Universitat
Rostock

Traditio et Innovatio

Lipase katalysierte Synthese von

Mono - und Diestern sowie deren

Untersuchung auf antibakterielle
Eigenschaften

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)
am Institut fur Chemie
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Universitat Rostock

vorgelegt von
Fanny Langschwager
aus Rostock

Rostock, 2018



Gutachter :

Prof. Dr. Udo Kragl, Universitat Rostock, Institut fir Chemie

Prof. Dr. Bernd Kreikemeyer, Universitatsmedizin Rostock, Institut fur Medizinische
Mikrobiologie, Virologie und Hygiene

Jahr der Einreichung: 2018
Jahr der Verteidigung: 2018



Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Udo Kragl fir das interessante Thema. Darlber
hinaus gilt ihm mein Dank flr die gute Betreuung und fir die Mdglichkeit, diese Arbeit
in seiner Arbeitsgruppe anfertigen zu kénnen.

Danken maochte ich auch der 101 Oleo Witten, im Besonderen Dr. Michael Stehr und
Dr. Sebastian Reyer, fur die Finanzierung der Arbeit, die gute Zusammenarbeit und
die Mdglichkeit, die Versuche zur Mal3stabsvergrof3erung in den Forschungslaboren
der 101 Oleo Witten durchfiihren zu kdnnen.

Mein Dank gilt auch Prof. Dr. Bernd Kreikemeyer, der mir die Mdglichkeit gab, die
Untersuchungen zum antibakteriellen Potential in seiner Arbeitsgruppe durchfihren zu
konnen. Vielen Dank, Thomas, fur die Einarbeitung und allen anderen vielen Dank fur
das gute Arbeitsklima.

Weiterhin méchte ich der gesamten Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Udo Kragl fur die
anregenden Diskussionen und den Hilfestellungen danken. Die gute
Arbeitsatmosphare erleichterte das Arbeiten im Labor. Danke, Lisa und Dennis, fur die
zahlreichen Saulen, die ihr fur mich gemacht habt.

Mein Dank gilt auch Dr. Dirk Michalik und seinem Team flr die Erstellung der
NMR-Spektren und fir die Hilfe bei der Auswertung.

Ich danke auch meiner Familie und meinen Freunden fur ihre Unterstitzung.



Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 21, darunter 12 noch nicht in der Literatur
beschriebene, Mono- und Diester ausgehend von Dicarbonsauren und Alkenolen
biokatalytisch synthetisiert. Die Isolierung der synthetisierten Mono- und Diester
erfolgte  mittels  Saulenchromatografie. Zudem  wurden  Versuche zur
MalstabsvergroRerung durchgefuhrt, die den Reaktionsverlauf bestatigten. Die
isolierten Ester wurden hinsichtlich ihres antibakteriellen Potentials untersucht.

Abstract

Within this work 21 mono- and diesters including 12 not yet described in literature,
were biocatalytically synthesized starting from dicarboxylic acids and alkenols. The
isolation of the synthesized mono- and diesters was carried out by means of column
chromatography. In addition, scale up experiments were carried out, which confirmed
the reaction process. The obtained esters were examined for their antibacterial
potential.
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Einleitung

1.Ei nl ei tung

Das globale Wirtschaftswachstum beruht groRtenteils auf der Nutzung fossiler
Ressourcen. Durch die stetig wachsende Weltbevolkerung kann jedoch der Bedarf an
Lebensmitteln, Materialien, Energie und chemischen Produkten durch die
erdodlbasierten Rohstoffe nicht gedeckt werden. Neben einer zusatzlichen Belastung
der Umwelt beschleunigt der vermehrte Abbau von fossilen Rohstoffen zudem auch
den Klimawandel. Koénnen also Wirtschaftswachstum und Nachhaltigkeit
zusammengefuhrt werden? Diese Frage greift die Biobkonomie auf. Diese kann als
eine Wirtschaft definiert werden, bei der die Grundbausteine fur Materialien,
Chemikalien und Energie aus erneuerbaren biologischen Rohstoffen gewonnen
werden. Diese Art der Wirtschaft kann viele der Anforderungen an Nachhaltigkeit aus
Okologischer, sozialer und 6konomischer Sicht erflllen, wenn sie intelligent gestaltet
und umgesetzt wird. Potenzielle Vorteile aus dem Ubergang zu einer biobasierten
Wirtschaft umfassen eine Verringerung der Treibhausgasemissionen, eine Abnahme
der Abhangigkeit von fossilen Rohstoffen, ein vernunftigerer Umgang mit den
natlrlichen Ressourcen und eine verbesserte Ernahrungssicherheit [BMBF, 2017]
[IMBERT, 2017] [MCCORMICK et al., 2013]. Diese biobasierte Wirtschaft soll die
Produktion von erneuerbaren biologischen Ressourcen, deren Stoffumwandlungen
und Abfallstrdome, in hochwertige Produkte wie Lebensmittel, Futtermittel,
Bioerzeugnisse und Bioenergie in Landwirtschaft, Forstwirtschaft, Fischerei,
Lebensmittel sowie Zellstoff- und Papierproduktion als auch Teile der Chemischen,
Biotechnologischen und Energieindustrie decken. Um dies umzusetzen, ist unter
anderem eine umfassende Verwendung der Biotechnologie notwendig [IMBERT,
2017] [SCARLAT et al., 2015]. Die Biotechnologie kann weitgehend als jede Technik
definiert werden, die Organismen (oder Teile davon) verwendet, um Produkte zu
modifizieren oder herzustellen, um Eigenschaften von Pflanzen und Tieren zu
verbessern oder um Mikroorganismen fur spezifische Anwendungen zu entwickeln
[BICAS et al., 2010]. Eine Untergruppe der Biotechnologie ist dabei die weil3e oder
auch industrielle Biotechnologie. Hierbei werden lebende Zellen aus Hefen, Pilzen,
Bakterien und Pflanzen sowie Enzyme verwendet, um verschiedenste Substanzen zu
synthetisieren [FRAZETTO, 2003]. Um erddlbasierte Systeme durch Alternativen
ausgehend von nachwachsenden Rohstoffen zu ersetzen, hat das US Department of
Energy eine Liste von modglichen Plattformchemikalien erstellt, die aus
nachwachsenden Rohstoffen hergestellt werden konnen: Bernstein-, Fumar- und
Maleinsaure, 2,5-Furandicarbonsaure, 3-Hydroxypropionsaure, Asparaginsaure,
Glucarsaure, Glutaminsaure, Itaconsaure, Levulinsdure, 3-Hydroxybutyrolacton,
Glycerin, Sorbitol, Xylitol und Arabinitol [BOZELL et al., 2010]. Die Synthese von
Bernsteinsdure aus nachwachsenden Rohstoffen ist ein erfolgreiches Beispiel fur die
biobasierte Industrie geworden, wobei vor allem die Produktion fermentativ
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hergestellter Bernsteinsaure sich in den letzten zehn Jahren stark entwickelt hat. So
produzieren mittlerweile eine Vielzahl von Firmen, wie Ajinomoto, Bioamber, MBEL
und KAIST, Myriant, PTT MCC Biochem, Reverdia und Succinity groRtechnisch
Bernsteinsaure [BECKER et al., 2015] [CHOI et al., 2015] [COK et al., 2014] [LEE et
al., 2014] [MURASE et al., 2004] [RUSH et al., 2014] [SANFORD et al., 2016]
[SCHRODER et al.,, 2014] [VAN DE GRAAF et al., 2014] [YOCUM et al., 2014].
Bernsteinsdure ist eine Schlisselchemikalie, die zur Herstellung von vielen
Rohchemikalien eingesetzt werden kann. In Abbildung 1-1 sind mogliche Produkte,
welche aus biobasierter Bernsteinsaure hergestellt werden konnen, dargestellt
[MAZIERE et al., 2017].
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Abbildung 1-1: Mdgliche aus biobasierter Bernsteinsaure herstellbare Produkte [MAZIERE et al., 2017]

