrates
Ethylbutyrat zur Buttersdure nachgewiesen werden (Chowdary & Prapulla, 2002). Fiir die
LipTL scheint der Einfluss der Hydrolyse schon bei einer Wasseraktivitit von 0,11 einen
entschiedenen Einfluss auf die Gesamtaktivitédt zu haben. Leider war es mit der vorhandenen
Analytik nicht mdglich nachzuweisen, dass durch die Erhohung der Wasseraktivitit die
Hydrolyse des Vinylbutyrates zur Buttersdure erhoht wurde. Nini ef al. (2001) konnten
zeigen, dass Vinylbutyrat durch verschiedene Lipasen hydrolysiert werden kann. Daher
wurde stattdessen getestet, ob die LipTL auch eine Veresterungsreaktion von Benzoin mit
dem Hydrolyseprodukt Butterséure katalysieren kann. Es wurde der Aktivitétstest nach der
Standardmethode durchgefiihrt und Vinylbutyrat durch Buttersdure als zweites Substrat
ausgetauscht. Hierbei konnte keine Produktbildung beobachtet werden. Parallel dazu wurde
die Fahigkeit der LipTL zur Hydrolyse des Umesterungsprodukts (S)-Benzoinbutyrat
untersucht. Hierfiir wurde das Produkt mit und ohne LipTL in 2-MeTHF bei einer
Wasseraktivitdt von 0,97 inkubiert und die Entstehung von Benzoin iiberpriift. Es konnten
0,6% des (S)-Benzoinbutyrats mit LipTL und 0,3% ohne Enzym innerhalb des Zeitraums
des Standardaktivitdtstests hydrolysiert werden. Daher wird die Hydrolyse des
Vinylbutyrates als Hauptgrund der Aktivititsabnahme bei Erhohung der Wasseraktivitit
angesehen.

Auf Grundlage der dhnlichen Wasseraktivitidtswerte bei 25 °C und 50 °C und der
anndhernd gleichen Abnahme der Lipasenaktivitit bei Zunahme der Wasseraktivitit bei
beiden Temperaturen in den untersuchten Losungsmitteln, wurde bei allen weiteren
Experimenten die Wasseraktivitdt in allen Reaktionsbestandteilen bei 25 °C eingestellt und

die Versuche bei einer Reaktionstemperatur von 50 °C durchgefiihrt.
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3.2.3 Einfluss auf die Prozessstabilitdt der immobilisierten Lipase TL

Neben der spezifischen Aktivitit, ist ein Einfluss der Wasseraktivitit auf die Stabilitit von
Enzymen moglich. So konnte schon gezeigt werden, dass die Stabilitditen von Enzymen
durch Erniedrigung der Wasseraktivitdt verbessert werden konnten (Hahn-Hégerdal, 1986;
Pirozzi & Greco, 2004; Zaks & Klibanov, 1984). Hierbei wurde in der Regel die
Thermostabilitdt in Form der Lagerstabilitit in einem oder mehreren Losungsmitteln
untersucht. Fiir die immobilisierte LipTL sollte im Gegensatz dazu die Prozessstabilitét
bestimmt werden. Der Einfluss der Wasseraktivitét auf diese Stabilitdt wurde in 2-MeTHF
und Toluol untersucht. Es wurden hierfiir ay-Werte ausgewéhlt, bei der mindestens eine
Restaktivitdt von 70% gemessen wurde. Fiir 2-MeTHF wurden daher die aw-Werte zwischen
<0,02 und 0,225 und fiir Toluol von <0,02 und 0,328 festgelegt. Die Prozessstabilitdt in
Abhingigkeit der Wasseraktivitdit wurde in dem etablierten CSTR-System {iber die
Bestimmung der Halbwertzeiten untersucht (Abbildung 34).

B Toluol
] 2-MeTHF

Halbwertzeit [h]

002 0113 0225 0328
Wasseraktivitat [-]

Abbildung 34 Einfluss der Wasseraktivitit auf die Prozessstabilitit der immobilisierten LipTL in 2-MeTHF
und Toluol (Petrenz et al., 2015).

In 2-MeTHF war zunichst eine Verringerung der Halbwertzeit von 4,8 h auf 3,5 h durch
eine Erhohung der Wasseraktivitit zu beobachten. Bei einem aw-Wert von 0,225 stieg die
Halbwertzeit wiederrum um 16% auf einen Wert von 5,6 h. In Toluol ergab sich eine
anfiangliche Abnahme der Halbwertzeit von 5,3 h auf 3,5 h, welche bei einem aw-Wert von
0,328 wiederrum auf 4,2 h steigt. Die in der Literatur beschriebene Abnahme der Stabilitit

durch Erhohung der Wasseraktivitit konnte im Falle der Prozessstabilitit nur bedingt
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bestitigt werden. Als Griinde fiir diesen Zusammenhang werden unterschiedliche Mengen
von an das Enzym gebundenes Wasser (Hahn-Hégerdal, 1986) und ein Einfluss der
Wasseraktivitdt auf die Desaktivierungskinetik (Pirozzi & Greco, 2004) angesehen. Es
konnte nicht abschlieBend geklart werden, warum in 2-MeTHF die Halbwertezeit bei
aw=0,328 erneut anstieg. Jedoch sollte hier beachten werden, dass der Anstieg von 16% der
Stabilitdt bei dieser Wasseraktivitit mit einem deutlichen Verlust der Aktivitét einhergeht
(Abbildung 32). Konsistent zu den Ergebnissen der Abhédngigkeit der Aktivitdt von der
Wasseraktivitdt wurde daher fiir die zwei getesteten Losungsmittel auch hinsichtlich der

Stabilitit eine Wasseraktivitit <0,02 fiir das Reaktionssystem als am Geeignetsten bewerten.

3.2.4 Einfluss auf den Racemisierungskatalysator Zr-TUD-1

Neben der Aktivitit der Lipase bei unterschiedlichen Wasseraktivititen wurde der
Racemisierungskatalysator Zr-TUD-1 untersucht. Um einen Einfluss von Sauerstoff und
Wasser auf den Katalysator bzw. die zu katalysierende Reaktion zu vermeiden, wird der
Zr-TUD-1 in der Regel unter wasserfreien Bedingungen und einer Schutzgasatmosphire
verwendet (Nieguth ef al., 2014; Ramanathan ef al., 2008). Daher lag die Vermutung nahe,
dass die Wasseraktivitit einen Einfluss auf die Racemisierung des (R)-Benzoins wihrend
der DKR haben konnte. Zur genauen Untersuchung wurde die Racemisierung in
Abhéngigkeit der Wasseraktivitdt unabhingig von der lipasenkatalysierten Reaktion
durchgefiihrt. Als Losungsmittel wurden erneut 2-MeTHF und Toluol ausgewdhlt und die

gleichen aw-Werte der Halbwertzeituntersuchung in den Reaktionsbestandteilen eingestellt.
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Abbildung 35 Abnahme des ee von (R)-Benzoin in Abhéngigkeit der Wasseraktivitdt in A) 2-Me-THF und
B) Toluol (Petrenz et al., 2015).

Abbildung 35 zeigt die Abnahme des ee von (R)-Benzoin iiber die Zeit in 2-MeTHF und
Toluol. Diese Abnahme entspricht dabei direkt der Aktivitit des Zr-TUD-1. In 2-MeTHF
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konnte kein Unterschied in der Aktivitdt zwischen den aw-Werten <0,02 und 0,113
verzeichnet werden. Erst ab einer Wasseraktivitdt von 0,225 war eine deutliche Abnahme
der Aktivitdit messbar. In Toluol wurde durch die Erhohung der Wasseraktivitit keine
signifikante Anderung der Zr-TUD-1-Aktivitit beobachtet. Falls benétigt kann somit die
DKR in 2-MeTHF bis zu einer Wasseraktivitit von 0,113 und in Toluol bis zu einem Wert
von 0,328 durchgefiihrt werden. Eine genaue Interpretation der Ergebnisse ist an dieser
Stelle schwierig, da bisher in der Literatur keine weiteren Versuche durchgefiihrt wurden
zum Einfluss von Wasser auf den Zr-TUD-1. Es ist daher moglich, dass sowohl der
Katalysator an sich, als auch die Reaktion von der Wasseraktivitit beeinflusst wird. Wie
bereits erwihnt, wird der Zr-TUD-1 in der Regel unter wasserfreien Bedingungen eingesetzt,
wobei adsorbiertes Wasser entweder durch Calcinierung bei 600 °C (Ramanathan et al.,
2006) oder Inkubation bei 100 °C fiir mindestens 8 h (Nieguth, 2013) entfernt wird. Daher
kann vermutet werden, dass das im Reaktionssystem vorhandene Wasser erneut auf der
Oberfliche adsorbierte. Je hoher die eingestellte Wasseraktivitét, desto hoher ist somit die
Menge an adsorbierten Wasser, wodurch moglicherweise die aktiven Zr-Zentren fiir eine

Reaktion nicht mehr zu Verfiigung stehen.

3.2.5 Einfluss der Substratkonzentration auf das Wasseraktivititsprofil

Neben den bisher gezeigten Parametern kann die Substratkonzentration einen Einfluss auf
die optimale Wasseraktivitit haben. In der Literatur sind einige Bespiele zu finden, bei denen
durch Erhohung der Substratkonzentration das Optimum der Aktivitdt verschiedener
Lipasen zu hoheren Wasseraktivititen in Umesterungen (Chowdary & Prapulla, 2002),
Veresterungen und Hydrolysen (Wehtje & Adlercreutz, 1997) verschoben werden konnte.
Fir die Untersuchung des Einflusses wurde die Benzoinkonzentration von 20 mg/mL
(94 mM) auf 50 mg/mL und 100 mg/mL erh6éht und die spezifische Aktivitit in
Abhéngigkeit der Wasseraktivitit erneut bestimmt (Abbildung 36). Die Konzentration an
Vinylbutyrat wurde entsprechend angepasst. Als Losungsmittel wurde aufgrund der

Benzoinloslichkeit bei 50 °C nur 2-MeTHF untersucht.
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Abbildung 36 Abhingigkeit der spezifischen Aktivitit der immobilisierten LipTL von der eingestellten

Wasseraktivitét bei einer Benzoinkonzentration von 50 mg/mL und 100 mg/mL.

Auch fiir die hier untersuchte Reaktion war eine Verschiebung der optimalen Wasseraktivitit
zu hoheren Werten messbar (Abbildung 36). Es konnte die hochste spezifische Aktivitdt in
beiden Féllen bei einer Wasseraktivitit von 0,113 bestimmt werden. Der prozentuale
Gewinn der Aktivitdt zwischen den Wasseraktivititen aw<0,02 und aw=0,113 war hoher, je
hoher die eingestellte Benzoinkonzentration war. Bei 50 mg/mL ergab sich eine
Verbesserung der Aktivitdit um 0,3% und bei 100 mg/mL um 2,2% zwischen den zwei
benannten Wasseraktivititen. Dieses Ergebnis ermdglicht damit einen Blick auf den bereits
diskutierten Zusammenhang zwischen der optimalen Wasseraktivitit eines Enzyms und der
optimalen Wasseraktivitdt einer bestimmten Reaktionsart. Wie bereits erwéhnt, benotigen
Enzyme auf der einen Seite einen gewissen Wassergehalt fiir ihre Hydration und somit fiir
thre Aktivitdt. Die hier durchgefiihrte Reaktion wird wiederrum auf der anderen Seite
negativ durch anwesendes Wasser als Konkurrenznukleophil beeinflusst. Durch die
Erhohung der Benzoinkonzentration wurde die Vinylbutyratkonzentration gesteigert,
wihrend die Wasseraktivitit und damit die Menge an verfligbarem Wasser konstant gehalten
wurden. Daher konnte nur ein geringerer Anteil des Vinylbutyrats hydrolysiert werden.
Durch die Verminderung des Einflusses des Wassers auf die Umesterung, ist daher eine

Verschiebung zu einer vom Enzym bevorzugten Wasseraktivitit denkbar.
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3.2.6 Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse

Die Abhédngigkeit der spezifischen Aktivitdt der immobilisierten LipTL von der
Wasseraktivitit wurde in Toluol und 2-MeTHF untersucht. Zur Einstellung der
Wasseraktivitit in den Reaktionsbestandteilen wurde die Inkubation iiber geséttigten
Salzlosungen ausgewihlt. Nach Etablierung dieser Methode, konnte eine Abnahme der
spezifischen Aktivitit durch Erhohung der Wasseraktivitit bestimmt werden. Die hochste
spezifische Aktivitidt wurde dabei unter nahezu trockenen Bedingungen erreicht (a4<0,02).
Als Hauptgrund wurde die Hydrolyse des Vinylbutyrates vermutet, da die LipTL mit
Buttersdure keine Veresterung katalysieren konnte. Fiir die Abhéngigkeit der
Prozessstabilitit der immobilisierten LipTL von der Wasseraktivitdt wurde zundchst eine
Abnahme der Halbwertzeit beobachtet. Insbesondere in 2-MeTHF konnte bei einer
Wasseraktivitdt von 0,223 erneut eine Zunahme der Halbwertzeit bestimmt werden. Die
Abhéngigkeit der Racemisierungsgeschwindigkeit und damit der Aktivitit des Zr-TUD-1
von der Wasseraktivitdt wurde ebenfalls in Toluol und 2-MeTHF untersucht. In Toluol
konnte keine Anderung der Aktivitit beobachtet werden. In 2-MeTHF wurde im Gegensatz
dazu ab einer Wasseraktivitit von 0,223 eine deutliche Abnahme der Racemisierung
bestimmt. Schlussendlich wurde die Abhangigkeit der optimalen Wasseraktivitit fiir die
spezifische Aktivitit von der Substratkonzentration untersucht. Dabei konnte eine
Verschiebung der optimalen Wasseraktivitit von aw<0,02 zu aw=0,113 bestimmt werden. Je
hoher die Substratkonzentration dabei gewdhlt wurde, desto groBer war der prozentuale
Gewinn der Aktivitdt zwischen den benannten Wasseraktivitéiten.

Fir die weiteren Untersuchungen wurde eine Wasseraktivitit von aw<0,02
ausgewdhlt, da bei der Standardsubstratkonzentration des Benzoins von 94 mM bzw.
20 mg/mL in Toluol und 2-MeTHF die hdchste spezifische Aktivitit der LipTL bei dieser
Wasseraktivitdt bestimmt wurde. Trotz der Erhohung der Halbwertzeit in 2-MeTHF bei
einer Wasseraktivitdt von 0,223 wurde fiir beide Katalysatoren, insbesondere fiir den Zr-
TUD-1, eine deutliche Abnahme der Aktivitit verzeichnet. Daher wurde dieser
Wasseraktivititswert fiir eine spitere DKR als nicht geeignet bewertet. Bei der
Durchfiihrung der DKR bei hoheren Substratkonzentrationen, kdnnte die Einstellung der
Wasseraktivitit auf aw=0,113 wiederum erneut interessant sein. Jedoch sollte beachtet
werden, dass der relativ geringe Aktivitdtsgewinn von 0,3-2,2% eine wesentlich erhohte
Vorbereitungszeit durch die Einstellung der Wasseraktivitét iiber drei Tage bendtigt und

daher dies unter Umstdnden fiir einen industriellen Prozess nicht praktikabel wire.
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3.3 Optimierung des Reaktionsmediums

3.3.1 Auswahl der Losungsmittel

Bei der Auswahl neuer Losungsmittel fiir die DKR von Benzoin lag der Fokus auf
Losungsmitteln, die als umweltfreundlich gelten. Die Standardlosungsmittel der KR und der
DKR von Benzoin sind das petroleum-basierende Toluol und das aus nachwachsenden
Rohstoffen hergestellte 2-MeTHF. Toluol ist auf der einen Seite aufgrund seiner Toxizitét
und der Darstellung als weniger umweltfreundlich im Vergleich zum 2-MeTHF zu bewerten.
Auf der anderen Seite ist die Aktivitit des Zr-TUD-1 in dem Losungsmittel am hochsten
(Nieguth et al., 2014). Daher sollte insbesondere das Toluol durch eine umweltfreundlichere
Alternative, bei vergleichbaren oder verbesserten Leistungen der immobilisierten LipTL und
des Zr-TUD-1, ersetzt werden. Zum Bewerten der Umweltfreundlichkeit von Chemikalien
existieren die 12 Prinzipien der Griinen Chemie (Sheldon, 2012). Diese Prinzipien sind unter
anderem eine Abfallminderung und eine hohe Atomdkonomie in der Synthese, die
Verwendung von nachwachsenden Rohstoffen, sowie eine biologische Abbaubarkeit. Je
nachdem wie viele Prinzipien eine Chemikalie bzw. die Synthese der Chemikalie erfiillen
kann, desto ,,griiner” bzw. umweltfreundlicher wird sie gegeniiber anderer Alternativen
eingeschatzt.

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Losungsmittelklassen auf ihre Eignung als
alternatives Reaktionsmedium fiir die KR bzw. DKR von Benzoin untersucht. Zum einen
wurden weitere umweltfreundliche organische Losungsmittel, sowie ionische Fliissigkeiten
(ILs) und stark eutektische Losungsmittel (DESs) ausgewdhlt. Insbesondere fiir die ILs und
DESs konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass sie fiir viele Enzyme und deren
katalysierte Reaktionen geeignet sind und somit umweltfreundlichere Alternativen zu
konventionellen organischen Losungsmitteln sind (Durand et al., 2013; Kragl et al., 2002;

Sheldon et al., 2002).

3.3.2 Organische Losungsmittel

Bei der Suche nach alternativen organischen Losungsmitteln lag der Fokus auf den
Eigenschaften der Losungsmittel. Auf Grundlage dessen wurden Cyclopentylmethylether
(CPME) und 1,3-Dioxolan ausgewihlt. CPME zeichnet sich unter anderem durch einen
hohen Siedepunkt (106 °C), eine geringe Peroxidbildung und eine relativ hohe Stabilitit
gegeniiber sauren und basischen Bedingungen aus. Durch den erhohten Siedepunkt kdnnen

Reaktionen bei hoheren Temperaturen durchgefiihrt werden, was zu verringerten
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Reaktionszeiten fithren kann. CPME eignet sich daher als Alternative fiir andere Ether wie
Diethylether, Tetrahydrofuran, Methyltertbutylether und Dioxan (Watanabe et al., 2007).
1,3-Dioxolan ist weder toxisch, noch krebserregend, wodurch sich eine erhdhte Sicherheit
ergibt. Es ist zudem geruchslos, einfach aus dem System zu entfernen und gilt als
umweltfreundlich (Moscoso et al., 2014).

Fir den Vergleich der spezifischen Aktivitdt der LipTL wurde zundchst die
Benzoinloslichkeit in den ausgewihlten Losungsmitteln sowie in Toluol und 2-MeTHF
getestet. Fiir die Messung der spezifischen Aktivitdt und die DKR wurde die Loslichkeit bei
50 °C getestet, fiir die Messung der Prozessstabilitit bei 25 °C. Als Zielkonzentration wurde

94 mM bzw. 20 mg/mL Benzoin bei beiden Temperaturen getestet.

Tabelle 19 Benzoinloslichkeit in verschiedenen organischen Losungsmittel bei 25 °C und 50 °C.

Losungsmittel Benzoinlgslichkeit bei 25 °C Benzoinloslichkeit bei 50°C
2-MeTHF 20 20
Toluol 10 20
1,3-Dioxolan 20 20
CPME 10 20

Tabelle 19 fasst die Loslichkeit zusammen. In 2-MeTHF und 1,3-Dioxolan konnten
20 mg/mL Benzoin bereits bei 25 °C gelost werden. Eine vergleichbare Loslichkeit konnte
in Toluol und CPME nur durch die Erhéhung der Temperatur auf 50 °C erreicht werden. Fiir
eine Vergleichbarkeit und Bewertung der Losungsmittel wurde 20 mg/mL fiir die Analyse
der spezifischen Aktivitit und der DKR von Benzoin festgelegt und 10 mg/mL fiir die
Bestimmung der Prozessstabilitdt um ein Auskristallisieren des Benzoins in den Schlduchen
und der Pumpe zu verhindern, da diese nicht temperiert werden konnten. Aufgrund der
Ergebnisse lag die Folgerung nahe, dass Benzoin im Allgemeinen in polaren Losungsmitteln
besser loslich ist, als in unpolaren. Eine dhnliche Tendenz wurde ebenfalls von Nieguth
(2013) beobachtet, jedoch konnte kein genauer Zusammenhang zwischen den
Losungsmittelklassen, deren Polaritdten und der Loslichkeit bei 25 °C gefunden werden.
Die Bestimmung der spezifischen Aktivitdt in Abhdngigkeit vom Losungsmittel ist
in Abbildung 37 dargestellt. Alle Losungsmittel wurden in getrockneter Form (aw < 0,02)

eingesetzt, um einen Einfluss der Wasseraktivitdt zu vermeiden (siehe 3.2.2).
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Abbildung 37 Spezifische Aktivitit der immobilisierten LipTL in Abhéngigkeit des Losungsmittels (Petrenz
etal.,2015).

In 2-MeTHF und Toluol wurde unter gleichen Bedingungen eine sehr dhnliche Aktivitit von
rund 75 U/gimmo. bestimmt. In CPME wiederum konnte im Vergleich dazu eine Erh6hung
der Aktivitét auf das 1,6-Fache von 118,7 U/gimmo gemessen werden. In 1,3-Dioxolan ergab
sich die geringste Aktivitdt der immobilisierten LipTL von 20,4 U/gimmo. und damit eine
6-fach geringere Aktivitit als in CPME. Nieguth (2013) konnte bereits einen
Zusammenhang der Aktivitét innerhalb einer Losungsmittelklasse feststellen. Je hoher der
log P der getesteten Losungsmittel lag, desto hohere spezifische Aktivititen konnten
gemessen werden. Dieser Zusammenhang ist auch hier zu beobachten. 1,3-Dioxolan, 2-
MeTHF und CPME gehoren zur Gruppe der Ether und haben log P-Werte von 1,3-Dioxolan:
-0,37 (Hansch et al., 1995), 2-MeTHF: 0,72 (Fragnelli et al., 2012) und CPME: 1,59
(Oshima et al., 2015). Der Grund konnte eine geringere Solvatisierung des Edukts durch
eine geringe Polaritit des Losungsmittels sein. Durch die geringere Solvatisierung ist die
Substratverfiigbarkeit fiir das Enzym verbessert (Nieguth, 2013). Fiir Toluol kann diese
Theorie ebenfalls angewandt werden. Im Allgemeinen scheinen aber Ether zu den hochsten
Enzymaktivititen in der KR von Benzoin zu fiihren. Die Eignung von CPME fiir
enzymatische Reaktionen wurde bisher noch fiir sehr wenige Enzyme untersucht. Mine et
al. konnten beispielsweise zeigen, dass durch die Verwendung von CPME als Losungsmittel
die Aktivitit und die Enantioselektivitit der Lipase aus Pseudomonas cepacia in der

Umesterung von Solketal verbessert werden konnte (Mine et al., 2005).
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Neben der Aktivitdt ist die Stabilitdt der LipTL in Abhédngigkeit des Losungsmittels ein
wichtiger Faktor zur Bewertung der Losungsmittel. 1,3-Dioxolan wurde auf Grund der
niedrigen Enzymaktivitdt in dem Losungsmittel von der Untersuchung ausgeschlossen. Die
Stabilitdt wurde erneut liber die Messung der Prozessstabilitit bzw. der Halbwertzeit
bestimmt. Wie erwihnt, wurde hier fiir alle Losungsmittel eine Benzoinkonzentration von
10 mg/mL gewéhlt, da die Konzentration einen Effekt auf die Halbwertzeit im gleichen
Losungsmittel haben kann (Nieguth, 2013). Es wurden erneut getrocknete Losungsmittel
eingesetzt. In Abbildung 38 sind die bestimmten Halbwertzeiten in Abhdngigkeit vom

Losungsmittel zusammengefasst.

Halbwertzeit [h]

Toluol 2-MeTHF CPME

Abbildung 38 Halbwertzeit der immobilisierten LipTL im CSTR in Abhéngigkeit des Losungsmittels
(Petrenz et al., 2015).

Ahnlich zur Enzymaktivitit konnte die Prozessstabilitit durch Verwendung von CPME mit
einer Halbwertzeit von 7,1 h um 50% im Vergleich zu 2-MeTHF und um 30% im Vergleich
zu Toluol erhoht werden. Im Vergleich der Losungsmittel konnte kein zufriedenstellender
Zusammenhang zwischen der Natur des Losungsmittels und dessen Halbwertzeit gefunden
werden. Es ist bekannt, dass hydrophile Losungsmittel das fiir die Hydration des Enzyms
bendtigte Wasser von der Enzymoberflache entfernen konnen (Doukyu & Ogino, 2010).
Dies konnte die geringste Halbwertzeit in 2-MeTHF erkldren. Zwischen den Halbwertzeiten
in Toluol und CPME kann dies nicht bestétigt werden. Moglichweise liegen fiir Ether
aktivierende als auch stabilisierende Effekte auf die immobilisierte LipTL vor. Die

Wasseraktivitdt kann in dem Fall als weiterer Faktor ausgeschlossen werden, da die
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Wasseraktivitit aller Reaktionsbestandteile vor der Durchfiihrung kontrolliert und
eingestellt wurde (aw<0,02).

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse der Enzymaktivitdt und -stabilitét in
CPME wurde im letzten Schritt die Performance des Racemisierungskatalysators Zr-TUD-1
in den getrockneten Losungsmitteln getestet. Die Eignung von Toluol und 2-MeTHF fiir die
in-situ Racemisierung wurde bereits gezeigt (Nieguth et al., 2014). 1,3-Dioxolan wurde trotz
der geringen Enzymaktivitit als Vergleich untersucht. Die Racemisierung wurde erneut

durch die Abnahme des ee’s von (R)-Benzoin untersucht.
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Abbildung 39 Abnahme des ee von (R)-Benzoin tiber die Zeit in unterschiedlichen Lésungsmittel mit Zr-

TUD-1 als Katalysator (Petrenz et al., 2015).

Die hochste Zr-TUD-1-Aktivitdt wurde in Toluol beobachtet, gefolgt von CPME und
2-MeTHF (Abbildung 39). In Toluol und CPME konnte eine vollstindige Racemisierung
nach rund 12 h erreicht werden, in 2-MeTHF nach 24 h. Das Ergebnis fiir Toluol und 2-
MeTHEF ist konsistent mit der Literatur (Nieguth ef al., 2014). In 1,3-Dioxolan wurde die
geringste Aktivitdt bestimmt. Innerhalb von 24 h konnte keine vollstandige Racemisierung
des (R)-Benzoins gemessen werden. Fiir die Untersuchung der DKR wurde dieses
Losungsmittel fiir weitere Untersuchungen ausgeschlossen. Aufgrund der iiberzeugenden
Ergebnisse der Aktivitit der Katalysatoren in CPME wurde dieses Losungsmittel als
geeignete Alternative, insbesondere fiir Toluol, fiir die KR und DKR von Benzoin und

weiteren o-Hydroxyketone ausgewihlt (Siehe 3.4 und 3.5).
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3.3.3 Ionische Fliissigkeiten

Neben den organischen Losungsmitteln wurden ILs auf ihre Eignung als Reaktionsmedium
fiir die KR von Benzoin getestet. Durch die unzdhligen Kombinationsmoglichkeiten
verschiedener Kationen und Anionen existiert eine Vielzahl von kommerziell erhiltlichen
ILs und einige davon wurden fiir diese Arbeit auf diesem Weg bezogen. Als Kationen
wurden zwei Imidazolium-Derivate ausgewihlt (Tabelle 20). Die Kationen unterschieden
sich dabei durch die Kettenlinge der  Alkylseitenkette. Es  wurden
1-Butyl-3-methylimidazolium [BMIM] und 1-Methyl-3-octylimidazolium [OMIM]
gewdhlt. Jedes Kation wurde mit zwei verschiedenen Anionen kombiniert, zum einen mit

Tetrafluoroborat [BF4] und zum anderen mit Hexafluorophosphat [PFg].

Tabelle 20 Zusammensetzung der ausgewéhlt ILs und ihre Loslichkeit von 94 mM Benzoin bei 50 °C.

Bezeichnung Kation Anion Benzoinldslichkeit

[BMIM][BFs] BFy +
1-Butyl-3-methylimidazolium

[BMIM][PFs] PF¢ +

[OMIM][BF4] BF4 +
1-Methyl-3-octylimidazolium

[OMIM][PF¢] PFs +

In den gewihlten ILs wurde erneut die Benzoinldslichkeit iiberpriift. Es wurde die
Standardkonzentration von 20 mg/mL (94 mM) gewihlt und der Loslichkeitstest bei 50 °C
durchgefiihrt (Tabelle 20). In allen ILs konnte die Zielkonzentration erreicht werden. Im
Gegensatz zu den organischen Losungsmitteln, in denen die vollstindige Auflosung nach
maximal 10 min erreicht werden konnte, war fiir die ILs mit [BMIM] eine Inkubationszeit
von 30 min notwendig. Fiir die ILs aus [OMIM] musste die Inkubationszeit auf 40 min
erhoht werden. Das Kation der ILs scheint den entscheidenden Einfluss auf die Loslichkeit
zu haben. Durch die kiirze Alkylkette von [BMIM] sind ILs mit diesem Kation etwas polarer
als ILS mit [OMIM] als Kation. Dass sich Benzoin schneller und in groleren Mengen in
polaren Losungsmitteln 16st, konnte auch fiir 2-MeTHF, Toluol und CPME beobachtet
werden (siehe 3.3.2). Aufgrund der Moglichkeit zur Losung der Zielkonzentration von
94 mM Benzoin wurde in allen ILs die spezifische Aktivitit der immobilisierten LipTL

untersucht (Abbildung 40).
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Abbildung 40 Spezifische Aktivitit der immobilisierten LipTL in verschiedenen ILs.

Die hochste spezifische Aktivitdt in den ILs konnte in [BMIM][BF4] mit 25,2 U/g erreicht
werden. Die geringste Aktivitdt wurde in der IL [OMIM][PF6] bestimmt. Im Vergleich der
ILs untereinander waren damit sowohl eine Kationen-, als auch eine Anionenabhéingigkeit
der spezifischen Aktivitit erkennbar. Unabhéngig vom Anion konnte die Aktivitit durch
Verwendung von [BMIM] als Kationen gegeniiber [OMIM] gesteigert werden. Bei den
Anionen ergab sich in ILs mit [BF4] anstatt [PF6] unabhingig vom Kation eine verbesserte
Aktivitdt. Zur Erkldrung des Einflusses der ILs auf die Aktivitdt eines Enzyms konnen
unterschiedlichen Parameter herangezogen werden. Diese sind unter anderem die
Hydrophobizitit bzw. der log P Wert, die Polaritit und die Viskositit (Yang & Pan, 2005).

Die zugehorigen Werte der hier verwendeten ILs sind in Tabelle 21 zusammengefasst.

Tabelle 21 Log P (Cho et al., 2011), normierte Polaritit EY (Reichardt, 2005) und Viskositit (D. Han & Row,
2010; Huddleston et al., 2001) der ILs bei 25 °C.