Die Bernsteinsaure kann dabei nicht nur chemisch, sondern auch biokatalytisch

umgesetzt werden, beispielsweise katalysiert das Enzym Candida antarctica Lipase B

die Synthese von Bernsteinsdureestern [MAZIERE et al., 2017]. Die Substanzklasse

der Ester finden haufig Anwendung in der kosmetischen Industrie oder auch als Duft-

und Aromastoffe. So werden sie beispielsweise als Weichmacher und Antioxidantien
2
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in Cremes, Tenside in Shampoos und als Duftstoffe in Parfums sowie
Geschmacksstoffe in Lippenpflegeprodukten eingesetzt [KHAN et al., 2015].
Kosmetische Produkte mit einem hohen Wasseranteil, werden haufig antimikrobielle
Wirkstoffe zugesetzt, um eine Kontamination mit pathogenen Mikroorganismen, wie
Staphylococcus aureus oder Pseudomonas aeruginosa, zu verhindern [DEL OLMO et
al., 2015] [LUNDOQV et al., 2009]. Hier haben sich die Esterderivate der Benzoesaure
als geeignete Antimikrobiotika herausgestellt. Die groftechnische Darstellung von
Estern erfolgt Saure- oder Basen-katalysiert bei hohen Temperaturen (150 - 240 °C).
Diese Prozesse zeigen bei den gewahlten Reaktionsbedingungen jedoch keine
ausgepragten Regio- und Stereoselektivitdten in Folge dessen entstehen viele
Nebenprodukte, was aufwendige Aufarbeitung erfordert und die Kosten der Produkte
erhoht. Auch durch das erhdhte Bewusstsein in den Punkten Umwelt, Nachhaltigkeit
und Achtsamkeit der Gesellschaft auf naturliche Produkte verlangt nach standigen
Alternativen zu herkdmmlichen chemischen Synthesewegen [KHAN et al., 2015]
[LUNDOV et al., 2009]. Eine mogliche Alternative bietet die Anwendung der
Biotechnologie. Durch den Einsatz von biokatalytischen Verfahren kbnnen Prozesse
bei milderen Bedingungen gefahren werden und es kdnnen sehr gute
Produktqualitaten (hohe Reinheit, farblos, geruchlos) erzielt werden. Auch durch die
vielen Fortschritte im Bereich der high throughput DNA-Sequenzierung und der
rekombinanten DNA Technologie konnen Enzyme einfacher hergestellt und
kommerziell bereitgestellt werden. Daruber hinaus haben neue Entwicklungen im
Bereich des Proteinengineerings die Konstruktion von Enzymen ermdglicht, die
definierte Eigenschaften hinsichtlich der Substratspezifitat, Aktivitat, Selektivitat,
Stabilitat und des pH-Optimums aufweisen [SHELDON et al., 2017]. Die Anzahl an
nachhaltig und umweltfreundlich hergestellten Substanzen kann dadurch signifikant
erhoht werden und somit kdnnen mit Hilfe der Biokatalyse neue Synthesewege sowie
neue Substanzen gefunden werden, um auf der Petrochemie basierende Stoffe
zukunftig zu ersetzen [BERGER, 2009] [SHELDON et al., 2017].







Zielsetzung

2.Z1 el setzung

Fur viele industrielle Prozesse bietet die Biokatalyse eine kostengunstigere und
effektivere Alternative fur die Produktion von Bulk- und Feinchemikalien. Das Ziel
dieser Arbeit war die Synthese neuartiger Ester ausgehend von biobasierten
Substraten und Biokatalysatoren. Dazu sollen biobasierte Dicarbonsauren wie
Bernstein-, ltacon-, Apfel-, und Fumarséure sowie Alkohole aus &therischen Olen wie
Geraniol, Nerol, Citronellol und Zimtalkohol als Substrate verwendet werden.

o Ri -H Bernsteinsaure X-"0H X OH
Ho MOH - CH; ltaconséure
- OH Apfelsaure
R, O P | ] |

Geraniol Nerol Citronellol

(0]
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Abbildung 2-1: verwendete Substrate

Die synthetisierten Ester sind vor allem interessante Verbindungen fur die kosmetische
Industrie. So kénnten sie als Tenside, Emulgatoren oder Weichmacher Anwendung
finden. Als Katalysator sollen Enzyme, genauer Lipasen eingesetzt werden. Klassisch
werden Ester grof3technisch bei hohen Temperaturen (150 - 240 °C), mit Sauren oder
Basen als Katalysator synthetisiert. Bei diesen Prozessen treten sehr viele
Nebenreaktionen, wie beispielsweise ein Angriff der Doppelbindungen der Alkohole,
auf. Dadurch wird die Produktqualitdt herabgesetzt und die Ester muissen einer
aufwendigen Aufarbeitung unterzogen werden. Das Verfahren b3t dabei seinen
eventuell vorhandenen oOkonomischen und Okologischen Vorteil ein. Auch
metallkatalysierte Verfahren, wie z.B. die Verwendung organischer Zinnverbindungen,
sind in Hinblick auf eine Anwendung in kosmetischen Produkten nicht geeignet, da
organische Zinnverbindungen meist toxisch sind. Anhand einer Testreaktion sollen die
optimalen Reaktionsbedingungen flr die biokatalytische Synthese gefunden werden.
Dazu sollen unter anderem das LoOsungsmittel, die Temperatur und das
Substratverhaltnis bei der Reaktionsfiuhrung genauer beleuchtet werden. Nachdem die
optimalen Reaktionsbedingungen gefunden worden sind, soll eine Isolierung der
biokatalytisch synthetisierten Ester erfolgen. Die so produzierten Verbindungen sollen
5
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dann mit Hilfe von NMR-Spektroskopie charakterisiert werden. Des Weiteren sollen
Versuche zur MalistabsvergroRerung durchgefuhrt werden, um die prinzipielle
Eignung der Vorgehensweise zur Herstellung grol3er Mengen der Produkte getestet
werden und mogliche Engpasse identifiziert werden. Als letzter Schritt erfolgt die
mikrobiologische Untersuchung der isolierten Mono- und Diester. Da die als Substrate
verwendeten Alkohole antibakterielle Eigenschaften aufweisen, soll untersucht
werden, ob die synthetisierten Ester ebenso eine antibakterielle Aktivitat zeigen. Dazu
sollen drei Bakterienstamme, Staphylococcus aureus, Escherichia coli und
Pseudomonas aeruginosa, welche haufig vorkommende Humanpathogene sind,
untersucht werden. Anhand dieser Untersuchungen soll eine Einschatzung fur die
Anwendbarkeit der synthetisierten Ester in der kosmetischen Industrie getroffen
werden.
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3. Theoretische Grundl agen