IL log P EY Viskositit [cP]
[BMIM[[BF4] -2,40 0,673 233
[BMIM[[PF6] -1,72 0,667 400
[OMIM[[BF4] -0,68 0,670 440
[OMIM[[PF6] -0,35 0,633 682

Bei Betrachtung der log P Werte fillt auf, dass die ILs wesentlich hydrophiler sind, als die
bisher untersuchten organischen Losungsmittel (siehe 3.3.2). In den hydrophoben

organischen Losungsmitteln konnten wesentlich hohere Aktivititen erreicht werden.
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Innerhalb der ILs kann dieser Trend nicht beobachtet werden, da in der IL [OMIM][PF6]
nicht die hochste Aktivitit gemessen wurde. Aus dem Grund scheint der log P Wert nicht
der entscheidende Parameter zu sein, um die Aktivitdt in Abhéngigkeit der verwendeten IL
zu erkldren. Hinsichtlich der Polaritit der ILs ist ein Trend zu héheren Aktivitdten bei
hoheren Polarititen erkennbar. Dies konnte bereits in einigen anderen Studien gezeigt
werden (Lozano, de Diego, Carrié, et al., 2001; Lozano, de Diego, Guegan, et al., 2001; Park
& Kazlauskas, 2001). Park und Kazlauskas (2001) konnte zudem zeigen, dass der Trend flir
organische Losungsmittel gegensétzlich war. Yang und Pan (2005) schlossen daraus, dass
moglicherweise stattdessen die Viskositdt der entscheidende Parameter fiir den
Zusammenhang zwischen der Enzymaktivitidt und der ILs ist. So hat die in der Arbeit
verwendete polarste IL [BMIM[[BF4] die geringste Viskositét (Tabelle 21) und in ihr wurde
die hochste spezifische Aktivitdt der LipTL gemessen. Mit steigender Viskositdt sank
wiederum die spezifische Aktivitdt (Abbildung 40). Ein Grund fiir diesen Trend kann in
Massentransferlimitierung gefunden werden (Yang & Pan, 2005). Organische Losungsmittel
haben dem gegeniiber wesentlich geringere Viskosititen (Toluol: 0,59 cP (MacFarlane et
al., 2001)), was ein weiterer Grund fiir die hoheren Aktivititen in den verwendeten
organischen Losungsmittel sein kann. Insgesamt konnten somit die hier getesteten ILs nicht

als neue Alternative fiir die KR und die DKR von Benzoin bewertet werden.

3.3.4 Stark eutektischen Losungsmittel

Als dritte alternative Losungsmittelklasse wurden die DESs untersucht. Ahnlich der ILs
existiert eine  Vielzahl  unterschiedlicher =~ DESs  durch die  vielfdltigen
Kombinationsmoglichkeiten der Ausgangsstoffe, in der Regel Ammoniumsalze und
Wasserstoffbriickenbindungsdonoren, zur Bildung der eutektischen Mischungen, sowie
deren molaren Verhéltnisse zueinander. Im Gegensatz zu den ILs, sind diese kommerziell
nicht erhdltlich und miissen synthetisiert werden. Fiir die Untersuchung der DESs als
Losungsmittel in dieser Arbeit wurden als Ammoniumsalze Cholinchlorid und
Ethylammoniumchlorid ausgewahlt. Bei der Auswahl der
Wasserstoftfbriickenbindungsdonoren mit unterschiedlichen Kettenldngen und funktionellen
Gruppen wurde eine hohe Variation der Eigenschaften der DESs angestrebt. Neben den
haufig verwendeten Wasserstoftbriickenbindungsdonoren Glycerin und Harnstoff wurden
einige von Maugeri und Dominguez de Maria (2012) vorgestellten
Wasserstoftfbriickenbindungsdonoren aus nachwachsenden Rohstoffen getestet. Es wurden

Isosorbid und Lavulinsdure, sowie die weiteren Sduren Oxalséure, Phenylpropionséure und
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Stearinsdure ausgewéhlt, um eine Variation der Kettenldnge der Séuren zu gewdhrleisten.
Da in der Publikation von Maugeri und Dominguez de Maria (2012) zudem sperrige
Wasserstoffbriickenbindungsdonoren mit Alkoholgruppen, z:B: Xylit, erfolgreich zur
Bildung von DESs verwendet wurden, wurde Benzoin als mdglicher
Wasserstoftbriickenbindungsdonor in dieser Arbeit ebenfalls getestet. Fiir DESs aus
Cholinchlorid wurden molare Verhéltnisse zwischen 1:1 und 1:2 und fiir
Ethylammoniumchlorid 1:1,5 verwendet. In Tabelle 22 sind alle getesteten Kombinationen

der gewdhlten Ammoniumsalze und der Wasserstoffbriickenbindungsdonoren zu finden.

Tabelle 22 Zusammensetzung und Bildung der in dieser Arbeit synthetisierten DESs, +: Synthese war

erfolgreich, -: Bildung eines DES wurde nicht beobachtet.

Wasserstoffbriickenbindungs- Molares

DES Ammoniumsalz DES-Bildung
donoren Verhiltnis

ChCIL:Gly Cholinchlorid Glycerin 1:2 +
ChCL:U Cholinchlorid Harnstoff 1:2 +
ChCl:Iso Cholinchlorid Isosorbid 1:2 +
ChCIL:LS Cholinchlorid Lévulinsdure 1:2 +
ChCI:0S Cholinchlorid Oxalséure 1:1 +
ChCIl:PPS Cholinchlorid Phenylpropionséure 1:1 +
ChCI:SS Cholinchlorid Stearinséure 1:2 -
ChCIL:Gly:SS Cholinchlorid Glycerin + Stearinsiure 1:1:1 -
ChCl:Ben Cholinchlorid Benzoin 1:2 -
ChCIL:Gly:Ben  Cholinchlorid Glycerin + Benzoin 1:1:1 -
EAC:Gly Ethylammoniumchlorid  Glycerin 1:1,5 +
EAC:SS Ethylammoniumchlorid  Stearinséure 1:1,5 -

Die DESs ChCl:Gly, ChCL:U, EAC:Gly, ChCI:LS, ChCIL:0OS, ChCI:PPS und ChCl:Iso
konnten erfolgreich hergestellt werden. Auffillig waren die DESs ChCl:OS und ChCI1:PPS.
ChCl:0S war bei 50 °C eine hoch-viskose Fliissigkeit und ChCI:PPS ein Feststoff. Daher
erschienen diese DESs nicht als geeignet zur Verwendung als Losungsmittel. Mit den
Hydrogendonoren Stearinsdure und Benzoin konnten keine DESs gebildet werden. Die
Verwendung von Ethylamoniumchlorid als Ammoniumsalz war fiir Stearinséure ebenfalls
nicht erfolgreich. Die Mischung von Glycerin und Stearinsdure bzw. Benzoin als
Hydrogendonoren und Cholinchlorid ergab eine Suspension aus dem DES ChCl:Gly und der
Stearinsdure bzw. dem Benzoin. Aufgrund der Ergebnisse wurden die DESs ChCl:OS und
ChCI:PPS, sowie die Hydrogendonoren Stearinsdure und Benzoin von weiteren Tests

ausgeschlossen.
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Durch die Hygroskopie einiger Grundsubstanzen der DESs und der Abhingigkeit der
Lipasenaktivitit von der Wasseraktivitét (siehe 3.2.2), wurde zunéchst der aw-Wert in allen
erfolgreich gebildeten DESs bestimmt. Bei Werten von aw>0,02 wurden die DESs bei
130 °C fiir 2 h erhitzt und fiir 3 Tage in einem Exsikkator {iber Silicagel gelagert und der

aw-Wert erneut bestimmt.

Tabelle 23 Wasseraktivitit der DESs vor und nach dem Trocknen.

DES aw-Wert nach Herstellung ayw-Wert nach Trocknung
CHCIL:Gly 0,057 0,009

ChCL:U 0,016 n. b.

ChCl:Iso 0,045 0,023

ChCL:LS 0,071 0,036

EAC:Gly 0,009 n. b.

Tabelle 23 fasst die Wasseraktivititen der DESs zusammen. Fiir ChCl:Gly, ChCl:Iso und
ChCI:LS war ein nachtrigliches Ausheizen nach der Herstellung notwendig. Somit ergaben
sich Wasseraktivitdten zwischen 0,04 und 0,01. Der Einfluss der Wasseraktivitit auf die
weitere Bestimmung der spezifischen Aktivitit wurde daher als sehr gering eingeschétzt.

Mit den erfolgreich gebildeten und getrockneten DESs wurde im néchsten Schritt
zunichst die Benzoinloslichkeit untersucht. Als Standardkonzentration wurde erneut
20 mg/mL gewihlt. Bei einer unvollstindigen Loslichkeit wurde die Benzoinkonzentration
variiert bis zu einer minimalen Konzentration von 5 mg/mL. Zudem wurde im Fall einer
sehr geringen Loslichkeit des Benzoins (<10 mg/mL) zusétzlich 10% (v/v) 2-Propanol
hinzugefiigt. Aufgrund der Loslichkeit und der zum Teil sehr hohen Viskositidt der DESs
wurden alle Loslichkeitsversuche fiir 24 h bei 50 °C auf einem Schiittler (1200 rpm)
durchgefiihrt.
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Tabelle 24 Untersuchung der Benzoinloslichkeit der DESs (Petrenz et al., 2015).

DESs 2-Propanol Benzoin [mg/mL] Loslichkeit
EAC:Gly + 5 -

ChClL:Gly + 5 -

ChCL:U + 5 -

ChCl:Iso - 5 +

ChCl:Iso - 10 -

ChCl:Iso + 10 +

ChCl:Iso - 20 -

ChCl:Iso + 20 -

ChCL:LA - 20 +

Tabelle 24 fasst die erreichten Benzoinloslichkeiten in den getesteten DESs zusammen. In
den DESs ChCl:Gly, ChCI:U und EAC:Gly war in dem gewéhlten Konzentrationsbereich
bis 5 mg/mL keine vollstindige Loslichkeit mdglich. Durch die Zugabe von 10% 2-Propanol
konnten 5 mg/mL weiterhin nicht gelost werden. Mittels einer HPLC-Analyse wurde eine
geloste Benzoinkonzentration von 2,5 mg/mL ChCl:Gly und EAC:Gly im Uberstand
nachgewiesen. In ChCL:U bildete sich aus dem DES und dem 2-Propanol ein
Zweiphasensystem, wodurch die Benzoinloslichkeit nicht verbessert werden konnte. In
ChCl:LA waren bereits 20 mg/mL Benzoin 16slich und in ChCl:Iso konnte die Loslichkeit
von 5 mg/mL auf 10 mg/mL durch Zugabe von 2-Propanol erhoht werden. Auf Grundlage
der Ergebnisse wurde an dieser Stelle ChCl:U von weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen.

Im néchsten Schritt wurde die spezifische Aktivitét der LipTL in den DESs mit und
ohne 2-Propanol untersucht. Es wurde dabei die hochste 16sliche Benzoinkonzentration im
jeweiligen DESs (Maximum 20 mg/mL) gewéhlt. Durand et al. (2012) konnten zeigen, dass
die Verwendung von einem Immobilisat in DESs zu keinen konsistenten Ergebnissen fiihrte,
aufgrund der hohen Viskositdit der DESs und den dadurch bedingten
Stofftransportlimitierungen und Dispersionsschwierigkeiten. Daher wurde hier neben dem
Lip TL-Immobilisat auch das LipTL-Lyophilisat untersucht. Durand et al. (2012) konnten
zeigen, dass eine Zerkleinerung des Immobilisates zu einer Erhéhung der Enzymaktivititen
durch VergréBerung der Oberfliache fithren kann. Fiir die Zerkleinerung wurde ein Mdrser
verwendet. Zur Erhohung der Triageroberfliche wurde das Immobilisat in einem Morser
zerkleinert. Als Vergleich wurde in den DESs mit messbarer Enzymaktivitit die Aktivitit

des ungemorserten Immobilisates untersucht.
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Tabelle 25 Spezifische Aktivitat der LipTL als Lyophilisat und Immobilisat in DESs. z: zerkleinert; 2PrOH:
2-Propanol (Petrenz et al., 2015).

DES Benzoin [mg/mL] LipTL Aktivitdt [U/gimmo.] Aktivitat
[U/gprotein]
ChCl:Gly:2PrOH 2.5 Lyophilisat - 0.
EAC:Gly:2PrOH 2.5 Lyophilisat - 0
ChCl:Iso 5 Lyophilisat - 28,5
ChCl:Iso:2PrOH 10 Lyophilisat - 14,0
ChCL:LA 20 Lyophilisat - 0
ChCl:Gly:2PrOH 2.5 z. Immobilisat 0. 0.
EAC:Gly:2PrOH 2.5 z. Immobilisat 0 0
ChCl:Iso 5 z. Immobilisat 1,9 77,3
ChCl:Is0:2PrOH 10 z. Immobilisat 0,3 12,0
ChCLl:LA 20 z. Immobilisat 0 0
ChCl:Iso 5 Immobilisat 0,3 12,0

Sowohl fiir das Lyophilisat, als auch fiir das zerkleinerte Immobilisat konnte eine messbare
Produktzunahme nur in dem DES ChCl:Iso festgestellt werden. Fiir das Lyophilisat konnte
eine spezifische Aktivitdt von 28,5 U/gprotein und fiir das zerkleinerte eine Aktivitdt von
77,3 U/gprotein bzw. 1,9 U/gimmo. bestimmt werden. Eine zusétzliche Zugabe von 2-Propanol
fiihrte in beiden Féllen trotz Erhohung der Benzoinkonzentration zu einer geringeren
Aktivitdit. In allen anderen getesteten DESs war innerhalb einer Stunde keine
Produktzunahme messbar, selbst in dem DES ChCIl:LA mit der hdchsten Benzoinldslichkeit.
Fiir das nicht zerkleinerte Immobilisat ergab sich eine geringere Aktivitdt von 12 U/gprotein
bzw. 0,3 U/gimmo. in ChCl:Iso als in den zwei anderen Varianten. Somit scheint die
Verwendung von Immobilisaten mit einer geringen PartikelgroBe oder die nachtrédgliche
Zerkleinerung der Immobilisate fiir einen Einsatz derer in DESs vorteilhaft zu sein. Jedoch
ist das Morsern des Immobilisates keine reproduzierbare Methode, wodurch Abweichungen
der Aktivitit nach dem Zerkleinern nicht auszuschlieBen sind. Im Vergleich der Ergebnisse
in den DESs zu den Aktivitdten in den organischen Losungsmitteln und ILs ergaben sich
signifikant niedrigere spezifische Aktivititen. Grund dafiir konnte, dhnlich wie bereits fiir
die ILs schon festgestellt ~wurde, ein erhohter  Stofftransport  bzw.
Massentransferlimitierungen aufgrund der hohen Viskositit der DESs sein (H. Zhao et al.,
2011). Der Unterschied zwischen den Aktivititen des Lyophilisates und des zerkleinerten
Immobilisates kann zum einen durch die schon publizierte Hyperaktivierung der LipTL auf
dem Triager (Nieguth ef al., 2014) und zum anderen durch zusétzliche Diffusionslimitierung

aufgrund moglicher Enzymaggregation der freien LipTL zustande gekommen sein, da freie
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Enzyme in organischen Losungsmitteln unldslich sind (Hanefeld ez al., 2009; Singer, 1963).
Eine weitere Moglichkeit konnte die Bildung von Nebenprodukten durch die Reaktion der
Wasserstoffdonoren mit freien Alkoholgruppen als Konkurrenznukleophil zum Benzoin
sein. Gorke et al. (2008) konnten in der Umesterung von Ethylvalerat und 1-Butanol in dem
DES ChCl:Gly nur eine geringe Menge an dem Glycerinnebenprodukt messen bei einem
Umsatz von 90%. Daher wird vermutet, dass auch in der KR von Benzoin mdgliche
Nebenprodukte der Hydrogendonoren nur einen vernachldssigbaren Einfluss auf die
Reaktion haben, wobei es fraglich ist, ob diese in der hier verwendeten HPLC-Analytik
nachweisbar gewesen wére. Dass die zusitzliche Zugabe von 2-Propanol zu einer messbaren
Verringerung der Aktivitit fiihrte, konnte auf eine weitere Konkurrenzreaktion von
Vinylbutyrat und 2-Propnaol als Nukleophil zuriickzufiihren sein. Das hierbei entstehende
Produkt Buttersdure-iso-propylester ist bei den hier verwendeten HPLC-Methoden nicht
nachweisbar und kann damit nicht ausgeschlossen werden.

Zur weiteren Charakterisierung wurde die Loslichkeit von (S)-Benzoinbutyrat in
ChCl:Iso untersucht. Dabei wurde eine maximale Loslichkeit von 0,3 mg/mL festgestellt.
Bei einem entsprechenden hohen Umsatz wire dadurch eine einfache Separation des
Produktes durch dessen Auskristallisieren vom Reaktionsansatz denkbar. Daher wurde die
KR von Benzoin in ChCl:Iso fiir 6 Tage durchgefiihrt um den maximalen Umsatz zu

bestimmen (Abbildung 41).