3.1. Gewinnung von Dicarbonsauren aus n achwachsenden
Rohstoffen

Dicarbonsauren, wie Bernstein- oder Fumarsaure, werden zu grollen Teilen
petrochemisch hergestellt. Aber auch die biobasierte Herstellung solcher Sauren
gewinnt mehr und mehr an Bedeutung. So bieten beispielsweise Glucose oder
Glycerin, als Substrate aus nachwachsenden Rohstoffen, eine glinstigere Alternative
um fermentativ Dicarbonsauren herzustellen [BECKER et al., 2015] [BOZELL et al.,
2010]. Bernsteinsaure kann beispielsweise fermentativ zum einen durch Wildtyp-
Mikroorganismen, wie Actinobacillus succinogenes, Anaerobiospirillum
succiniciproducens, Basfia succiniciproducens sowie Mannheimia succiniciproducens
und zum anderen von gentechnisch modifizierten Mikroorganismen, wie Escherichia
coli, Corynebacterium  glutaminicum, Corynebacterium acetoacidophilium,
Saccharomyces cerevesiae sowie Yarrowia lipolytica, hergestellt werden. Als
Substrate kommen haufig Zucker, wie Glucose, und Xylose oder Glycerin zum Einsatz.
Des Weiteren kdnnen Abfallprodukte aus anderen industriellen Prozessen, wie
Sulfitablauge sowie Zuckerrohrmelasse, als Substrate dienen [GAO et al.,, 2016]
[JIANG et al., 2017] [KUHNERT et al., 2010] [MAZIERE et al., 2017] [MORALES et al.,
2016] [SONG et al., 2006] [ZEIKUS et al., 1999]. Die fermentative Herstellung der
Bernsteinsaure mittels Actinobacillus succinogenes und Basfia succiniciproducens
aus Sulfitablauge wurde klrzlich durch Alexandri et al. gezeigt. Sulfitablauge ist ein
Nebenprodukt der Zellstoff- und Papierindustrie und wird bei dem
Sulfitaufschlussverfahren von Holzspanen erhalten. Dieses Nebenprodukt enthalt
neben phenolischen Verbindungen auch fermentierbare Zucker. Die phenolischen
Bestandteile wurden von Alexandri et al. vor der Fermentation durch Extraktion mit
Ethylacetat aus der Sulfitablauge entfernt, da diese den Fermentationsprozess storen.
Durch  die Abtrennung der phenolischen Bestandteile  konnte die
Bernsteinsaurekonzentration von 4,6 bzw. 6,2 g/L auf 8,8 bzw. 9,0 g/L gesteigert
werden [ALEXANDRI et al., 2016]. In einer weiteren Veroéffentlichung zeigten sie
zudem, dass durch eine Immobilisierung der Zellen die Bernsteinsaurekonzentration
auf 45 g/L erhoht werden konnte [ALEXANDRI et al., 2017]. Neben den Zuckern stellt
das bereits erwahnte Glycerin ebenfalls ein geeignetes Substrat zur fermentativen
Bernsteinsdureproduktion dar. Mehrere Literaturstellen belegten die fermentative
Herstellung der Bernsteinsaure aus Glycerin mit Hilfe eines rekombinanten Yarrowia
lipolytica Stamms [CUI et al., 2017] [GAO et al., 2016] [LI et al., 2017]. In Fed-batch
Versuchen erreichten Cui et al. eine Bernsteinsaurekonzentration von 110,7 g/L. Ein
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Vorteil dieser Methode ist, dass der pH-Wert nicht nachgeregelt werden muss, da der
Yarrowia lipolytica Stamm auch bei niedrigen pH-Werten arbeiten kann [CUI et al.,
2017]. Die industrielle Produktion von fermentativ hergestellter Bernsteinsaure hat sich
in den letzten zehn Jahren stark entwickelt. So produzieren mittlerweile eine Vielzahl
von Firmen, wie Ajinomoto, Bioamber, MBEL und KAIST, Myriant, PTT MCC Biochem,
Reverdia und Succinity grofdtechnisch Bernsteinsaure [BECKER et al., 2015] [COK et
al., 2014] [LEE et al., 2014] [MURASE et al., 2004] [RUSH et al., 2014] [SANFORD et
al., 2016] [SCHRODER et al., 2014] [VAN DE GRAAF et al., 2014] [YOCUM et al.,
2014]. Im Jahr 2010 startete die Firma Bioamber ihre Produktion am Standort Pomcale
(Frankreich). Sie erreichten eine Bernsteinsdureproduktion von 3 kt/a. Bereits 2014
erweiterten sie mit Hilfe von Mitsui & Co ihre Produktion und nahmen neue
Produktionsstatten mit einer Kapazitat von 30 — 65 kt/a in Brasilien, Kanada und
Thailand in Betrieb. Fur die fermentative Produktion der Bernsteinsaure verwendet
Bioamber folgende Mikroorganismen: Pichia kudriavzevii 13723, Escherichia coli und
Hefen, welche Glucose als Substrat bendtigen [BECKER et al., 2015] [COK et al.,
2014] [RUSH et al., 2014]. Weltweit werden ca. 54 kt/a fermentativ (Bioamber, Myriant,
Reverdia, Myriant) und ca. 30 - 50 kt/a petrochemisch Bernsteinsaure produziert
[MAZIERE et al., 2017]. Nicht nur Bernsteinsaure, sondern auch Fumarsaure kann
fermentativ aus nachwachsenden Rohstoffen hergestellt werden. Bereits 1938 wurden
41 Stamme aus acht verschiedenen Mikroorganismenarten durch Foster und
Waksman hinsichtlich der Fumarsaureproduktion getestet. Sie fanden heraus, dass
die Mikroorganismenarten Rhizopu, Mucor, Cunninghamella und Circinella
Fumarsaure fermentativ produzieren konnten. Die besten Ergebnisse wurden fir
Rhizopus nigricans, Rhizopus arrhizus, Rhizopus oryzae und Rhizopus formosa
erhalten [ENGEL et al., 2008]. Erst kurzlich zeigten Liu et al., dass Rhizopus arrhizus
aus einem Gemisch aus Glucose und Xylose (75:25) fermentativ Furmarsaure
produzieren kann. Dabei erreichten sie eine Fumarsaurekonzentration von 46,7 g/L
[LIU et al., 2017]. Papadaki et al. verwendeten den gleichen Stamm, um Fumarsaure
aus Sojabohnenhydrolysat, welches ein Nebenprodukt aus der Biodieselproduktion ist,
herzustellen und erhielten eine Konzentration von 33 g/L [PAPADAKI et al., 2017].
Jimenes-Quero et al. verwendeten fir die fermentative Produktion von Fumarsaure
vier verschiedene Aspergillus Stamme (A. terreus 826, A. terreus 62071, A. oryzae, A.
tubingensis). Als Substrate verwendeten sie Hydrolysate von lignocellulosehaltiger
Biomasse, wie Weizenkleie und Maiskolben. Es gelang ihnen unter Verwendung von
A. terreus 826, A. terreus 62071 und A. oryzae fermentativ Fumarsaure herzustellen.
Gleichzeitig war es ihnen madglich mit A. terreus und A. oryzae fermentativ ltaconsaure
herzustellen, wobei sie mit letzterem 0,11 mg Itaconsaure pro Gramm Biomasse
produzieren konnten [JIMENES-QUERO et al., 2016] [JIMENES-QUERO et al., 2017].
Weitere Itaconsaure-produzierenden Mikroorganismen, sind: Pseudozyma antarctica,
Ustilaginales Arten, wie U. maydis und U. vetivericae, sowie einige Candida und
Rodotorula Arten. Auch recombinante Mikroorganismen wie A. niger, E. coli, S.
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cerevesiae, C. glutamicum und Y. lipolytica konnten erfolgreich fur die Produktion
modifiziert werden. Neben Kohlenhydraten, wie Glucose und Xylose, werden haufig
auch Glycerin oder industrielle Neben- und Abfallprodukte, wie Melasse, starkehaltige
Abfalle von Kartoffeln und Mais sowie lignocellulosehaltige Abféalle aus der
Holzverarbeitenden Industrie und der Landwirtschaft als Substrate eingesetzt
[BAFANA et al., 2017] [JIMNES-QUERO et al., 2016] [JIMNES-QUERO et al., 2017]
[SAHA et al., 2017] [WILKE et al., 2001]. Zambanini et al. verwendeten beispielsweise
den Mikroorganismus U. vetiveria TZ1 fur die ltaconsaureproduktion aus Glycerin.
Dabei wurde gleichzeitig auch Apfelsaure gebildet. Sie erreichten eine maximale
Itaconsaurekonzentration von 34 g/L und eine Apfelsaurekonzentration von 46 g/L.
Durch die gleichzeitige Bildung strukturell ahnlicher Carbonsauren ist die
anschlieBende Aufreinigung schwieriger. Um die Selektivitat bezogen auf die
Itaconsaure zu steigern, wurde der Mikroorganismus gentechnisch modifiziert. Dies
fuhrte im Vergleich zum Wildtyp zu einer 2,0- bzw. 1,5-fach hdheren
Itaconsaurekonzentration und einer gleichzeitigen Reduzierung der
Apfelsdurekonzentration um 75 bzw. 41 % [ZAMBANINI et al., 2017]. Neben U.
vetiveria TZ1 sind auch einige Aspergillus Stamme, wie A. flavus, A. niger, und A.
oryzae sowie einige Penicilium Stamme, wie P. rubens 67, P. viticola und P.
clerotiorum K304 sowie Zygosaccharomyces rouxii V19, E. coli, S. cerevesiae und
Bacillus subtilis in der Lage Apfelsaure zu produzieren. Als Substrate dienen hierbei
Glucose, Xylose und Glycerin [CHI et al., 2014] [KNUF et al., 2013] [LIDEN, 2017]
[ZELLE et al., 2008]. Abschlie3end kann festgestellt werden, dass viele Methoden und
Prozesse zur biobasierten Herstellung von Dicarbonsauren existieren.
Nichtsdestotrotz missen die Verfahren hinsichtlich der Ausbeuten und Produktivitaten
weiter optimiert werden. Um den Bedarf an Chemikalien fur die Industrie zu decken,
muss Glucose als bisherige Kohlenstoffquelle zunehmend durch biomassebasierte
Rohstoffe ersetzt werden.

3.2. Gewinnung von Terpenalkoholen und Zimtalkohol aus
nachwachsenden Rohstoffen

Terpenalkohole und Zimtalkohol kommen natirlich in Pflanzen und ihren atherischen
Olen vor [ARCHER, 1988] [CARNESECCHI et al., 2001] [CHEN et al., 2010]
[DORMAN et al., 2000] [THORSELL et al., 2006] [TIWARI et al., 2009]. Grof3technisch
werden diese Substanzen entweder aus Pflanzen extraktiv gewonnen oder chemisch
hergestellt. Die Konzentration der Verbindungen in den Pflanzen ist allerdings sehr
gering. Auch die Abhangigkeit von Ausgangsstoffen, sowie die hohen
Produktionskosten von diesen Substanzen aufgrund der Komplexitat der Molekile
stellen eine grolde Herausforderung bei der chemischen Produktion dar. [GOUNARIS,
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2010] [MIKS-KRAJNIK et al., 2017] Nicht nur die verwendeten Dicarbonsauren,
sondern auch die fur diese Arbeit genutzten Terpenalkohole konnen mikrobiell aus
nachwachsenden Rohstoffen gewonnen werden. Eine Moglichkeit beschrieben
kdrzlich Miks-Krajnik et al.: Durch Metabolic Engineering kdnnen die Mikroorganismen
so modifiziert werden, dass die Zellen mdglichst selektiv und in hohen Konzentrationen
die gewilnschten Substanzen synthetisieren. Aufgrund der Modifizierung der Zellen
sollen sogenannte ,Microbial Cell Factories®, welche die gewunschten Verbindungen,
wie Terpenalkohole, moglichst selektiv und mit hohen Ausbeuten produzieren,
entwickelt werden. In Abbildung 3-1 ist der mogliche mikrobielle Syntheseweg in
Microbial Cell Factories von einigen Terpenalkoholen dargestellt. Beispiele flr
gentechnisch modifizierte Mikroorganismen, die Geraniol produzieren, sind: S.
cerevisiae, E. coli, Hanseniaspora uvarum und Rhodococcus erythropolis, deren
Substrate dabei Glucose sowie 3-Myrcen aus Hopfen sind. [CARRAU et al., 2005]
[CHEN et al, 2010] [FISCHER et al., 2011] [MIKS-KRAJNIK et al., 2017]
[PARAMASIVAN et al., 2017] [PARDO et al., 2015] [WANG et al., 2017] [ZHAO et al.,
2016] [ZHOU et al, 2014] Liu et al. beschrieben die Herstellung von Geraniol aus
Glucose durch gentechnisch modifizierte S. cerevisiae Zellen und erzielten eine
Geraniolkonzentration von 36 mg/L [LIU et al., 2013].

IPP (Cs) [ DMAPP (Cy)]
|
GPP (C49)
N o
OH OH
Nerol Geraniol Citronellol

Abbildung 3-1: Mikrobieller Syntheseweg von einigen Terpenalkoholen in Microbial Cell Factories (IPP -
Isopentylpyrophosphat, DMAPP - Dimethylallylpyrophosphat, GPP - Geranyldiphosphat)
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Auch Nerol, Citronellol und Zimtalkohol konnen mikrobiell mit Hilfe von S. cerevisiae
gewonnen werden [CARRAU et al., 2005] [FISCHER et al., 2011] [GOTTARDI et al.,
2017] [MIKS-KRAJNIK et al., 2017] [PARDOR et al., 2015]. Die beschriebenen
Methoden fihren ebenfalls zu sehr geringen Konzentrationen an Terpenalkoholen und
Zimtalkohol. Theoretisch koénnen alle natlrlichen Substanzen biosynthetisch
hergestellt werden. Die Identifizierung von geeigneten Biosynthesewegen und
Organismen ermaoglicht eine effiziente Produktion. Eine weitere Optimierung der
Prozesse ist notig, um eine grofdtechnische Produktion fur die Zukunft zu realisieren
[CAROLL et al., 2016].

3.3. Biokatalys atoren

Biokatalysatoren sind Proteine (Enzyme), die alle chemischen Reaktionen, die fir das
Uberleben der Organismen erforderlich sind, katalysieren. Die Biokatalysatoren
konnen auch chemische Reaktionen katalysieren, entweder als isoliertes Enzym oder
als Enzymsysteme in lebenden Zellen. Sie werden hinsichtlich der verschiedenen
Reaktionstypen, die sie in ihrem natirlichen Milieu katalysieren konnen, klassifiziert
[BUCHHOLZ et al., 2012] [LIESE et al., 2000] [MCDONALD et al., 2013]. Diese
Enzymklassen sind in Abbildung 3-2 dargestellt.

1. Oxidoreduktasen 2. Transferasen 3. Hydrolasen
. Transfer von .
Redoxreaktionen . Hydrolysereaktionen
funktionellen Gruppen

4. Lyasen 5. Isomerasen 6. Ligasen
nicht-hydrolytische intramolekulare C-C, C-N, C-0O, C-S
Bindungsspaltung Umlagerung Bindungsbildung

Abbildung 3-2: Enzymklassen

Enzyme sind nicht nur in der Lage ihre ,naturlichen® Reaktionen, sondern auch die
entgegengesetzten Reaktionen zu katalysieren. So katalysieren beispielsweise
Lipasen (EC 3.1.1.3) unter naturlich Bedingungen Hydrolysereaktionen. Heutzutage
werden sie jedoch ebenfalls fir Veresterungsreaktionen in Forschung und Industrie
eingesetzt. Aufgrund ihrer vielen Vorteile finden Biokatalysatoren auch bei industriellen
Prozessen Anwendung. Im Folgenden sind diese Vorteile kurz zusammenfassend
dargestellt [BUCHHOLZ et al., 2012] [ROZELL, 2003] [SHELDON et al., 2017]:
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1 hohe Substrat-, Stereo- und Regioselektivitat

1 arbeiten unter milden Reaktionsbedingungen (Raumtemperatur, Normaldruck
und neutrale pH-Werte)

1 hohe katalytische Effizienz (Reaktionsgeschwindigkeiten sind ca. 108 hoher als
bei nicht katalysierten Reaktionen)

1 umweltfreundlich (bioabbaubar, geringere Abfallproduktion, durch milde
Reaktionsbedingungen, Reduzierung der Energiezufuhr)