Odm
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit [min]

Abbildung 41 Umsatz der KR von Benzoin iiber die Zeit in ChCl:Iso (Petrenz et al., 2015).
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Der hochste Umsatz von 10% konnte nach 48 h erreicht werden. Anschlieend konnte keine
weitere Zunahme beobachten werden. Eine Auskristallisierung des Produktes konnte nicht
erreicht werden. Vermutlich konnte der Umsatz nicht erhohte werden, da die LipTL, wie
bereits beschrieben, aufgrund ihrer Thermolabilitit nach rund 48 h vollstindig desaktiviert
wurden. ChCl:Iso bleibt damit hinsichtlich seiner Eigenschaften und der
Umweltfreundlichkeit fiir weitere Untersuchung ein interessanter Kandidat. Mdglichkeiten
wéiren hier zum  Beispiel die  Verwendung einer Mischung  zweier
Wasserstoffbriickenbindungsdonoren zu Erniedrigung der Viskositdit und Erhdhung der
Benzoinkonzentration oder die Zugabe eines anderen organischen Losungsmittels,
beispielsweise CPME oder 2-MeTHF. In dieser Arbeit wurde das DES nicht als alternatives

Losungsmittel fiir die KR und DKR von Benzoin angesehen und nicht weiterverwendet.

3.3.5 Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse

Fir eine nachhaltige wund umweltfreundliche DKR  wurden verschiedene
Losungsmittelklassen getestet. Ausgewdhlt wurden organische Losungsmittel, ILs und
DESs. Als alternative organische Losungsmittel wurden CPME und 1,3-Dioxolan
ausgewdhlt und die Aktivititen der immobilisierten LipTL und des Zr-TUD-1, sowie die
Prozessstabilitdt der immobilisierten LipTL bestimmt und mit den Ergebnissen in den
Standardlosungsmitteln Toluol und 2-MeTHF verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass
die Aktivitit und die Prozessstabilitit der LipTL in CPME deutlich gesteigert werden
konnte. Fiir den Zr-TUD-1 konnte in CPME eine anndhernd gleiche Aktivitdt wie in dem
bisher bevorzugten Toluol erreicht werden. In 1,3-Dioxolan wiederum wurde sowohl eine
deutlich geringere Aktivitiat der LipTL, als auch vom Zr-TUD-1 bestimmt. Fiir die Eignung
von ILs wurden vier ILs mit unterschiedlichen Kationen und Anionen ausgewéhlt und die
spezifische Aktivitdt der immobilisierten LipTL ermittelt. Dabei konnte eine Abhédngigkeit
der Aktivitdt vom Kation und vom Anion beobachtet werden. Die hochste Aktivitdt konnte
in der IL mit der geringsten Viskositét erreicht werden, daher wurde die Viskositét als
entscheidender Parameter ausgemacht. Da die Aktivitét in allen getesteten ILs deutlich unter
den Aktivititen in den organischen Losungsmitteln lag, wurden weitere Untersuchungen
nicht durchgefiihrt. Im Fall der Eignung der DESs wurden eine Reihe verschiedener DESs
hergestellt. Jedoch konnte nicht fiir alle Kombinationen eine DES-Bildung beobachtet
werden. In den gebildeten DESs wurde zunichst die Benzoinloslichkeit iiberpriift. In einigen
Féllen wurde 2-Propanol zur Erhdhung der Loslichkeit hinzugefiigt. In den DESs bzw.

DES/2-Propanol-Mischungen mit einer Benzoinkonzentration von mindestens 2,5 mg/mL
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wurde die spezifische Aktivitdt der nativen LipTL und der immobilisierten LipTL bestimmt.
Aufgrund der hohen Viskositdt der DESs wurde das Immobilisat zudem zur Erh6hung der
Oberfldche zerkleinert. Dabei konnte lediglich in dem DES ChCl:Iso eine Produktbildung
ermittelt werden. Das folgende Langzeitexperiment in dem DES ergab nur einen maximalen
Umsatz von 10% in der KR von Benzoin. Daher wurden die DESs als Losungsmittelklasse
nicht weiter untersucht.

Unter allen getesteten Losungsmitteln konnte somit CPME als neues alternatives
Losungsmittel fiir die DKR von Benzoin ausgemacht werden. Aufgrund dessen wurde
Toluol von allen weiteren Untersuchungen, neben den ILs und DESs, ausgeschlossen.
2-MeTHF wurde weiterhin als Vergleich verwendet, da es ebenfalls als umweltfreundlich

gilt.

3.4 Kinetische Racematspaltung symmetrischer und asymmetrischer a-

Hydroxyketone

3.4.1 Auswahl der a-Hydroxyketone

Die bisherigen Studien zur der KR bzw. DKR von oa-Hydroxyketonen mit der
immobilisierten LipTL und dem Zr-TUD-1 als Katalysatoren wurden bisher nur fiir Benzoin
durchgefiihrt. In anderen Studien konnte die Eignung der LipTL fiir weitere symmetrische
(Hoyos et al., 2006) und asymmetrische (Hoyos, Pace, ef al., 2011) Benzoin-Derivate
gezeigt werden. Die Verwendung der Benzoine als Substrate fiihrte dabei in der Regel zu
sehr hohen Enantioselektivititen von >99%. Als zweiter Katalysator wurde jeweils der
homogene Shvo-Katalysator verwendet. Die KR bzw. DKR von einigen asymmetrischen
Acyloinen wurde auch untersucht. Fiir 2-Hydroxy-4-methyl-1-phenylpentan-1-on konnte
erneut eine sehr hohe Enantioselektivitdt bestimmt werden (Hoyos, Pace, et al., 2011). Fiir
2-Hydroxy-1-phenylpropan-1-on  (2-Hydroxypropiophenon (HPP)) konnte keine
Bevorzugung eines Enantiomers festgestellt werden (Maraite et al., 2013).

Die Fignung des heterogenen Katalysatorsystems LipTL und Zr-TUD-1 sollte daher
fiir weitere symmetrische und asymmetrische a-Hydroxyketonen untersucht werden. Der
Fokus lag, insbesondere bei der Auswahl der asymmetrischen Substrate, auf
a-Hydroxyketonen, die eine industrielle Bedeutung besitzen, beispielsweise als Vorstufe fiir
pharmazeutische Stoffe. Als weiteres symmetrisches a-Hydroxyketon wurde neben Benzoin

das 2,2-Furoin ausgewéhlt. Dieses wird von der LipTL mit einer Enantioselektivitidt von
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95% umgesetzt (Hoyos et al., 2006) und diente damit neben Benzoin als weiteres
Modellsubstrat. Im Fall der asymmetrischen a-Hydroxyketone wurden das bereits erwihnte
HPP und das Phenylacetylcarbinol (PAC) ausgewéhlt. HPP und insbesondere halogenierte
HPP-Derivate sind Ausgangstoffe fiir beispielsweise Bupropion, einem Antidepressivum
(Demir et al., 2001) oder Voriconazol, einem Antimykotikum (Jeon et al., 2007). Aus
(R)-PAC kann unter anderem Ephedrin, ein Sympathomimetikum und aus (S)-PAC
Norpseudoephedrin (Cathin), ein Appetitziigler, hergestellt werden (Sehl ez al., 2017; Sehl

etal.,2015).
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Abbildung 42 Fiir die DKR ausgewihlte a-Hydroxyketone.

Mit den gewdhlten a-Hydroxyketonen (Abbildung 42) sollten zunéchst die Akzeptanz durch
die LipTL, die spezifische Aktivitit der immobilisierten LipTL, sowie das Hauptprodukt
und dessen ee bestimmt werden. HPP wurde in die Versuchsreihe mit aufgenommen, obwohl
bereits bekannt war, dass beide Enantiomere von der LipTL umgesetzt werden (Maraite et
al., 2013). Dies diente in erster Linie zur Untersuchung der Abhéngigkeit der spezifischen
Aktivitdt und des ee von den Seitengruppen der a-Hydroxyketone. Im weiteren Schritt wurde
nach alternativen Lipasen gesucht, die mdglichweise zu verbesserten Aktivitdten oder ee

fihren.

3.4.2 Bestimmung der spezifischen Aktivitdt der immobilisierten Lipase TL

Zur Untersuchung der KR wurde Furoin neben Benzoin kommerziell bezogen. PAC und

HPP wurden von der chiracon GmbH (Luckenwalde, Deutschland) bereitgestellt. Fiir eine
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Vergleichbarkeit der spezifischen Aktivitit wurde stets eine Substratkonzentration von
94 mM eingesetzt. Alle Versuche wurden in 2-MeTHF wund in der neuen
Losungsmittelalternative CPME durchgefiihrt. Als Wasseraktivitit des Reaktionssystems
wurde aw<0,02 festgelegt.
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Abbildung 43 Spezifische Aktivitdt der immobilisierten LipTL in Abhdngigkeit des Substrates in 2-MeTHF
und CPME.

Wie aus Abbildung 43 erkennbar, konnten alle Substrate umgesetzt werden. Die hochsten
spezifischen Aktivititen der LipTL konnten mit den unsymmetrischen Substraten PAC und
HPP in CPME erreicht werden. Durch die Verwendung von Substraten mit zwei gro3en
Aryl-Seitenketten nahm die spezifische Aktivitit merklich ab. Hinsichtlich der Aktivitit
werden somit scheinbar kiirzere Seitenketten bevorzugt. Der Grund kénnte im Aufbau des
aktiven Zentrums liegen (siche 1.2.2). Aus dem publizierten Homologiemodell ist ein
Tyrosin-54 bekannt, dass mutmaBlich die carbonyltragende Seitenkette in der kleinen
hydrophoben Tasche iiber eine Wasserstoftbriickenbindung bindet (Maraite et al., 2013).
Beim Benzoin und HPP handelt es sich hierbei um eine Benzoylgruppe, beim Furoin um
eine Furoylgruppe und beim PAC um eine wesentlich kleinere Acetylgruppe (Abbildung
44).
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Abbildung 44 Orientierung der a-Hydroxyketone A: (S)-Benzoin, B: (S)-Furoin, C: (S)-HPP und D: (S)-PAC
im aktiven Zentrum der LipTL entgegen der Kazlauskas-Regel. Kleiner Kreis: kleine Bindetasche, groBer

Kreis: groBe Bindetasche.

Offensichtlich verbessert die kleinere Methylgruppe des PAC in der kleinen Bindungstasche
die Bindung des Substrates im aktiven Zentrum. In der Literatur ist bekannt, dass eine
zusitzliche iso-Propylkette an der Benzoylkette zu einer wesentlichen geringeren Aktivitét
fiihrt. Eine iso-Propylkette am Phenylrest hat wiederum keine Auswirkung (Hoyos, Pace, et
al.,2011). Die hohere Lipasenaktivitdt im Falle des HPP gegeniiber des Benzoins kann durch
die Substratkonzentration erkliart werden. Wéahrend beim Benzoin nur das (S)-Enantiomer
umgesetzt wird, werden beide HPP-Enantiomere umgesetzt. Daher steht beim HPP eine
Konzentration von 94 mM gegeniiber 47 mM beim Benzoin fiir die Reaktion zur Verfiigung.
Durch die Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration
ergeben sich eine hohere Aktivitdt der Lipase beim Umsatz des HPP. Ein zusétzlicher
positiver Einfluss auf die spezifische Aktivitdt ist durch die Methylgruppe des HPP
gegeniiber den Arylresten der anderen Substrate in der groBen Bindungstasche (siehe
Abbildung 44C) moglich, obwohl diese Reste in der groBBen Tasche zum Lésungsmittel hin

orientiert werden (Maraite et al., 2013).

3.4.3 Analyse der Hauptprodukte der kinetischen Racematspaltung

Von der LipTL ist bekannt, dass sie sich entgegen der Kazlauskas Regel verhidlt und mit
allen bisher getesteten Substraten das (S)-Produkt bildet (Maraite ef al., 2013). Dies kann

auf die bereits erwidhnte Bindung der carbonyltragenden Seitenkette in der kleinen Tasche
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zurlickgefiihrt werden. PAC wurde bisher noch nicht als Substrat fiir die LipTL verwendet,
daher war nicht bekannt, ob hierbei auch das (S)-Produkt gebildet wird. Das gleiche galt fiir
das gering bevorzugte Enantiomer des HPP. Daher mussten fiir die Analyse der Produkte
zunéchst die Enantiomere fiir die Etablierung der Analytik und die Zuordnung der Peaks der
HPLC-Chromatogramme  besorgt werden. (S)- und (R)-PAC wurden dabei
freundlicherweise von der Enzymicals AG (Greifswald, Deutschland) zur Verfiigung
gestellt. (R)-HPP konnte nach Literaturangaben tiber die Verkniipfung von Benzaldehyd und
Acetaldehyd unter Verwendung der Benzaldehydlyase aus Pseudomonas fluorescens
synthetisiert werden (Stillger ef al., 2006). AnschlieBend wurden jeweils die Aktivitétstests
bis zum vollstdndigen Umsatz des bevorzugten Enantiomeres der Substrate durchgefiihrt
und schlieBlich die Konfiguration und die ee‘s der Hauptprodukte bestimmt. Die Versuche
wurden hierbei nur in CPME durchgefiihrt, aufgrund der wesentlich hoheren Aktivitdt in

diesem Losungsmittel.

Tabelle 26 Hauptprodukte und deren ee nach Durchfithrung der KRs bis zum vollstindigen Umsatz des

bevorzugten Substratenantiomeres.

Substrat Reaktionszeit [h] Hauptprodukt ee [%]
Benzoin 1.5 (S)-Benzoinbutyrat 98
Furoin 1.5 (S)-Furoinbutyrat 96
PAC 0.25 (S)-PAC-Butyrat 88
HPP 0.25 (R)-HPP-Butyrat 7

Tabelle 26 fasst die erhaltenden Ergebnisse zusammen. Aufgrund der spezifischen
Aktivititen konnte das bevorzugte Enantiomer von PAC und HPP schon in einer
Viertelstunde vollstindig umgesetzt werden. Im Fall von Benzoin und Furoin war eine
erhohte Reaktionszeit von 1,5 h notwendig. Hinsichtlich des Hauptproduktes und dessen ee
konnten fiir Furoin und Benzoin die Literaturangaben bestitigt werden (Hoyos ef al., 2006).
Jedoch konnte fiir Benzoin kein ee<99% ermittelt werden. Das kann an den
unterschiedlichen Analytikmethoden liegen, sodass hier auch geringe Spuren des
(R)-Benzoinbutyrats nachgewiesen wurden. Fiir PAC konnte das Anti-Kazlauskas-Produkt
(S)-PAC-Butyrat als Hauptprodukt bestimmt werden. Im Vergleich zum Benzoin und Furoin
ergab sich ein geringerer ee des Produktes. Der Grund kann hier in der Acetylgruppe des
PAC gefunden werden. Fiir Benzoin ist aus dem vorhandenen Modell bekannt, dass sich
neben der Wasserstoftbriickenbindung zwischen Tyr-54 und der Carbonylgruppe eine n-n-
Wechselwirkung zwischen dem Phenyl-Ring und dem Try-54 ausbildet (Maraite et al.,
2013). Diese Wechselwirkung kann sich beim PAC nicht ausbilden, wodurch sich



Ergebnisse und Diskussion 104

moglicherweise die Ausrichtung der der PAC-Enantiomere im aktiven Zentrum im
Gegensatz zum Benzoin verdndert, sodass auch das (R)-PAC zum geringen Teil umgesetzt
werden kann. Beim HPP wurde wie erwartet ein sehr geringer ee erreicht. Interessanterweise
zeigte sich, dass von den Enantiomeren das (R)-HPP bevorzugt wurde. Dies entspricht dem
Kazlauskas-Produkt und steht damit im Widerspruch, dass sich bei Anwesenheit von
Carbonylgruppen stets das Anti-Kazlauskas-Produkt bildet. Vermutlich wird das HPP
sowohl in der Ausrichtung nach der Kazlauskas-Regel sowie in der gegensitzlichen

Ausrichtung gebunden (Abbildung 45).

Abbildung 45 Mogliche Ausrichtungen des HPP A) entgegen der Kazlauskas-Regel und B) nach der
Kazlauskas-Regel im aktiven Zentrum der Lipase TL. Kleiner Kreis: kleine Bindetasche, gro3er Kreis: grofie

Bindetasche, A: (S)-HPP, B: (R)-HPP.