Biokatalysatoren werden bei einer Vielzahl von industriellen Prozessen, z.B. in der
Lebensmittel- und Getrankeindustrie, der Textil-, Zellstoff- und Papierindustrie, im
Gesundheitswesen, bei der Abwasserbehandlung, bei chemischen,
pharmazeutischen und kosmetischen Produkten sowie bei der Herstellung von
Biokraftstoffen, angewendet [CHOI et al., 2015] [GHAFFARI-MOGHADDAM et al.,
2014] [LIESE et al., 2000]. Haufig in der pharmazeutischen Chemie eingesetzte
Enzyme sind die Amylasen. Sie bilden eine Gruppe von Enzymen, die die Stickstoff-
Kohlenstoff-Bindung von Amiden spalten kénnen und gehdéren zur Enzymklasse der
Hydrolasen. Ein Beispiel ist die Penicillinamylase, auch Penicillinamidase genannt (EC
3.5.1.11) [BRUGGINK et al., 1998] [PARMAR et al., 2000] [TIWARI et al., 2010]. Mit
Hilfe dieses Enzyms kann innerhalb eines Reaktionsschrittes 6-Aminopenicillinsaure,
welche einen wichtigen Ausgangsstoff fur die Antibiotikasynthese darstellt, aus
Penicillin hergestellt werden [PARMAR et al., 2000] [LIESE et al., 2000]. Die
Reaktionsgleichung fur diese Synthese ist in Abbildung 3-5 dargestellt [LIESE et al.,
2000].

H,oN S
N 2
j;fs Enzym COOH
> N +

o N H,O o

0O COOH

COOH

Penicillin-G 6-Aminopenicillinsaure Phenylessigsaure

Abbildung 3-3: Penicillinamylase katalysierte Synthese von 6-Aminopenicillinsdure [LIESE et al., 2000]

Ein Vorteil dieses Prozesses ist, dass die Synthese der 6-Aminopenicillinsaure
innerhalb eines Reaktionsschrittes mit hohen Umsatzen (98 %) und unter milden
Reaktionsbedingungen (pH 8,0; 30 — 35 °C, wassriges Medium) durchgeflhrt werden
kann. Weltweit werden ca. 35000 t/a der 6-Aminopenicillinsdure biokatalytisch
produziert [GRUDNWALD, 2014].

Abschlief3end kann festgestellt werden, dass die Anwendung von Biokatalysatoren in
der Industrie eine bewahrte Technologie geworden ist [CHOI et al., 2015] [GHAFFARI-
MOGHADDAM et al., 2014] [LIESE et al., 2000].
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3.3.1. Lipasen

Lipasen gehoren zur Enzymklasse der Hydrolasen und katalysieren unter naturlich
Bedingungen die Hydrolyse von Triglyceriden [ADLERCREUTZ, 2012] [UPPENBERG
et al., 1994]. Diese Enzyme sind im Vergleich zu anderen Enzymen stabil gegentber
organischen LoOsungsmitteln und konnen daher auch Veresterungs- und
Umesterungsreaktionen katalysieren. Zudem weisen sie ein breites Substratspektrum
auf. So kdénnen auch Amine als Nucleophile dienen und so zu Amiden umgesetzt
werden. Weitere mogliche Reaktionen, die von Lipasen katalysiert werden, sind: Aldol-
Reaktionen, Racemisierungen und Epoxidierungen [ADLERCREUTZ, 2012]. Das
aktive Zentrum der Lipase bildet die katalytische Triade und ist aus Histidin-Asparagin-
Serin aufgebaut. [STAUCH et al., 2015] [UPPENBERG et al., 1994]. Das in dieser
Arbeit verwendete Enzym ist eine immobilisierte Candida antarctica Lipase B
(Novozym 435). In dieser Form ist die Candida antarctica Lipase B adsorptiv auf einen
makropordsen Trager (Lewatit VP OC 1600) gebunden. Die Candida antarctica Lipase
B hat ein Molgewicht von 33 kDa und ihr pH-Optimum liegt bei einem pH-Wert von 7.
[CABERA et al., 2009] [Kirk et al., 2002]. In Abbildung 3-3 ist die 3-D-Struktur der Cal B
dargestellt. [PDB code: 1TCA] [UPPENBERG et al., 1994]

Abbildung 3-4: 3-D-Struktur der Cal B [PDB code: 1TCA] [UPPENBERG et al., 1994]

Das breite Substratspektrum macht die Lipasen zu dem am haufigsten industriell
genutzten Biokatalysatoren. Des Weiteren zeigen sie sehr haufig eine hohe Chemo-,
Regio- und Stereoselektivitat. Sie koénnen Dbereits bei sehr milden
Reaktionsbedingungen (niedrige Temperaturen, Drlicken) eingesetzt werden
[ALMEIDA et al., 2017] [CABERA et al., 2009] [Kirk et al., 2002]. Anwendung finden
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Lipasen in der Fett- und Ol- sowie der Waschmittelindustrie, bei der Produktion von
bioabbaubaren  Polymeren, bei der Lebensmittelverarbeitung, in der
pharmazeutischen und Kosmetikindustrie, bei der Zellstoff- und Papierherstellung, bei
der Behandlung von Abwassern sowie bei der Biodieselproduktion [CHOUDHURY et
al., 2015] [SINGH et al., 2012]. Lipasen werden auch wegen ihrer signifikanten
Enantioselektivitat haufig verwendet. Die BASF nutzt diese Eigenschaft der Lipase,
um enantiomerenreine Verbindungen wie S-Phenylethylamin herzustellen [LIESE et
al., 2000] [UTHOFF et al., 2017]. Die Reaktionsgleichung dazu ist in Abbildung 3-4
dargestellt.

NH NH HN)k/O\
2 o Lipase 2 T
(v e e (Y 0 O
(R,S)-1-Phenylethylamin Ethylmetoxyacetat (S)-1-Phenylethalamin  (R)-Phenylethylmethoxiamid

Abbildung 3-5: Lipase katalysierte Synthese von S-Phenylethylamin und R-Phenylethylmethoxyamid (200 g/L
(R/S)-1-Phenylethylamin, pH 8,0 - 9,0, 25 °C, Medium: MTBE/Ethylmethoxiacetat, 5-7 h, Burkholderia plantarii
Lipase immobilisiert auf einen Polyacrylattrager)

Mit diesem Prozess erreicht die BASF Ausbeuten von Uber 90 % und einen
Enantiomereniberschuss des S-1-Phenylethyamins von Uber 99 % bei einer
Produktionskapazitat von Uber 100 t/a. Enantiomerenreine Amine spielen zunehmend
eine wichtige Rolle als Bausteine in der pharmazeutischen und agrochemischen
Industrie. Neben 1-Phenylethylamin konnen viele weitere Substrate, wie
beispielsweise 3,3-Dimethylbutyl-2-amin und 1-(4-Chlorophenyl)-ethylamin, mit Hilfe
dieses Prozesses enantiomerenrein hergestellt werden [LIESE et al., 2000].