Von der Ausrichtung entgegen der Kazlauskas-Regel ist bekannt, dass aufgrund der Methyl-
Gruppe beide Enantiomere in einer sehr dhnlichen Weise gebunden sind und daher beide
ohne Bevorzugung umgesetzt werden (Maraite et al., 2013). Aus der Mischung der
Bindungen des HPP nach der Kazlauskas-Regel und der Anti-Kazlauskas-Ausrichtung
ergibt sich somit moglichweise die (R)-HPP-Bevorzugung. Wie erwartet ist die LipTL somit
nicht flir dieses Substrat geeignet, wihrend sie fiir PAC, neben Benzoin und Furoin, als

Biokatalysator fiir die DKR in Frage kommt.

3.4.4 Alternative Lipase fiir die kinetische Racematspaltung von HPP

Um auch die DKR von HPP erfolgreich durchfiihren zu kénnen, wurde im néchsten Schritt
eine alternative Lipase gesucht. Demir et al. (2001) konnten (R)-HPP und halogenierte
(R)-HPP-Derivate iiber einen chemo-enzymatischen Weg herstellen, durch Hydrolyse der
racemischen Ester mittels des Pilzes Rhizopus oryzae. Jeon et al. (2007) konnten
enantiomerenreine (R)-Ester von HPP-Derivaten {iber die Umesterung der racemischen

Substrate mit Vinylbutyrat mittels der CALB zeigen. Somit ergab sich die CALB als neuer
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Kandidat fiir die DKR von HPP. Fiir die Herstellung des (S)-Esters bzw. des Anti-
Kazlauskas-Produktes konnte in der Literatur keine weitere Lipase gefunden werden.

Fiir eine heterogene und recycelbare DKR wurde die CALB in immobilisierter Form als
CALB immo plus (CALBip) kommerziell bezogen. Die KR von HPP wurde nach der
Standardmethode durch Austausch der LipTL durch die CALB durchgefiihrt. Als
Losungsmittel wurden 2-MeTHF und CPME eingesetzt. Dabei wurde zunéchst die
spezifische Aktivitdt bestimmt und in dem Losungsmittel mit der hdchsten Lipasenaktivitit
die KR bis zum vollstindigen Umsatz des bevorzugten Enantiomers durchgefiihrt.
AnschlieBend erfolgte wiederum die Analyse des Hauptproduktes. In Tabelle 27 sind die

dabei ermittelten Ergebnisse zusammengefasst.

Tabelle 27 Spezifische Aktivitdt der CALBip in der KR von HPP in CPME und 2-MeTHF, sowie Hauptprodukt

und dessen ee.

Losungsmittel Spezifische Aktivitdt Reaktionszeit [h] Hauptprodukt ee [%]
[U/gcaBip]

2-MeTHF 77 n. b. (R)-HPP-Butyrate  n.b.

CPME 121 0,5 (R)-HPP-Butyrate 99

Vergleichbar zur LipTL konnte fiir die CALB eine deutlich hohere spezifische Aktivitit in
CPME als in 2-MeTHF erreicht werden. CPME scheint damit auch fiir andere
Biokatalysatoren, insbesondere fiir Lipasen, ein sehr interessantes Losungsmittel zu sein. In
beiden Losungsmitteln wurde das Kazlauskas-Produkt (R)-HPP-Butyrat als Hauptprodukt
nachgewiesen. Damit wurde die Literaturangabe bestdtigt. In CPME konnte ein
vollstindiger Umsatz des (R)-HPP nach 30 min erreicht werden. Fiir das Produkt ergab sich
ein ee von 99%. Aufgrund des liberzeugenden Ergebnisses wurde fiir die DKR von HPP die

CALB als idealer Biokatalysator bewertet.

3.4.5 Einfluss der Wasseraktivitét auf die spezifische Aktivitdt der immobilisierten

CALB

Fiir die Bestimmung der spezifischen Aktivitdt der immobilisierten CALB wurden bei einer
Wasseraktivitdit von aw<0,02 durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung der optimalen
Wasseraktivitit wurde die Abhéngigkeit der Enzymaktivitit von der Wasseraktivitit analog
zur LipTL untersucht (siehe 3.2.1). Als Losungsmittel wurde in diesem Fall CPME

ausgewdhlt, da dieses fiir die spatere DKR eingesetzt werden sollte.
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Abbildung 46 Abhingigkeit der spezifischen Aktivitdt der CALBip von der eingestellten Wasseraktivitit in
CPME.

Wie in Abbildung 46 ersichtlich, ergab sich fiir die CALB eine sehr dhnliche Abhéngigkeit
der Aktivitit von der Wasseraktivitit im Vergleich zum Ergebnis der LipTL (siehe 3.2.2).
Es konnte die hochste spezifische Aktivitdt bei einer Wasseraktivitit von aw<0,02 erreicht
werden. Die Bevorzugung von geringer Wasseraktivitit der CALB in
Umesterungsreaktionen verschiedener sekundirer Alkohole mit Propionsduremethylester
konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden (Léonard-Nevers et al., 2009). Hierbei wurde
die Reaktion des Wassers als Konkurrenznukleophil gegeniiber dem Alkohol als Grund fiir
das Ergebnis angenommen. Fiir die folgenden Untersuchungen wurden auf Grundlage der
Ergebnisse fiir die CALB eine Wasseraktivitit des Reaktionssystems von aw<0,02

verwendet.

3.4.6 Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse

Die KR wurde von Benzoin auf weitere a-Hydroxyketone libertragen. Ausgewahlt wurden
Furoin, PAC und HPP als Substrate. Alle Substrate wurden hinsichtlich der spezifischen
Aktivitdt der immobilisierten LipTL in CPME und 2-MeTHF untersucht. Das gebildete
Hauptprodukt, sowie dessen ee wurden ermittelt. Es zeigte sich, dass die LipTL fiir alle
Substrate, bis auf HPP, als Biokatalysator geeignet ist und die hochste spezifische Aktivitit
fir alle Substrate stets in CPME erreicht werden konnte. Fiir Benzoin, Furoin und PAC
wurde das (S)-Produkt als Hauptprodukt identifiziert. Jedoch wurde eine Abnahme des ee

beim PAC im Vergleich zu den Substraten Benzoin und Furoin beobachtet. Im Falle des
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HPP’s wurden beide Enantiomere umgesetzt, dennoch konnte eine Bevorzugung des
(R)-Enantiomers und damit die Bildung des Kazlauskas-Produktes ermittelt werden. Fiir
HPP wurde im weiteren Vorgehen die CALB als alternativer Biokatalysator identifiziert.
Die hochste spezifische Aktivitit der immobilisierten CALB wurde erneut in CPME
bestimmt. Als Hauptprodukt wurde das Kazlauskas-Produkt (R)-HPP-Butyrat mit einem
exzellenten ee erhalten. Fiir die CALB wurde die Abhdngigkeit der Aktivitit von der
Wasseraktivitit untersucht. Ahnlich der LipTL konnte fiir die CALB die hochste Aktivitit
unter nahezu trockenen Bedingungen bestimmt werden.

Fir das weitere Vorgehen und die Etablierung der heterogenen DKR der
a-Hydroxyketone wurde auf Grundlage der Ergebnisse fiir die Substrate Benzoin, Furoin
und PAC die LipTL und fiir HPP die CALB als Biokatalysator ausgewéhlt. Des Weiteren
wurde fiir beide Enzyme CPME als das am besten geeignete Losungsmittel fiir die DKR

festgelegt, sowie eine Wasseraktivitit des Reaktionssystems von aw<0,02.

3.5 Dynamisch kinetische Racematspaltung der a-Hydroxyketone

3.5.1 Synthese und Charakterisierung verschiedener heterogener

Racemisierungskatalysatoren

In den Vorarbeiten von Nieguth (2013) und in den ersten Experimenten dieser Arbeit wurde
stets der Zr-TUD-1, synthetisiert von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Hanefeld der
Technischen Universitdt Delft (Niederlande), verwendet. Im Lauf der Arbeit war es nicht
mehr moglich den Chemokatalysator iiber diesen Weg zu beziehen. Daher wurde der
Zr-TUD-1 nach dem Protokoll von Ramanathan et al. (2006) synthetisiert. Parallel dazu
wurde als weiterer Katalysator der Zr-SBA-15 (Do et al., 2012) hergestellt. Bei diesem
Material handelt es sich ebenso um ein Zr-haltiges mesopordses Silica, jedoch unterscheiden
sich der Zr-TUD-1 und der Zr-SBA-15 in den verwendeten Ausgangsstoffen, sowie den
Syntheseschritten. Der Zr-SBA-15 sollte als Alternative zum Zr-TUD-1 getestet werden, da
beispielsweise die Synthese weniger Schritte aufweist (siehe 2.5.5 und 2.5.6).

Nach den erfolgten Synthesen unterschieden sich beide Katalysatoren deutlich in
threr Optik. So bestand der Zr-TUD-1 aus grobkornigen Kristallen, die zunédchst flir die
weitere Verwendung gemorsert werden mussten. Der Zr-SBA-15 auf der anderen Seite
wurde bereits als weiles, sehr feines Pulver nach der Calcinierung erhalten. Im nichsten

Schritt wurden die neuen Katalysatoren in der Racemisierung von (R)-Benzoin getestet. Als
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Standard und Vergleich diente dabei der bisher verwendete Zr-TUD-1 aus Delft (Zr-TUD-1
Delft).

100 & m  Zr-TUD-1-Delft
1 Zr-TUD-1
80 A  Zr-SBA-15
— 60
SR
o 40-
I
20 i
of 1 :
0 5 10 15 20 25
Zeit [h]

Abbildung 47 Racemisierung von (R)-Benzoin mit den Racemisierungskatalysatoren Zr-TUD-1-Delft, Zr-
TUD-1 und Zr-SBA-15.

Wie aus Abbildung 47 ersichtlich ist, konnte fiir alle drei Katalysatoren eine sehr &hnliche
Racemisierung des (R)-Benzoins und damit Aktivitdt der Katalysatoren erreicht werden. Die
Synthese der beiden Chemokatalysatoren war somit erfolgreich. Der Zr-TUD-1-Delft zeigte
im Vergleich eine etwas geringere Racemisierungsgeschwindigkeit. Dies kann auf die lange
Lagerung {iber mehrere Monate und einer dabei einhergehenden Inaktivierung des
Katalysators zuriickgefiihrt werden. Zur erneuten Aktivierung des Katalysators wird in der
Literatur eine Wiederholung der Calcinierungsprozedur empfohlen (Ramanathan et al.,
2006). Die sehr dhnlichen Aktivitdten zwischen den beiden anderen Katalysatoren sind
insoweit iliberraschend, da vermutet wurde, dass sie sich hinsichtlich der Grofe der
Oberflichen und der Porengrofle durch die unterschiedlichen Synthesen unterscheiden.
Aufgrund der fehlenden Informationen zu den benannten Parametern, kann an der Stelle nur
spekuliert werden. Fiir die weiteren Untersuchungen zur DKR der unter 3.4.1 ausgewéhlten
a-Hydroxyketone wurde an dieser Stelle der hier synthetisierte Zr-TUD-1 ausgewihlt, da
der Zr-SBA-15 aufgrund seiner sehr feinen Kornchengrofle als problematisch fiir weitere
Experimente in der Handhabung, beispielsweise beim Recycling der Katalysatoren oder

beim Einsatz in dem bereits vorgestellten CSTR-System, bewertet wurde.
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3.5.2 Optimierung der dynamisch kinetischen Racematspaltung von Benzoin

Die DKR von Benzoin wurde hinsichtlich der Auswahl der Katalysatoren, der Temperatur,
des Katalysatorenverhéltnisses und des Losungsmittels ausreichend optimiert (Nieguth,
2013; Nieguth et al., 2014). Daher wurden die optimierten Reaktionsparameter {ibernommen
und CPME als neue Losungsmittelalternative getestet. Fiir den Vergleich wurde der Umsatz

und der ee des Hauptproduktes (S)-Benzoinbutyrat nach 5 h Reaktionszeit bestimmt.

Tabelle 28 Umsatz und ee des (S)-Benzoinbutyrates in der DKR von Benzoin in CPME im Vergleich zu Toluol
und 2-MeTHF nach 5 h (Petrenz et al., 2015); a: Nieguth ef al. (2014).

Losungsmittel Umsatz [%] ee [%]
CPME 98 99
Toluol 982 992
2-MeTHF 97% 97°

Tabelle 28 vergleicht die hier erhaltenen Ergebnisse fiir den Umsatz und den ee in CPME
mit den publizierten Werte in Toluol und 2-MeTHF. In CPME konnten die gleichen Werte
fiir den Umsatz und ee wie in Toluol erreicht werden. Im Vergleich zu 2-MeTHF konnten
die Ergebnisse in beiden Fillen verbessert werden. Die Verwendung von CPME als
umweltfreundlichere Alternative fiir die DKR von Benzoin, insbesondere als Austausch fiir
Toluol, konnte somit erfolgreich gezeigt werden. Neben der geringeren Toxizitdt, besitzt
CPME zudem einen geringeren Siedepunkt im Vergleich zu Toluol, welcher die

Ausarbeitung des Produktes simpler gestaltet.

3.5.3 Optimierung der dynamisch kinetischen Racematspaltung von Furoin

Fiir die Optimierung der DKR des zweiten symmetrischen a-Hydroxyketons Furoin bildete
die Standardmethode fiir Benzoin in CPME die Grundlage. Die Reaktionstemperatur von
50 °C, die Substratkonzentration von 94 mM und die Massenkonzentration der
immobilisierten LipTL von 20 mg/mL wurden somit beibehalten. Als zu untersuchender
Parameter wurde die Massenkonzentration des Zr-TUD-1 und damit das
Katalysatorenverhiltnis ausgewahlt. Das Verhéltnis wurde zwischen 1:1 und 1:3 zwischen
Biokatalysator und Zr-TUD-1 variiert und der Verlauf der Ausbeute und des ee des
Hauptproduktes, hier (S)-Furoinbutyrat, iber 24 h verfolgt. Die Abbildung der Ausbeute des

Hauptproduktes wihrend des Reaktionsverlaufs, anstatt des Umsatzes des Substrates wie
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beim Benzoin, wurde dabei gewéhlt, um eine mogliche Bildung von Nebenprodukten, wie

beispielsweise das korrespondierende Diketon, erkennbar zu machen.
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< 80~4: . 801 * = .
@ 607, 5 60
8 40/ . = 20 mg/mL Zr-TUD-1 %‘ 40/ = 20 mg/mL Zr-TUD-1
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Abbildung 48 Entwicklung der Ausbeute und ee von (S)-Furoinbutyrat wiahrend der DKR von Furoin bei
einer festen Massenkonzentration von 20 g/mL der immobilisierten LipTL und variierenden

Massenkonzentrationen des Zr-TUD-1.

Aus Abbildung 48 wird ersichtlich, dass ein Katalysatorenverhéltnis von 1:1 und 1:2 zu einer
geringeren Ausbeute fiihrte innerhalb der ersten sieben beziehungsweise fiinf Stunden
Reaktionszeit gegeniiber dem Verhiltnis 1:3. Der ee des Hauptproduktes unterschied sich
kaum zwischen den Verhéltnissen 1:2 und 1:3, wihrend 1:1 zu einem deutlichen geringeren
ee fiihrte. Dies deckt sich mit vorherigen Ergebnissen zur DKR von Benzoin (Nieguth,
2013). Hauptgrund liegt dabei an der Geschwindigkeit des Racemisierungsschrittes. Da
dieser der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, wird bei einer zu langsamen
Racemisierung nicht genug (S)-Substrat gebildet. Die Geschwindigkeit der Umesterung
durch den Biokatalysator ist wiederum von der Konzentration der Substrate abhéngig. Bei
sehr geringer Konzentration des (S)-Substrats nimmt diese Reaktionsgeschwindigkeit ab,
wihrend die eigentlich wesentlich geringere Reaktionsgeschwindigkeit des Umsatzes des
(R)-Substrats weiterhin relativ gleichbleibend ist. Dadurch verschiebt sich das Verhéltnis
von gebildetem (S)-Produkt zum (R)-Produkt und so zu einem geringeren ee des
(S)-Produktes. Hinsichtlich des Umsatzes konnte ein Umsatz von >99% beim Verhéltnis 1:1
nach 7 h, bei 1:2 nach 5 h und bei 1:3 nach 4 h erreicht werden. Als Nebenprodukt, neben
dem (R)-Produkt, konnten in allen Fillen lediglich Spuren des Diketon, Furil, nachgewiesen
werden.

Zur Verdeutlichung des besten Katalysatorverhéltnisses wurden im weiteren Vorgehen
abgewandelte Selektivitits-Umsatz-Diagramme erstellt. In dieser Art der Darstellung
konnen die geeignetsten Parameter einer Reaktion abgelesen werden. Je weiter die Punkte
einer Kurve sich in der oberen rechten Ecke des Diagramms befinden, desto selektiver, bei

hoheren Umsitzen, ist die Reaktion. Fiir die in dieser Arbeit untersuchte DKR wurde anstatt
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des Umsatzes, die Ausbeute an dem jeweiligen Hauptprodukt und anstatt der Selektivitét der
ee des Hauptproduktes als wichtiger erachtet und diese Werte entsprechend im Diagramm
ersetzt. Daher werden im Folgendem stets Enantiomerentiberschuss-Ausbeute-Diagramme

dargestellt.
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Abbildung 49 Zusammenhang zwischen Enantiomereniiberschuss und Ausbeute von (S)-Furoinbutyrat
wihrend der DKR von Furoin bei einer festen Massenkonzentration der immobilisierten LipTL von

20 mg/mL und variierenden Massenkonzentrationen des Zr-TUD-1.

In Abbildung 49 ist erkennbar, dass die hochsten ee bei gleichbleibender Ausbeute bei einem
Katalysatorenverhiltnis von 1:3 erreicht werden konnten. Dies verdeutlicht erneut, dass fiir
die DKR von Furoin hinsichtlich des Umsatzes, der Ausbeute und des ee des Hauptproduktes
dieses Katalysatorenverhiltnis gewdhlt werden sollte, um bereits innerhalb von 4 h einen
Vollumsatz des Furoins mit maximaler Ausbeute und ee des (S)-Furoinbutyrates erhalten zu

konnen.

3.5.4 Optimierung der dynamisch kinetischen Racematspaltung von PAC

Fir die DKR des PACs wurde ebenso die Benzoinmethode hinsichtlich der
Substratkonzentration, der Reaktionstemperatur und des Losungsmittels CPME
iibernommen. Die Massenkonzentration der immobilisierten LipTL wurde zunéchst bei
20 mg/mL fixiert und die Massenkonzentration des Zr-TUD-1 variiert. Es wurden

Katalysatorenverhéltnisse zwischen 1:1 und 1:3 untersucht.
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Abbildung 50 Entwicklung der Ausbeute und ee von (S)-PAC-Butyrat wihrend der DKR von PAC bei einer

festen Massenkonzentration von 20 g/mL der immobilisierten LipTL und variierenden

Massenkonzentrationen des Zr-TUD-1.

Aus Abbildung 50 wird ersichtlich, dass keine Verbesserung der Ausbeute an

(S)-PAC-Butyrat und dessen ee durch Erhohung des Verhiltnisses von 1:1 zu 1:2 erreicht

werden konnte. Es konnte kein Unterschied zwischen den Verhéltnissen 1:2 und 1:3

hinsichtlich der Ausbeute bestimmt werden. Lediglich der ee konnte gering erhdht werden.

So konnte mit beiden Verhiltnissen bereits nach zwei Stunden ein Umsatz von >99% mit

einer maximalen Ausbeute von 65% und einem ee von 78% bei einem Verhiltnis von 1:2,

beziehungsweise 79% bei einem Verhéltnis von 1:3, erreicht werden.
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Abbildung 51 Zusammenhang zwischen Enantiomereniiberschuss und Ausbeute von (S)-PAC-Butyrat

wihrend der DKR von PAC bei einer festen Massenkonzentration der immobilisierten LipTL von 20 mg/mL

und variierenden Massenkonzentrationen des Zr-TUD-1.
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Das Ergebnis wird ebenfalls im Enantiomereniiberschuss-Ausbeute-Diagramm (Abbildung
51) deutlich, sodass die Erhohung des Katalysatorenverhéltnisses hinsichtlich der Erh6hung
der Menge an Zr-TUD-1 an dieser Stelle wenig erfolgsversprechend schien. Es wurde
vermutet, dass aufgrund der deutlich hoheren Aktivitdt der LipTL mit PAC als Substrat im
Gegensatz zu den anderen Substraten eine wesentlich grolere Menge an dem
Racemisierungskatalysator benétigt wird, damit die Racemisierung mit einer hdheren
Reaktionsgeschwindigkeit als die Umesterung ablduft. Daher wurde im nachsten Schritt die
Massenkonzentration der immobilisierten LipTL auf 10 mg/mL und 2 mg/mL erniedrigt und
die Massenkonzentration des Zr-TUD-1 bei 40 mg/ml fixiert. Dies entsprach den
Katalysatorenverhéltnisse von 1:4 und 1:20, jedoch wurde durch dieses Vorgehen das

Verhiltnis zwischen der Substratkonzentration und der Enzymkonzentration veriandert.
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Abbildung 52 Entwicklung der Ausbeute und ee von (S)-PAC-Butyrat wihrend der DKR von PAC bei einer
festen Massenkonzentration von 40 g/mL des Zr-TUD-1 und variierenden Massenkonzentrationen der

immobilisierten LipTL.

In Abbildung 52 sind die Verldufe der Ausbeute und der ee des (S)-PAC-Butyrat bei den
Verhiltnissen von 1:2 bis 1:20 zusammengefasst. Es ist ersichtlich, dass trotz der Halbierung
der Enzymkonzentration nach 1,5 h eine Ausbeute von rund 63% erreicht werden konnte.
Eine lingere Reaktionsfiihrung fiihrte wiederrum zu einer weiteren Zunahme der Ausbeute
von 4%. Lediglich mit der geringsten Konzentration von 2 mg/mL konnte innerhalb der
Messzeit weder die maximale Ausbeute, noch der maximale Umsatz bestimmt werden.
Unter Betrachtung der ee-Werte ist ein klarer Trend zu erkennen. Je geringer die
Konzentration des Enzyms ist, desto hoher sind die Werte des ee. Aus den zugehdrigen
Enantiomereniiberschuss-Ausbeute-Diagramm (Abbildung 53) wird deutlich, dass durch die
Massenkonzentration von 10 mg/mL die hdchsten ee bei gleichbleibender Ausbeute erreicht
werden konnte, demnach eignet sich diese Enzymkonzentration wund das

Katalysatorenverhéltnis von 1:4 am besten fiir die DKR von PAC.



Ergebnisse und Diskussion 114

m 2 mg/mL LipTL
1 10 mg/mL LipTL
100 A 20 mg/mL LipTL
901

80 -

ee [Y%]

701

60 +

50 T T T T T
0 20 40 60 80 100

Ausbeute [%]

Abbildung 53 Zusammenhang zwischen Enantiomereniiberschuss und Ausbeute von (S)-PAC-Butyrat
wihrend der DKR von PAC bei einer festen Massenkonzentration von 40 g/mL des Zr-TUD-1 und

variierenden Massenkonzentrationen der immobilisierten LipTL.

Beim Vergleich der zu den Ausbeuten zugehorigen Umsdtze ergaben sich teilweise
Unterschiede von bis zu 30%. So entsprach die genannte Ausbeute von 63% einem Umsatz
von 87%. Daher wurde eine deutliche Bildung von Nebenprodukten vermutet. In der
HPLC-Analytik wurden, neben geringen Mengen an Diketon, beide Enantiomere des HPP,
sowie die zugehorigen Butyrate nachgewiesen. Es wurde an dieser Stelle vermutet, dass die
Bildung von HPP aus der Racemisierung des (R)-PAC stammte (siehe 3.5.6). Da die LipTL
in der Lage ist die Umesterung von HPP zu katalysieren, jedoch mit einer geringeren

spezifischen Aktivitit, erkldrt dies das Vorhandensein der HPP-Butyrate.

3.5.5 Optimierung der dynamisch kinetischen Racematspaltung von HPP

Die Optimierung der DKR von HPP wurde ausschlielich mit der CALB als Biokatalysator
durchgefiihrt. Aus den vorherigen DKRs der LipTL wurden die Reaktionstemperatur von
50 °C, die Substratkonzentration von 94 mM und die Massenkonzentration des
immobilisierten Biokatalysators von 20 mg/mL beibehalten. Die Massenkonzentration des
Zr-TUD-1 wurde hierbei zwischen 20 mg/mL und 80 mg/mL variiert und damit

Katalysatorenverhaltnisse von 1:1 bis 1:4 untersucht.
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Abbildung 54 Entwicklung der Ausbeute und ee von (R)-HPP-Butyrat wihrend der DKR von HPP bei einer

festen Massenkonzentration von 20 g/mL der immobilisierten CALB und variierenden

Massenkonzentrationen des Zr-TUD-1.

In Abbildung 54 sind die zeitlichen Verldufe der Ausbeute an (R)-HPP-Butyrat und dessen

ee zusammengefasst. Es zeigte sich, dass zwischen den Verhéltnissen 1:1 und 1:2

hinsichtlich der Ausbeuten der ee’s eine geringe Verbesserung beim Verhéltnis 1:2 in beiden

Fillen erreicht werden konnte. Eine deutliche Steigerung der Ausbeute konnte mit dem

Verhiltnis von 1:4 erreicht werden. Hierbei konnte die Ausbeute nach 7 h von 70% bei 1:1

und 75% bei 1:2 auf 86% erhoht werden. Eine Verbesserung des ee iliber die Reaktionszeit

gegeniiber dem Verhéltnis 1:2 konnte nicht erreicht werden. Im Enantiomereniiberschuss-

Ausbeute-Diagramm (Abbildung 55) wird die Steigerung der DKR-Effizienz durch Wahl

des Katalysatorenverhiltnisses von 1:4 erneut offensichtlich.
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Abbildung 55 Zusammenhang zwischen Enantiomereniiberschuss und Ausbeute von (R)-HPP-Butyrat

wahrend der DKR von HPP bei einer festen Massenkonzentration der immobilisierten CALB von 20 mg/mL

und variierenden Massenkonzentrationen des Zr-TUD-1.
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Hinsichtlich des Umsatzes wird die Optimierung der DKR deutlich. So konnte nach 7 h
Reaktionszeit ein Umsatz des HPP von 93% bei einem Verhiltnis von 1:1, 95% bei 1:2 und
98% bei 1:4 erreicht werden. Der hohe Unterschied zwischen den erwidhnten Ausbeuten zu
diesem Zeitpunkt weist auf einen nicht zu vernachlissigenden Anteil an Nebenprodukten
hin. In der Analytik wurden beide Enantiomere des PAC, sowie Spuren der Butyrate und des
Diketons identifiziert, vermutlich wie in der PAC-DKR durch den
Racemisierungsmechanismus. Da die CALB wesentlich selektiver und mit hoherer Aktivitat
das HPP gegeniiber dem PAC umsetzt (Daten nicht gezeigt), konnte dadurch
interessanterweise eine Abnahme des prozentualen Anteils der Nebenprodukte iiber die
Reaktionszeit beobachtet werden. So konnte beispielsweise die Menge an Nebenprodukt von
anfanglich 29% nach einer Stunde auf 14% nach 7 h bei einem Verhéltnis von 1:4 verringert

werden.

3.5.6 Untersuchung der Umlagerung von PAC und HPP durch den Zr-TUD-1

Wie bereits erwéhnt, konnten sowohl in der DKR von PAC, als auch in der DKR von HPP,
unabhingig vom verwendeten Biokatalysator, das jeweilig entgegengesetzte Regioisomer
und dessen Butyrate als Nebenprodukte identifiziert werden. Als Grund wurde der
Mechanismus der Racemisierung durch den Zr-TUD-1 vermutet. Bereits fiir den homogenen
Shvo-Katalysator postulierten Hoyos et al. (2011) den Reaktionsmechanismus iiber das
korrespondierende Diketon, wodurch bei asymmetrischen Benzoinderivaten das racemische
Regioisomer als Nebenprodukt entstehen kann, was teilweise durch den Biokatalysator
verestert werden kann. Fiir das PAC bzw. das HPP wiirde der Reaktionsmechanismus der

Racemisierung am Beispiel des (R)-PAC entsprechend der Abbildung 56 ablaufen.

OH
OH 0 /
| 0
. PAC
0] @) o
(R)-PAC Diketon \
OH
HPP

Abbildung 56 Vorgeschlagener Racemisierungsmechanismus des (R)-PAC durch den Zr-TUD-1.
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Zur Untersuchung der Geschwindigkeit der Umlagerung des HPP bzw. des PAC durch den
Zr-TUD-1 wurde die Racemisierung fiir jedes Substrat mit jeweils 40 mg/mL Zr-TUD-1 in
CPME durchgefiihrt. Es wurden Proben {iber einen Zeitraum, entsprechend der
Reaktionsdauer der PAC- bzw. HPP-DKR, entnommen und der Konzentrationsanteil der
Regioisomere ermittelt. Aufgrund er zu gering vorrdtigen Menge der Enantiomere der
Substrate wurde direkt das racemische Substrat eingesetzt und die Konzentrationsanteile
direkt auf das Racemat bezogen. Aus den Verldaufen in Abbildung 57 wird ersichtlich, dass
wie vermutet, der Zr-TUD-1 das jeweils andere Regioisomer herstellen kann. Dabei scheint
die Umlagerung im Fall des HPP eine hohere Reaktionsgeschwindigkeit aufzuweisen.
Jedoch konnte dafiir keine ausreichende Erklarung gefunden werden. Es kann vermutet
werden, dass moglicherweise die Oxidation der Alkoholgruppe aufgrund der benachbarten

Methyl-Gruppe schneller ablduft als mit der Phenylgruppe beim PAC.
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Abbildung 57 Konzentrationsanteile der Regioisomere in der Racemisierung von A: PAC und B: HPP mit

dem Zr-TUD-1.

3.5.7 Wiederholung der dynamisch kinetischen Racematspaltung von PAC

Um das Potential einer heterogenen DKR zu zeigen ist insbesondere wiederholte
DKR-Ansdtze mit Wiederverwendung bzw. Recycling der Katalysatoren eine wichtige
Moglichkeit. Auch die Durchfiihrung einer kontinuierlichen DKR in einem CSTR-System
ist denkbar. Aufgrund der einfacheren Durchfiihrung von wiederholten DKR-Ansétzen
wurde diese Variante ausgewdhlt. Nieguth (2013) erwdhnte, dass schon nach dem ersten
Zyklus eines Recyclings eine Abnahme der Enzymaktivitdt zu erwarten sei. Um diese
Abnahme auszugleichen, kann entweder eine definierte Menge an Biokatalysator nach
jedem Zyklus hinzugefiigt werden oder die Reaktionszeit entsprechend verlangert werden.
Fir das Recycling der Katalysatoren der Benzoin-DKR wurde in der Studie die zweite

Moglichkeit verwendet.
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Fir die Untersuchung der heterogenen DKR der in dieser Arbeit neu getesteten o-
Hydroxyketone wurde das Recycling mit Zyklen mit fester Reaktionsdauer durchgefiihrt,
um den prozentualen Verlust der Enzymaktivitdt deutlicher darzustellen. Zudem wurde im
Gegensatz zu den Studien von Nieguth (2013) nach jedem Zyklus erneut Schlenk-
Bedingungen eingestellt um die Menge an Diketon aufgrund des Sauerstoffs in der
Atmosphédre moglichst gering zu halten. Als Substrat fiir die Wiederholung der DKR wurde
PAC ausgewdhlt, da es auf der einen Seite eine wichtige industrielle Anwendung in der
Synthese von Pharmazeutika hat und auf der anderen Seite fiir dessen DKR die in dieser
Arbeit hauptsdchlich untersuchte LipTL als Biokatalysator eingesetzt wird. Als
Reaktionsbedingungen wurde neben den Standardbedingungen die optimierte
Massenkonzentration (siehe 3.5.4) gewéhlt. Als Zyklusdauer wurden 1,5 h gewihlt, da eine
langere Zyklusdauer nur zu einem geringen Anstieg der Ausbeute mit einem deutlichen

Verlust des ee’s des Produktes gefiihrt hitte (sieche Abbildung 52).
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Abbildung 58 Wiederholung der PAC-DKR mit Ausbeute und ee des (S)-PAC-Butyrates iiber sechs Zyklen.