3.4. Ester fur kosmetische Produkte

Unter allen Klassen von organischen Verbindungen, die in Kosmetika eingesetzt
werden, bieten Ester ein weites Spektrum an Anwendungsmaoglichkeiten. Sie werden
beispielsweise in Cremes, Shampoos, Parfums oder auch in Lippenpflegeprodukten
verwendet. Die kosmetischen Ester kdénnen in vier Gruppen unterteilt werden:
Biotenside, Antioxidantien, Duft- und Geschmacksstoffe sowie Weichmacher [KHAN
et al., 2015]. Biotenside sind oberflachenaktive Substanzen, welche die Oberflachen-
und Grenzflachenspannungen von FlUssigkeiten herabsetzen und so Emulsionen
bilden kdnnen [BANAT et al., 2000] [MILLER et al., 2001]. Die bekanntesten Biotenside
sind Glycolipide, welche als Emulgatoren oder Schaummittel sehr wichtige
Bestandteile in kosmetischen Produkten darstellen [KHAN et al., 2015] [LOURITH et
al., 2009]. Als Beispiele konnen Sorbitan- und Sucroseester mit einer Marktgrof3e von
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20.000 bzw. 4.000 t/a genannt werden [KHAN et al., 2015]. Antioxidantien sind
chemische Verbindungen, die freie Radikale abfangen konnen und dadurch
Oxidationen verhindern oder reduzieren kdnnen. Hierzu zahlen Ester von Vitamin A,
Vitamin C und Vitamin E [LUPO, 2001] [KHAN et al., 2015]. Durch die Veresterung der
Antioxidantien kénnen ihre Stabilitat, die Fettloslichkeit und die Absorption durch die
Haut verbessert werden [KHAN et al., 2015]. Ester, die als Duft- oder
Geschmacksstoffe eingesetzt werden, sind meist aus kurzkettigen Sauren, wie
Essigsaure, Propionsaure oder Buttersaure und Alkoholen, wie Butanol, Ethanol,
Geraniol oder Citronellol aufgebaut. Duftstoffe werden haufig fur Deodorants, Cremes
und Seifen verwendet, wohingegen Geschmacksstoffe haufig in
Lippenpflegeprodukten sowie in Zahnpasta Anwendung finden [CAROLL et al., 2016]
[KHAN et al., 2015] [YAZAR et al., 2010]. Weichmacher oder Wachsester sind aus
Carbonsduren mit mehr als zwdlf C-Atomen, wie Palmitin, Ol oder- Myristinsaure
aufgebaut. Ein wichtiger Vertreter dieser Gruppe ist das Myristylmyristat [GARCIA et
al., 1996] [KHAN et al., 2015] [MCELENY et al., 1996]. Wachsester besitzen spezielle
Eigenschaften, wie eine gute Fettlslichkeit, Bioabbaubarkeit und eine geringe bis
keine Toxizitat sowie der Fahigkeit, die Haut vor dem Austrocknen zu bewahren und
elastisch zu halten. Diese Eigenschaften machen Wachsester besonders geeignet flr
die Anwendung in Haarspulungen oder Feuchtigkeitscremes [HILLS, 2003] [KHAN et
al., 2015]. Ein erhdohtes Bewusstsein in den Punkten Umwelt, Nachhaltigkeit und
Achtsamkeit der Gesellschaft auf naturliche und chemikalienfreie Produkte verlangt
standig nach Alternativen zu herkdmmlichen chemischen Synthesewegen. Die
Biokatalyse bietet dabei eine geeignete Alternative zu der klassisch chemischen
Synthese. Mit Hilfe von biokatalytischen Methoden kénnen die Prozesse vereinfacht,
die Produktqualitat erhoht und Abfallprodukte reduziert werden. Als Biokatalysatoren
werden dafur Lipasen, wie beispielsweise die Candida antarctica Lipase B (Novozym
435 und andere immobilisierte Formen) oder die Lipase von Rhizumucor miehei (freie
Form oder immobilisiert auf als Lipozym RM IM) eingesetzt. Aufgrund der geringen
mechanischen Stabilitdt der Enzymtrager ist der Einsatz von Rihrkesselreaktoren
nicht geeignet, weshalb haufig Festbettreaktoren zum Einsatz kommen. Allerdings
sind Festbettreaktoren bei der Umsetzung von Reaktanden mit hohen Molmassen
oder hoher Viskositat ungeeignet. Bei Veresterungsreaktionen kann durch das
gebildete Reaktionswasser das Gleichgewicht nicht vollstandig auf die Seite der
Produkte verschoben werden. Um dieses aus der Reaktionsmischung abzutrennen,
werden haufig Vakuumtechniken angewendet [KHAN et al., 2015]. Fir diese Art der
Reaktionen werden Blasensaulen-, Membran- und Mikroreaktoren verwendet. Bei der
Verwendung eines Blasensaulenreaktors wird mit Hilfe des durchstromenden Gases
eine Durchmischung der Reaktanden erreicht sowie das Reaktionswasser
ausgetragen. Gleichzeitig wird der immobilisierte Biokatalysator dabei wenig
mechanisch belastet und kann mehrfach wiederverwendet werden. So zeigten
Hilterhaus et al., dass die Synthese von Myristylmyristat in einem Blasensaulenreaktor
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bei gleichen Ausbeuten (ca. 99,6 %) vier Mal schneller als in einem Ruhrkesselreaktor
abgelaufen ist. Der Vergleich mit einem Festbettreaktor zeigte, dass bei Verwendung
eines Blasensaulenreaktors die biokatalytische Synthese von Myristylmyristat doppelt
so schnell stattfindet. Der Katalysator (Novozym 435) konnte sechs Mal rezykliert
werden und ein Aktivitatsverlust konnte nicht beobachtet werden [HILTERHAUS et al.,
2009]. Kosmetische Produkte, die einen hohen Wasseranteil aufweisen, werden
besonders haufig durch Mikroorganismen kontaminiert. Diese Kontamination kann die
Zusammensetzung des Produktes verandern oder auch den Konsumenten
gesundheitlich gefahrden. Pathogene Mikroorganismen, wie Staphylococcus aureus
oder Pseudomonas aeruginosa werden haufig in den kontaminierten Produkten
gefunden. Um dies zu verhindern, setzen die Hersteller den Produkten
Konservierungsmittel und antimikrobielle Wirkstoffe zu. Typische Zusatze sind
Formaldehyd und Methylisothiazolinon sowie Ester wie Derivate der Benzoesaure und
Parabene [DEL OLMO et al., 2015] [LUNDOQV et al., 2009]. Somit sind die Ester eine
wichtige Substanzklasse nicht nur fur die kosmetische Industrie. Auch hier werden
vermehrt erneuerbare und nachhaltige Systeme und Prozesse anstatt von klassisch
chemischen Verfahren angewendet.

3.5. Medizinische Mikrobiologie

Die medizinische Mikrobiologie untersucht pathogene Mikroorganismen, wie Bakterien
und Pilze sowie die von ihnen hervorgerufenen Symptome und Krankheiten des Wirts
[WEBER et al., 1997]. Aufgrund einer weltweit breiten Anwendung im unnétig hohen
Male konnen Erreger zunehmend Resistenzen gegen bestimmte Antibiotika
ausbilden. Mittlerweile stellen solche multiresistenten Erreger ein grof3es Problem in
Krankenhausern dar. Diese Problemkeime sind vor allem Methicillin resistente
Staphylococcus aureus, vancomycinresistente Enterokokken und multiresistente
gramnegative Bakterien (MRGN). Sie sind entweder gegen drei oder alle der
folgenden Antibiotikaklassen resistent (3MRGN und 4MRGN): Acylureidopinicilline,
Cephalosporine, Carbapeneme und Fluorochinole [MAECHLER et al., 2017]. Im
Folgenden werden die drei in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme vorgestellt.
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3.5.1. Grampositive Bakterien

Die Zellwand von Grampositiven Bakterien ist aus einer mehrschichtigen
Peptidoglycanhulle aufgebaut, welche weitaus dicker ist, als die von gramnegativen
Bakterien. Beim Nachweis mit der Gramfarbung erscheinen sie dunkelblau
[SUERBAUM et al., 2012].

3.5.1.1. Staphylococcus aureus

Die Staphylococcus aureus Stamme, erstmals entdeckt 1878 von Robert Koch, sind
Kokken bildende, fakultativ anaerobe Bakterien, welche Kohlenhydrate fermentativ
verwerten konnen [SUERBAUM et al., 2012]. In Abbildung 3-6 ist der Staphylococcus
aureus auf Blutagar dargestellt.