Abbildung 58 fasst die Ausbeute an (S)-PAC-Butyrat, sowie dessen ee lber sechs
durchgefiihrte Zyklen zusammen. Es konnte zunichst eine prozentuale Abnahme der
Ausbeute iiber die ersten drei Zyklen von 34%, bezogen auf die maximale Ausbeute im
ersten Zyklus beobachtet werden. Diese Ausbeute konnte wiederum iiber drei Zyklen
konstant erreicht werden. Erst im sechsten Zyklus ergab sich eine weitere Abnahme der
Ausbeute. Hinsichtlich des ee konnte aufgrund der Abnahme der Ausbeute auf der anderen

Seite eine Erh6hung beobachtet werden. So konnte fiir Zyklus 3 bis 6 ein ee von 94-95%
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bestimmt werden. Als Grund fiir die Abnahme der maximalen Ausbeute iiber die
durchgefiihrten Zyklen kann die bekannte Thermolabilitit der LipTL und die damit
einhergehende Desaktivierung vermutet werden. Eine Desaktivierung des Zr-TUD-1 kann
ebenso moglich sein. In einer vorherigen Studie wurde die Rezyklierbarkeit des Katalysators
nach Wiederholung der Calcinierung gezeigt (Ramanathan et al., 2006). Diese wurde
zwischen den DKR-Zyklen aufgrund der schwierigen Trennbarkeit der zwei Katalysatoren
nicht durchgefiihrt. Ein weiterer Grund konnte in dem Recycling an sich liegen. Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass durch die Aufarbeitungsschritte zwischen den Zyklen
Material der Katalysatoren verloren gegangen sein konnte. Es ist denkbar, dass durch die
Entfernung des Uberstandes feinste Partikel nach jedem Zyklus mit enthommen wurden.
Nichtdestotrotz konnte gezeigt werden, dass die DKR erfolgreich iiber 6 Zyklen eingesetzt
werden konnte. Um den Verlust der Ausbeute entgegen zu wirken, wire hier die Erh6hung

der Reaktionszeit der einzelnen Zyklen eine mogliche Methode.

3.5.8 Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse

Die DKR der in dieser Arbeit ausgewéhlten a-Hydroxyketone wurde optimiert. Im Falle des
Benzoins wurde die bereits in Vorarbeiten optimierte DKR mit der neuen
Losungsmittelalternative CPME durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass CPME eine
geeignete Alternative zum Toluol als Standardlosungsmittel ist. Im Vergleich zum
2-MeTHF konnten sowohl der Umsatz, als auch der ee des Produktes in CPME verbessert
werden. Fiir die Substrate Furoin, PAC und HPP sind die Umsitze, die Ausbeute und die
ee’s der Hauptprodukte der DKR unter optimierten Bedingungen in Tabelle 29
zusammengefasst. Fiir die DKR von Furoin und PAC wurde die LipTL als Biokatalysator
und fiir HPP die CALB eingesetzt. Zur Optimierung wurde jeweils das Verhéltnis der
immobilisierten Biokatalysatoren zum Zr-TUD-1 veréndert. Fiir Furoin konnte ein optimales
Verhiltnis von 1:3 bestimmt werden. Fiir PAC und HPP wurden die besten Ergebnisse mit
einem Verhiltnis von 1:4 erhalten, jedoch bei unterschiedlichen Massenkonzentrationen.
Fiir PAC war eine Massenkonzentration der immobilisierten LipTL von 10 mg/mL und vom

Zr-TUD-1 von 40 mg/mL und fiir das HPP von 20 mg/mL und 80 mg/mL notwendig.
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Tabelle 29 Zusammenfassung der optimierten DKR der a-Hydroxyketone.

Katalysator- Reaktionszeit
Substrat Umsatz [%] Ausbeute [%] ee [%]
verhiltnis® [h]
Furoin 1:3 4 >99 97 94
PAC 1:4 1,5 87 63 87
HPP 1:4 7 98 86 95

Fiir die Uberpriifung des Potentials der heterogenen DKR fiir eine Wiederverwendbarkeit
der Katalysatoren wurde die PAC-DKR iiber sechs Zyklen eingesetzt und die Ausbeute und
der ee des Produktes (S)-PAC-Butyrat untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
Katalysatoren iiber alle Zyklen recycelt werden konnten, jedoch mit einem Verlust der
Ausbeute liber die ersten drei Zyklen. Ab dem dritten Zyklus konnte eine nahezu konstante
Ausbeute erreicht werden. Durch diese geringere Ausbeute in den spéteren Zyklen konnte

der ee des Produktes verbessert werden.

3.6 Co-Immobilisierung von Bio- und Chemokatalysator

3.6.1 Auswahl der Methoden

Neben den bereits ausfiihrlich demonstrierten und diskutierten Vorteilen der Verwendung
von heterogenen Katalysatoren, verbleibt der Nachteil, dass in der DKR zwei Katalysatoren
benotigt werden, welche sich in der Synthese und KoérnchengroBe stark unterscheiden
konnen. Letzteres kann insbesondere das gemeinsame Recycling erschweren. Des Weiteren
ist fiir den Biokatalysator ein weiteres Tragermaterial notwendig, was mit erh6hten Kosten
einhergeht. Daher riickte in den letzten Jahren die Co-Immobilisierung von Enzymen und
Metallkomponenten in den Fokus. Diese als kiinstliche Metalloenzyme bezeichneten
Immobilisate wurden unter anderen ausfiihrlich in der Forschungsgruppe von Prof. Bickvall
untersucht. In den Studien wurde ein Silicaschaum (engl. mesocellular foam, MCF) fiir die
Immobilisierung von verschiedenen katalytischen Komponenten verwendet (Engstrom et
al., 2013; Engstrom et al., 2011; Johnston et al., 2012; Shakeri et al., 2010; Shakeri et al.,
2011). So konnte die Lipase A aus Candida antarctica erfolgreich in dem MCF
immobilisiert werden und in der KR und DKR von B-Aminoesters gemeinsam mit dem Shvo
Katalysator (Shakeri et al., 2010) und einem auf Palladium basierendem Nanokatalysator
(Engstrom et al., 2011) eingesetzt werden. Nach der Demonstration, dass die

Immobilisierung von Palladiumnanopartikeln in dem MCF mdglich ist (Shakeri ez al., 2011),
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konnte schlussendlich ein kiinstliches Metalloenzym konstruiert werden (Engstrom et al.,
2013). Dieses bestand aus der CALB und den Palladiumnanopartikeln, die nacheinander auf
der amino-funktionalisierten Oberfliche des MCF immobilisiert wurden. Die Lipase wurde
dabei kovalent an die Oberfliche gebunden. Dieser Hybridkatalysator konnte anschlieBend
erfolgreich in der DKR von priméren Aminen eingesetzt werden, wobei der Umsatz der
Reaktion durch Verwendung des Hybridkatalysators gegeniiber den einzelnen Katalysatoren
gesteigert werden konnte (Engstrom et al., 2013).

Fiir die Konstruktion eines Hybridkatalysators fiir die DKR von a-Hydroxyketonen
wurde dieser Ansatz in Betracht gezogen. Der Zr-TUD-1 beruht, wie die MCFs, auf einer
Silica-Basis und beide Materialien besitzen Hydroxygruppen auf der Oberfliche
(Ramanathan et al., 2008; Shakeri ef al., 2011), welche fiir die Amino-Funktionalisierung
verwendet werden konnen. Der grofite Vorteil des Zr-TUD-1 gegentiber den MCFs ist, dass
die aktive Metallspezies sich bereits in dessen Silicanetzwerk befindet und somit eine
zusétzliche Immobilisierung dieser Komponente auf dem Material nicht notwendig ist.
Daher wurde der Chemo-Katalysator in dieser Arbeit direkt als Tridgermaterial fiir die
Immobilisierung der LipTL verwendet. Fiir die Immobilisierung wurden zwei Strategien
verfolgt. Zum einen wurden die LipTL direkt adsorptiv an den Zr-TUD-1 gebunden. Zum
anderen wurde die Zr-TUD-1-Oberflache, dhnlich den MCFs, zunichst modifiziert und an

die eingefiihrten Aminogruppen die LipTL kovalent gebunden.

3.6.2 Modifizierung der Oberfliche des Zr-TUD-1

Die Amino-Funktionalisierung der Zr-TUD-1-Oberfldache erfolgte nach Literaturangaben
(Shakeri et al., 2010) unter Verwendung von 3-Aminopropyltriethoxysilan (APTES,
Abbildung 59). Dabei konnte eine Gewichtszunahme der eingesetzten Partikel von rund 10%
festgestellt werden. Die Anzahl an zur Verfiigung stehenden Aminogruppen und deren
Dichte auf der Oberfliche wurde an dieser Stelle nicht vermessen, jedoch kdnnen bei der
Modifizierung von Oberflichen mit APTES verschiedene Orientierungen des APTES auf
der Oberflache auftreten, die die Eignung des Materials fiir weitere Schritte beeinflussen
konnen. Neben Mehrfachverkniipfungen und Quervernetzungen zwischen den APTES-
Molekiilen auf der Oberfliche, kdnnen insbesondere die Ausbildung von Multischichten,
sowie Wechselwirkungen zwischen den Aminogruppen und den freien Hydroxygruppen die

Menge an zur Verfiigung stehenden Aminogruppen herabsetzen (Acres et al., 2012).
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Abbildung 59 Modifizierung der Zr-TUD-1-Oberfléche mittels APTES.

3.6.3 Immobilisierung der LipTL und Charakterisierung der Immobilisate

Fir die kovalente Immobilisierung der LipTL auf dem modifizierten Zr-TUD-I1
(AP-Zr-TUD-1) musste die Oberfliche zunédchst mit Glutardialdehyd aktiviert werden
(Abbildung 60). Dies wurde analog zu den bisher verwendeten Trigern mit Aminogruppen
(siehe 2.2.3) durchgefiihrt. Aufféllig war dabei die rotbraune Farbe des AP-Zr-TUD-1 nach
dem Schritt im Vergleich zu den kommerziellen Triagern, die in der Regel nach der
Aktivierung eine rosa bis orangene Farbe aufwiesen. Daher wurde vermutet, dass der
AP-Zr-TUD-1 eine wesentlich hohere Dichte der funktionellen Gruppen aufwies. Die
anschlieBende Immobilisierung der LipTL fiihrte letztendlich zu dem Hybridkatalysator.
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Abbildung 60 Aktivierung der AP-Zr-TUD-1-Oberfliche mit Glutardialdehyd und anschlieBender kovalenter
Immobilisierung der LipTL.

Parallel dazu wurde die LipTL adsorptiv auf der Zr-TUD-1-Oberflaiche immobilisiert. Dafiir
wurde der nicht modifizierte Zr-TUD-1 verwendet und die Immobilisierung nach der

Standardmethode fiir Tragermaterialien fiir die adsorptive Immobilisierung durchgefiihrt
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(siche 0). AnschlieBend wurden die Immobilisate hinsichtlich ihrer Beladung und der

Desorptionsstabilitét der LipTL charakterisiert (Abbildung 61).
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Abbildung 61 Beladung und Desorptionsstabilitit der Immobilisat der LipTL auf den Tragern AP-Zr-TUD-1
und Zr-TUD-1.

Mit dem AP-Zr-TUD-1 konnte eine Beladung von 19,3 mg/grrger erreicht werden. Im
Vergleich zu den Beladungen der bisher verwendeten kommerziellen Triger mit
Aminofunktionen fallt diese wesentlich geringer aus (siche 3.1.3). Dies kann auf die
Porengrofle von 6,9 nm des Zr-TUD-1 (Ramanathan et al., 2006) zuriickgefiihrt werden.
Diese ist deutlich kleiner als die Porengrofe aller bisher getesteten Triger (siche 3.1),
wohingegen die Oberfliche mit 764 m?/g (Ramanathan et al., 2006) eine GroBenordnung
grofer ist. So ist hierbei eine Unzugénglichkeit groBBer Teile dieser Oberflache fiir die LipTL
denkbar. Die Beladung auf dem Zr-TUD-1 lag wiederum in dhnlichen Dimensionen, wie die
Beladung auf den bisher getesteten kommerziellen Silica-Trégern (siehe 3.1.2), jedoch
fehlen hier Vergleichswerte der Oberflachen. Hinsichtlich der Desorptionsstabilitit konnte
fiir alle Immobilisate desorbierte LipTL nachgewiesen werden. Die Menge an desorbiertem
Protein im Fall der adsorptivgebundenen Variante unterschied sich dabei wesentlich im
Vergleich zu den vorher untersuchten Trigern. So desorbierte vom Zr-TUD-1 8,4% der
gebundenen Proteinmenge gegeniiber beispielsweise beim Accurel-Immobilisat von 46,4%
(siehe 3.1.8). Dies deutet auf eine stabilere Bindung der LipTL auf dem Silica-Material, als
auf Polypropylen. Wie bereits diskutiert, unterschieden sich diese Materialien insbesondere
in der Hydrophobizitit. Wiahrend beim Accurel die Adsorption iiber die hydrohoben

Bereiche des Enzyms vollzogen wird, erfolgt bei Silica-Trdgern die Immobilisierung
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wahrscheinlich eher iiber die hydrophilen Bereiche der Enzymoberfliche. Im Fall der
kovalenten Bindung der LipTL an den AP-Zr-TUD-1 konnte wie erwartet die geringste
Menge an desorbiertem Enzym nachgewiesen werden, was erneut auf adsorptiv gebundenes

Protein an dem Trager zuriickgefiihrt werden kann.

3.6.4 Dynamisch kinetischen Racematspaltung mit Hybridkatalysator

Durch die gleichzeitige Anwesenheit beider katalytischer Spezies in dem Hybridkatalysator
konnte die KR nicht getrennt von der Racemisierung betrachtet werden. Daher wurde der
Hybridkatalysator direkt in der DKR von Benzoin als Modellsubstrat eingesetzt und direkt
mit dem Standardsystem bestehend aus den zwei einzelnen heterogenen Katalysatoren

verglichen. Als Losungsmittel wurde CPME eingesetzt.
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Abbildung 62 DKR von Benzoin mit den Hybridkatalysatoren Zr-TUD-1-LipTL und AP-Zr-TUD-1-LipTL.

Kreis: Umsatz bezogen auf Benzoin, Rechteck: Ausbeute an (S)-Benzoinbutyrat.