Abbildung 3-6: Staphylococcus aureus auf Blutagar [SUERBAUM et al., 2012]

Der Erreger kann sowohl oberflachlich-eitrige als auch tief-invasive eitrige Infektionen,
die alle Organe befallen kdnnen, auslésen. Staphylococcus aureus ist ein sehr
widerstandsfahiges Humanpathogen und kann Uber langere Zeit (30 min.)
Temperaturen von bis zu 60 °C uberstehen. Des Weiteren ist es in der Lage, den
Magen- und Darmtrakt unbeschadigt zu passieren. Zudem kolonisiert dieser
Bakterienstamm die Haut von etwa 20 - 50 % der Bevdlkerung. Ihre starke Tenazitat
zeigen diese Stamme vor allem im Bereich der medizinischen Versorgung. So sind sie
in der Lage auf medizinischen Materialien sowie in Staub zu Uberleben und stellen
dadurch ein groRes Problem in Krankenhdusern dar. Uber 80 % der in
Krankenhausern auftretenden Stamme sind Penicillin resistent. Seit den 1960iger
Jahren entwickelten sich Methicillin resistente Staphylococcus aureus Stamme
(MRSA-Stamme), die Resistenzen gegen alle B-Laktam-Antibiotika aufweisen
[SUERBAUM et al., 2012] [WONG et al., 2017]. Staphylococcus aureus Stamme sind
sehr anpassungsfahig, so trat die Methicillinresistenz bereits zwei Jahre nach
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EinfGhrung dieses Medikaments auf. Seit 2002 wird auRerdem beschrieben, dass
einige Stamme bereits eine Vacomycinantibiotikumresistenz entwickelt haben [WONG
et al., 2017].

3.5.2. Gramnegative Bakterien

Gramnegative Bakterien besitzen eine komplexe, mehrschichtige Zellhille, wobei
innen eine diinne Mureinschicht vorliegt, die von einer auleren Membran umgeben
wird. Die aultere Membran besteht innen aus einer Phospholipidschicht und aul3en
aus einer Polysaccharidschicht. Beim Nachweis mit der Gramfarbung wird der
Farbstoff wieder ausgewaschen und die Bakterien besitzen danach eine unveranderte
Farbe [SUERBAUM et al., 2012].

3.5.2.1. Escheri chia coli

Entdeckt wurde das Escherichia coli Bakterium 1885 von Theodor Escherich. Alle
Escherichia coli Stamme sind begeifRelt und dadurch beweglich [SUERBAUM et al.,
2012]. In Abbildung 3-7 sind Escherichia coli Bakterien in Eiter dargestellt.

Abbildung 3-7: Escherichia Coli in Eiter [SUERBAUM et al., 2012]

Die Escherichia coli Bakterien kommen natlrlich im Darmtrakt von Menschen und
Tieren vor. Man unterscheidet fakultativ und obligat pathogene Escherichia coli
Stamme, wobei erstere unter anderem Harnwegsinfektionen, Wundinfektionen sowie
Sepsen und letztere leichte bis schwere Durchfallerkrankungen auslésen kdnnen.
Escherichia coli Bakterien zeigen eine starke Temperaturresistenz, so kdnnen sie von
4 bis 47 °C ihr Wachstum beibehalten, erst ab 60 °C werden sie abgetotet. Zudem
zeigen auch einige diese Bakterienstamme eine Antibiotikaresistenz gegenuber
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Penicillin und Cephalosporin bedingt durch das Vorhandensein von (3-Laktamasen, die
die Wirkung der Antibiotika aufheben [SUERBAUM et al., 2012].

3.5.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Das Stabchenférmige Pseudomonas aeruginosa Bakterium ist 1900 von Walter Migula
entdeckt worden [SCHUHMANN et al., 2011]. Es hat einen fakultativ anaeroben
Stoffwechsel und ist begeilRelt. In Abbildung 3-8 sind Pseudomonas aeruginosa
Kolonien auf Blutagar dargestellt [SUERBAUM et al., 2012].

Abbildung 3-8: Pseudomonas aeruginosa auf Blutagar [SUERBAUM et al., 2012]

Diese Bakterienstamme kommen in der Natur im Erdboden, in Simpfen und in
kistennahen Lebensraumen sowie auf pflanzlichem und tierischem Gewebe vor. Auf
nassen Oberflachen, wie beispielsweise auf Steinen, bilden sie dazu Biofilme aus. Sie
besitzen eine hohe Umweltresistenz und zeigen zudem hohe Resistenzen gegenuber
B-Laktam-Antibiotika und weiteren Antibiotikaklassen, wie z.B. Makrolide, auf.
Pseudomonas aeruginosa Stamme |6sen vor allem Atemwegs-, Harnwegs- und
Wundinfektionen sowie im Krankenhaus erworbene (nosokomial) Pneumonien aus.
Diese Stamme sind daher ein groRes Problem fur Kliniken, da sie dort Waschbecken,
Toiletten und Duschen sowie Instrumente, Waschlotionen und Nahrungsmittel
kolonisieren kénnen [SUERBAUM et al., 2012].

19



Theoretische Grundlagen

3.5.3. Bakterielles Wachstum

Das Wachstum von Bakterien kann in vier Phasen unterteilt werden: Lag Phase,
exponentielle Phase, stationare Phase und die Absterbephase. Diese sind in
Abbildung 3-9 schematisch dargestellt [SUERBAUM et al., 2012].

exponentielle | stationdre Absterbe-

Lag Phase Phase Phase Phase

Bakterienanzahl

Zeit

Abbildung 3-9: Schematische Darstellung der Wachstumsphasen des bakteriellen Wachstums [SUERBAUM et
al., 2012]

Das Wachstumsmedium wird mit Bakterien angeimpft und bei einer fur die Bakterien
geeigneten Wachstumstemperatur inkubiert. Zunachst beginnen die Bakterien
wahrend der Lag Phase nicht mit dem Wachstum, da die im Medium vorhandenen
Nahrstoffe erst verwertet werden kénnen, wenn die Bakterien die daflir notwendigen
Enzyme gebildet haben. Sobald die bendtigten Enzyme gebildet worden sind, kénnen
die Bakterien die vorhandenen Nahrstoffe verstoffwechseln und mit der Zellteilung
beginnen. Die Zellen befinden sich dann in der exponentiellen Phase ihres
Wachstums. Dabei vermehren sich die Bakterien mit  maximaler
Vermehrungsgeschwindigkeit so lange bis sie die stationare Phase erreichen.
Wahrend dieser Phase wird das Wachstum der Bakterien eingestellt. Eine mogliche
Ursache daflir kann sein, dass die Bakterien wahrend der exponentiellen Phase die
gesamten Nahstoffe fur ihr Wachstum verbraucht haben. Auch die Akkumulation von
nicht abbaubaren Metaboliten im Medium kann die Bakterien in ihrem Wachstum
hemmen. Wahrend der Absterbephase verringert sich die Anzahl der lebenden
Bakterien wieder, da diese durch die zuvor genannten Umstande gehemmt werden
und absterben [SUERBAUM et al., 2012].
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4. Mat er i alt huondde nMe

4.1. Lipase Assay

Zur Bestimmung der Aktivitdt der Candida antarctica Lipase B werden zwei
unterschiedliche Lipase Assays genutzt. Zum einen der photometrische Assay, bei
dem die Hydrolyse von p-Nitrophenylpalmitat untersucht wird und zum anderen die
Veresterung von Laurinsaure mit n-Propanol.

4.1.1. Hydrolyse von p-Nitrophenylpalmitat

Zu Beginn wird der Extinktionskoeffizient von p-Nitrophenol bestimmt. Dazu werden
sechs unterschiedlich konzentrierte p-Nitrophenolldsungen hergestellt und bei einer
Wellenlange von 401 nm vermessen. Zu eigentlichen Aktivitatsbestimmung werden in
einer Kuvette 890 uL Glycinpuffer (0,1 mol/L, pH9) und 10 pyL Substratldsung
(p-Nitrophenylpalmitat, 10 mmol/L, Aceton) vorgelegt. Nach Zugabe von 100 yL
Enzymverdinnung (1 mg/ml, Cal B, Glycinpuffer) wird die Reaktion bei 401 nm Uber
60 s photometrisch verfolgt. Zur Untersuchung der Temperaturabhangigkeit werden
die Enzymverdinnungen in Glycinpuffer angesetzt und fiir 1 h bei den entsprechenden
Temperaturen (30 — 65 °C) inkubiert. AnschlieRend werden sie wie beschrieben
analysiert. Alle Messungen erfolgten in dreifacher Ausfuhrung.