In Abbildung 62 sind die erhaltenen Umsétze bezogen auf Benzoin, sowie die Ausbeute an
(8)-Benzoinbutyrat iiber 24h in der DKR mit den zwei Hybridkatalysatoren
zusammengefasst. Hinsichtlich des Benzoinumsatzes konnte fiir den Zr-TUD-1-LipTL ein
maximaler Umsatz nach 24 h von 29% und fiir den AP-Zr-TUD-1-LipTL von 34% erreicht
werden. Dies erweckt zunédchst den Eindruck, dass beide Hybridkatalysatoren in der Lage
sind, die Umesterung zu katalysieren. Unter Betrachtung der dazu gehorigen Ausbeuten,
wird deutlich, dass das Benzoin nicht ausschlieSlich zum Ester umgesetzt wurde. So konnte
mit dem Zr-TUD-1-LipTL nur eine kaum messbare Ausbeute von 0,2% und mit dem

AP-Zr-TUD-1-LipTL von rund 5% erreicht werden. Das bedeutet auf der einen Seite, dass
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die LipTL aktiv im Immobilisat AP-Zr-TUD-1-LipTL vorliegt, jedoch scheint die Aktivitét
relativ gering zu sein, sodass innerhalb der DKR eine deutliche Menge an Nebenprodukt
gebildet werden konnte. Ein Grund fiir die geringe Enzymaktivitdt kann, neben den bereits
diskutierten Griinden des Trégermaterials, der Immobilisierung von Fremdprotein und der
Konformationseinschrankung durch die kovalenten Bindungen, insbesondere durch
Ausbildung von Mehrfachbindungen aufgrund der vermuteten hohen Dichte an
funktionellen Gruppen auf dem AP-Zr-TUD-1 (siehe 3.1.2 und 3.1.3), die Néhe der
lewis-sauren Zr**-Zentren zum Enzym sein. Durch die riumliche Nihe beider Katalysatoren,
ist eine Inaktivierung des Enzyms nicht auszuschlieBen. Dies konnte erkléren, warum die
kovalent gebundene LipTL eine hohere Ausbeute als die adsorptiv gebundene LipTL
aufweist, da im ersten Fall das Enzym durch das APTES und das Glutardialdehyd als
Abstandshalter eine groflere Entfernung zur Oberfldache des Zr-TUD-1 besitzt. Hinsichtlich
der Nebenproduktbildung konnte Benzil, das Diketon vom Benzoin, als einziges
Nebenprodukt bestimmt werden. Wie bereits gezeigt, katalysiert der Zr-TUD-1 die
Racemisierung von a-Hydroxyketonen stets iiber das zugehorige Diketon (siehe 1.5 und
3.5.6). In der Regel liegt die Menge an Diketon wéhrend der DKR in Spuren vor bzw. bei 1-
2%. Bei der Verwendung der Hybridkatalysaroren konnte eine wesentlich hohere Menge an
Benzil bestimmt werden (Abbildung 63), Diese lag bei 29% beim Zr-TUD-1-LipTL und bei
28% beim AP-Zr-TUD-1-LipTL nach 24 h. Da es sich bei der Racemisierung um ein
Gleichgewicht zwischen dem a-Hydroxyketon und dem zugehdrigen Diketon handelt, das
a-Hydroxyketon durch die geringe Enzymaktivitit nicht aus dem Gleichgewicht entfernt

wird, kann dies die deutliche Menge an Diketon im Vergleich zur Standard-DKR erkléren.
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Abbildung 63 Ausbeute von Benzil in der DKR von Benzoin mit den Hybridkatalysatoren Zr-TUD-1-LipTL
und AP-Zr-TUD-1-LipTL.

Hinsichtlich des ee des eigentlichen Produktes der DKR konnte fiir den Zr-TUD-1-LipTL
ein ee>99% wihrend der gesamten Reaktionszeit festgestellt werden. Da aufgrund des sehr
geringen Umsatzes mogliche Spuren des (R)-Produktes mithilfe der Analytik nicht héitten
nachgewiesen werden kdnnen, kann dieser ee nicht zweifelsfrei bestdtigt werden. Fiir den ee
in der DKR mit dem Hybridkatalysator AP-Zr-TUD-1-LipTL ergaben sich
iiberraschenderweise deutlich andere Werte (Abbildung 64).
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Abbildung 64 Verlauf des ee von (S)-Benzoinbutyrat wihrend der DKR von Benzoin mit dem
Hybridkatalysator AP-Zr-TUD-1-LipTL.
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Zunichst wurde ein ee von 87% nach einer Stunde bestimmt. Dieser sank im Laufe der DKR
kontinuierlich auf 73% ab. Die gebildete Menge an (R)-Benzoinbutyrates steht damit mit der
bisher beobachteten Enantioselektivitit der LipTL im Widerspruch (siehe 3.5.2). Ein Grund
konnte die kovalente Bindung der LipTL sein. Wie bereits vermutet, wurde die LipTL an
der Oberflache des AP-Zr-TUD-1 mittels Mehrfachbindungen immobilisiert. Dies konnte
moglicherweise zu einer deutlichen Verzerrung der Konformation und damit des aktiven

Zentrums gefiihrt haben, wodurch das (R)-Benzoin ebenfalls umgesetzt werden konnte.

3.6.5 Zusammenfassung und Bewertung der Ergebnisse

Die Synthese eines Hybridkatalysators wurde untersucht. Hierfiir wurden zwei Strategien
verfolgt. Die LipTL wurde sowohl adsorptiv, als auch kovalent an den
Racemisierungskatalysator Zr-TUD-1 gebunden. Fiir die kovalente Immobilisierung musste
zundchst die Oberfliche mit APTES modifiziert und die dabei entstandenen Aminogruppen
mit Glutardialdehyd aktiviert werden. Die dadurch entstandene Gewichtszunahme und
Verdnderung der Farbe der Partikel wurde dabei als Indikator fiir eine erfolgreiche
Modifikation angesehen. Die nach der Immobilisierung der LipTL erhaltenden
Hybridkatalysatoren wurden anschlieBend in der DKR von Benzoin in CPME eingesetzt. In
beiden Fillen konnte ein Umsatz des Benzoins iiber 24 h verzeichnet werden, jedoch wurde
das Benzoin nicht ausschlieBlich zum Ester umgesetzt. So konnten beim Einsatz der
adsorptiv gebundene LipTL nur Spuren des Produktes nachgewiesen werden. Im Fall der
kovalent immobilisierten LipTL wurde eine etwas hohere Ausbeute des (S)-Benzoinbutyrats
von 5% bestimmt. Als Nebenprodukt wurde Benzil identifiziert. Hinsichtlich des ee des
Hauptproduktes (S)-Benzoinbutyrat wurde eine deutliche Abnahme dessen fiir den
Hybridkatalysator AP-ZR-TUD-1-LipTL beobachtet. Im Falle des AP-Zr-TUD-1-LipTL
war somit die Synthese theoretisch erfolgreich, da die LipTL aktiv vorlag. Dennoch wurde
eine Verzerrung des aktiven Zentrums vermutet, was zu einer Verringerung der
Enantioselektivitdt der LipTL gefiihrt haben konnte. Im Vergleich zum Standardsystem, der
Verwendung der einzelnen Katalysatoren, konnte der Hybridkatalysator bisher keine
konkurrenzféhigen Ergebnisse liefern, da mit dem Standardsystem innerhalb von 5 h bereits
ein vollstdndiger Umsatz des Benzoins mit einem ee von 99% in CPME erreicht werden
konnte (siehe 3.5.2). Dennoch bietet das Ergebnis einen erfolgsversprechenden Ansatzpunkt
fiir weitere Optimierungsmoglichkeiten. So konnte die PorengrofBe des Zr-TUD-1 vergroBert
werden durch Verwendung anderer porenformender Komponenten, beispielsweise wie beim

Zr-SBA-15 (Do et al., 2012) und MCF (Y. Han et al., 2006) das Pluronic P-123. Die
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Variation des Verhéltnisses von APTES und Glutardialdehyd zur Menge der Partikel konnte
untersucht werden, um den Einfluss der Menge an funktionellen Gruppen auf der Oberflédche
des Tréagers auf die LipTL zu zeigen. Dies konnte zur Vermeidung von Mehrfachbindungen
fiihren, die als Grund fiir die geringe Aktivitdt und Enantioselektivitit vermutet wurden. Zur
Verbesserung der Leistung des Zr-TUD-1-LipTL konnte eine Modifizierung der Oberfldche
des Zr-TUD-1 mit hydrophoben Gruppen mit anschlieBender adsorptiver Immobilisierung
der LipTL durchgefiihrt werden. Moglich wire eine Verwendung von Decyltrimethoxysilan,
da dieses im Fall der Sol-Gele schon zu einer Hyperaktivierung der LipTL gefiihrt hat (siche
2.2.6).
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4  Zusammenfassung

Die heterogene chemo-enzymatische DKR ist eine effektive Methode zur Darstellung
enantiomerenreiner o-Hydroxyketone. Die FEignung der Kombination aus der
immobilisierten LipTL und dem Zr-TUD-1 wurde bisher fiir Benzoin als Substrat
demonstriert (Nieguth et al., 2014). Ziel dieser Arbeit war die Ubertragung der genannten
DKR auf weitere symmetrische und asymmetrische a-Hydroxyketone. Dafiir sollte zunédchst
eine Optimierung der DKR durchgefiihrt werden. Das optimierte System sollte im
Folgendem fiir weitere ausgewihlte o-Hydroxyketone iibernommen und gegebenenfalls
angepasst werden. Zudem sollte ein Konzept fiir die Co-Immobilisierung des Bio- und des
Chemokatalysators ausgearbeitet und getestet werden.

Zur Optimierung des Biokatalysators, der Lipase TL, wurden verschiedene
Methoden zur Immobilisierung untersucht. Fiir die trdgerbasierte Immobilisierung wurden
37 kommerziell erhéltliche Trager flir eine adsorptive, eine kovalente und eine ionische
Immobilisierung ausgewihlt. Als Methode zum Einschluss der Lipase in ein Polymer
wurden Sol-Gele untersucht. Fiir alle Immobilisate wurden die Parameter Proteinbeladung
und spezifische Aktivitit ermittelt. Die hochste spezifische Aktivitdit und damit eine
Hyperaktivierung um den Faktor 4 konnte auf Triagern aus Polypropylen nachgewiesen
werden. Nach einigen Optimierungen wurden die vier Trager Accurel, IB-S500, ECR8214
und ECRS8417 fiir die weitere Untersuchung der mechanischen Stabilitit des
Tragermaterials, der Desorptionsstabilitdit und der Prozessstabilitit des Immobilisates
ausgewaihlt. Die hochste mechanische Stabilitit konnte fiir Trager aus Polypropylen gezeigt
werden. Die hochsten Desorptionsstabilititen ergaben sich fiir die kovalent immobilisierte
LipTL auf den Triagern ECR8214 und ECR8417. Die Prozessstabilitit konnte bis auf das
ECR8417-Immobilisat durch die Immobilisierung im Vergleich zum Lyophilisat erhdht
werden. Letztendlich wurde fiir die weitere Forschung der Trager Accurel aufgrund seiner
Hyperaktivierung, seiner kommerziellen Verfiigbarkeit und der zu vernachldssigenden
Desorption der LipTL in organischen Losungsmitteln ausgewdhlt.

Im nédchsten Optimierungsschritt wurde die Wasseraktivitit des Reaktionssystems
und die Auswirkung auf die Aktivititen des Bio- und Chemokatalysators, sowie die
Prozessstabilitét des Biokatalysators untersucht. Die hochste spezifische Aktivitét der LipTL
konnte dabei bei der geringsten Wasseraktivitét erreicht werden. Das Ergebnis wurde in den

zwei verwendeten Losungsmitteln Toluol und 2-MeTHF erhalten. Hinsichtlich der



Zusammenfassung 130

Prozessstabilitdt konnte der hochste Wert bei der geringsten Wasseraktivitit bestimmt
werden. Innerhalb der getesteten Wasseraktivititen konnte fiir den Zr-TUD-1 keine
Anderung der Aktivitit in Toluol beobachtet werden. In 2-MeTHF konnte eine deutliche
Abnahme der Aktivitit ab einer Wasseraktivitit von 0,223 festgestellt werden. Es konnte
zudem eine Abhingigkeit der optimalen Wasseraktivitdt mit der hochsten Aktivitidt der
LipTL von der Substratkonzentration demonstriert werden. Je hoher die
Substratkonzentration gewdhlt wurde, desto deutlicher verschob sich die optimale
Wasseraktivitit von aw<0,02 zu dem Wert 0,113. Fiir die weitere Arbeit wurde eine
Wasseraktivitdt von aw<0,02 festgelegt aufgrund des zu geringen Gewinns der spezifischen
Aktivitdt im Vergleich zur bendtigten Vorbereitungszeit zur Einstellung einer definierten
Wasseraktivitit.

Um die Umweltfreundlichkeit der DKR zu verbessern, wurden als weiterer
Optimierungsschritt alternative Losungsmittel untersucht. Als Losungsmittelklassen wurden
organische Losungsmittel, ILs und DESs ausgewihlt. In allen Losungsmitteln wurden
zunéchst die Benzoinldslichkeit und die spezifische Aktivitit der LipTL bestimmt. Mit den
geeigneten Kandidaten sollte im Weiteren die Prozessstabilitdt der LipTL und die Aktivitét
des Zr-TUD-1 ermittelt werden. Es konnte gezeigt werden, dass ILs und DESs keine
Alternativen darstellen. Im Falle der DESs konnte nur in dem DES ChCl:Iso eine Aktivitét
bestimmt werden. Bei den alternativen organischen Losungsmitteln konnte CPME ermittelt
werden. In dem Ldsungsmittel konnte sowohl die spezifische Aktivitit als auch die
Prozessstabilitit der LipTL gesteigert werden. Auch fiir den Zr-TUD-1 konnte die Eignung
des CPME nachgewiesen werden. Daher wurde CPME als neues alternatives Losungsmittel
fiir die DKR festgelegt.

Fir die Etablierung der optimierten DKR fiir weitere o-Hydroxyketone wurde
zunidchst die KR einzeln betrachtet. Als Substrate wurden Furoin, PAC und HPP ausgewihlt
und die spezifische Aktivitidt der LipTL, sowie deren Enantioselektivitit untersucht. Es
konnte eine Abhéngigkeit der Aktivitit und der Enantioselektivitit von der Grofe der
Substituenten ermittelt werden. So konnten die hochsten Aktivititen mit den Substraten mit
kleinen Resten bestimmt werden. Die hochsten Enantioselektivitdten konnten bei Substraten
mit den groflten Resten erreicht werden. Von allen getesteten Substraten war die LipTL
aufgrund der wesentlich geringeren Enantioselektivitit nicht fiir HPP geeignet. Fiir alle
anderen Substrate konnte eine (S)-Selektivitit ermittelt werden. Als alternativer
Biokatalysator wurde die CALB untersucht. Diese konnte HPP mit einer sehr hohen

Enantioselektivitdt und einer (R)-Selektivitdt umsetzen. Eine zusitzliche Optimierung der



Zusammenfassung 131

Wasseraktivitit des Reaktionssystems ergab die hochste spezifische Aktivitdt bei der
geringsten Wasseraktivitit.

Die Etablierung und Optimierung der DKR der ausgewihlten a-Hydroxyketone
wurde in CPME mit der LipTL fiir Benzoin, Furoin und PAC und fiir HPP mit der CALB
durchgefiihrt. Als Wasseraktivitidt wurde aw<0,02 festgelegt. Die DKR wurde hinsichtlich
des Katalysatorenverhiltnisses optimiert. Eine unabhéngige Betrachtung der Racemisierung
war aufgrund der fehlenden Zuginglichkeit der einzelnen Enantiomere nicht méglich. Die
DKRs und deren Optimierungen wurden hinsichtlich der Umsétze, Ausbeute und der ee’s
der Hauptprodukte untersucht und bewertet. Es konnte festgestellt werden, dass fiir jedes
Substrat ein unterschiedliches Verhiltnis der Katalysatoren notwendig war. Die PAC-DKR
wurde im Folgendem auf ihre Moglichkeit zum Recycling der Katalysatoren untersucht. Es
wurden sechs Zyklen durchgefiihrt und die Wiederverwendbarkeit der Katalysatoren
demonstriert.

Als weiteres Projekt wurde die Co-Immobilisierung des Bio- und des
Chemokatalysators untersucht. Dafiir wurde die LipTL adsorptiv und kovalent auf dem
Zr-TUD-1 immobilisiert. Fiir die kovalente Immobilisierung wurde zunéchst die Oberfléche
des Zr-TUD-1 modifiziert. Die Hybridkatalysatoren wurden in der DKR des
Modellsubstrates Benzoin eingesetzt. Es konnte in beiden Féllen ein Umsatz mit einer sehr
geringen Ausbeute des Hauptproduktes beobachtet werden. Als Nebenprodukte wurden
Benzil und fiir den kovalenten Hybridkatalysator das (R)-Produkt identifiziert. Es konnte die
prinzipielle Mdoglichkeit einer Co-Immobilisierung demonstriert werden, jedoch mit
deutlichem Optimierungsbedarf.

Die heterogene chemo-enzymatische DKR konnte somit erfolgreich in optimierter
Form auf die Substrate Furoin, HPP und PAC iibertragen werden. Fiir HPP musste die LipTL
durch die CALB ersetzt werden. Dadurch konnte zusétzlich gezeigt werden, dass der Zr-
TUD-1 auch mit weiteren Lipasen kombinierbar ist. Insgesamt konnte so das
Anwendungsspektrum dieser Reaktion um pharmazeutisch wichtige Substrate erweitert
werden. Die Verwendung des Hybridkatalysators ergibt einen interessanten Ansatzpunkt fiir
weitere Forschungen, um die Produktreinigung und die Wiederverwertung der Katalysatoren

zu vereinfachen.
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