4.1.2. Veresterung von Laurinsdure mit  n-Propanol

Zu n-Propanol (100 mmol/L) und Laurinsdure (100 mmol/L) werden 4 mL organisches
Lésungsmittel (Aceton, Acetonitril, Heptan, MTBE, THF, Toluol) sowie 5 mg Cal B
gegeben und bei 30 °C sowie 400 rpm geschittelt. Nach 0, 5, 10, 20 und 30 min
werden Proben entnommen und mittels GC vermessen.
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4.2. Reaktionsverfolgung

Zu 20 mmol/L Bernsteinsaure werden 40 mmol/L Geraniol gegeben und mit 20 mL
MTBE versetzt. Zum Start der Reaktion werden 40 mg Novozym 435 hinzugefugt und
die Reaktionsmischung bei 50 °C fur 48 h bei 400 rpm geschuttelt. FUr die Optimierung
der Reaktion werden folgende Parameter variiert: Losungsmittel (MTBE, Hexan,
Heptan, THF, Acetonitril, Aceton, ohne Ldsungsmittel), Temperatur (30, 40, 50 °C),
Substratverhaltnis (Saure:Alkohol; 1:1, 1:2, 1:5, 2:1, 5:1) und Alkohol (Geraniol, Nerol,
Citronellol, Zimtalkohol). Es werden zu bestimmten Zeiten Proben entnommen und
mittels LC/MS bzw. GC vermessen. Alle Messungen werden mindestens in doppelter
Ausfuhrung durchgefuhrt.

4.3. Isolierung der synthetisierten Ester

Zu 250 mmol/L Saure werden 500 mmol/L Alkohol gegeben und mit 10 mL MTBE
versetzt. Zum Start der Reaktion werden 250 mg Novozym 435 hinzugefligt und die
Reaktionsmischung bei 50 °C flr 4 - 48 h bei 400 rpm geschuttelt. Anschlielend wird
das Enzym abfiltriert und das Losungsmittel abgedampft. Die synthetisierten Ester
werden saulenchromatografisch aufgereinigt (Eluent: Toluol oder Toluol/Ethylacetat
(98/2 - 70/30)).

4.4. Bestimmung von Verteilungskoeffizienten der Ester

Zur Bestimmung der Verteilungskoeffizienten werden die Verbindungen (10 mmol/L,
bezogen auf ein Gesamtvolumen von 1 mL) in n-Octanol (500 pyL) geldst.
Anschlieliend werden 500 yL Wasser zugegeben. Die Mischung wird fur 3 h bei 30 °C
und 400 rpm geschuttelt. AnschlielRend werden die Phasen getrennt und der Gehalt
an Ester gaschromatografisch bestimmt.

4.5. Mal3stabsvergrofRerung

Die Versuche zur Mal3stabsvergroferung sind im Forschungslabor der 101 Oleo GmbH
Witten durchgefuhrt worden.
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4.5.1. Veresterung von Bernsteinsaure und Geraniol

In einem 2 L Mehrhalskolben, ausgestattet mit Thermometer, Ruckflusskihler und
Ruhrwerk, werden 27,6 g Bernsteinsaure, 72,3 g Geraniol (Substratverhaltnis 1:2),
940 mL MTBE und 1,8894 g Novozym 435 gegeben. Das Reaktionsgemisch wird bei
60 °C uber 23,5 h unter Riickfluss erhitzt. Uber diesen Zeitraum werden in bestimmten
Zeitintervallen Proben entnommen und mittels GC/MS vermessen.

4.5.2. Veresterung von Bernsteinsaure und Geraniol - ohne
Losungsmittel

In einem 1L Mehrhalskolben, ausgestattet mit Thermometer, Ruckflusskinhler,
Wasserabscheider und Ruhrwerk, werden 318,1 g Bernsteinsaure, 209,7 g Geraniol
(Substratverhaltnis 2:1) und 10,75 g Novozym 435 gegeben. Das Reaktionsgemisch
wird auf 60°C erhitzt und ein Vakuum von 50 -60 mbar angelegt. Da keine
ausreichende Durchmischung erfolgte (zu viel Feststoff), werden 300 mL Wasser als
Losungsvermittler dazugegeben. Wahrend der Reaktion wird das Wasser abdestilliert
und eine Probe entnommen. Die Analytik ergibt, dass bis dahin kein Umsatz erfolgt.
Nachdem das hinzugeflugte Wasser aus dem Reaktionsgemisch entfernt wurde, wird
erneut keine ausreichende Durchmischung erreicht und die Temperatur stieg auf
80 °C. Es werden nochmals 210,3 g Geraniol (Substratverhaltnis 1:1) und 10,8 g
Novozym 435 zu der Reaktionsmischung gegeben. Das Reaktionsgemisch wird auf
60 °C erhitzt und ein Vakuum von 50 - 60 mbar angelegt, um das Reaktionswasser
aus dem Reaktionsgemisch zu entfernen. Uber einen Zeitraum von 7,5 h werden
kontinuierlich Proben enthommen und mittels GC/MS vermessen.

4.5.3. Veresterung von Bernsteinsaure mit Zimtalkohol

In einem 1L Mehrhalskolben, ausgestattet mit Thermometer, Ruckflusskihler,
Wasserabscheider und Ruhrwerk, werden 153,19 Bernsteinsaure, 3474 ¢
Zimtalkohol (Substratverhaltnis 1:2) und 10,4 g Novozym 435 gegeben. Das
Reaktionsgemisch wird auf 60 °C erhitzt und ein Vakuum von 23 — 30 mbar angelegt,
um das Reaktionswasser zu entfernen. Uber einen Zeitraum von 16 h werden
kontinuierlich Proben enthommen und mittels GC/MS vermessen.
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4.6. Untersuchung der antibakteriellen  Eigenschaften der
synthetisierten Ester

Die Untersuchungen zur Bestimmung der antibakteriellen Eigenschaften werden in
einem wassrigen Medium, Tryptophan Soya Broth (TSB) oder Lennox Base (LB),
sowie in Phosphatpuffer durchgefuhrt. Da die zu untersuchenden Ester nur geringfugig
bis gar nicht in Wasser |0slich sind, werden diese zunachst in Methylacetat vorgelost.
Die verwendeten Stammldsungen haben jeweils eine Konzentration von 100 und
250 mmol/L. Sie werden flr die Experimente auf 3 bzw. 10 mmol/L verdinnt. Fir die
Ubernachtkulturen werden 20 mL Medium mit Bakterien angeimpft und bei 37 °C lber
Nacht geschdattelt. FUr Staphylococcus aureus wird das TSB und fur Escherichia coli
sowie Pseudomonas aeruginosa das LB Medium verwendet.

4.6.1. Killing Assay

Die Ubernachtkultur wird zunachst zentrifugiert (4000 rpm, 10 min) und der Uberstand
anschlieRend abdekantiert. Das so erhaltene Bakterienpellet wird mit 1 mL einer
Phosphatgepufferten Salzlosung (PBS-Puffer) versetzt und aufgeschlammt.
AnschlieRend wird die Bakteriensuspension verdunnt und auf eine optische Dichte
(OD 600, photometrischer Assay bei A = 600 nm) von 1,5 (Staphylococcus aureus)
und 0,35 (Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa) eingestellt.

Abbildung 4-1: Vorbereitung der Bakteriensuspension fiir den Killing Assay

Von der Bakteriensuspension werden je 970 bzw. 960 uL in Eppendorfgefale pipettiert
und mit 30 bzw. 40 pL der Stammldsung (100 bzw. 250 mmol/L) versetzt. Die
Probengefalie werden bei Raumtemperatur (20 — 22 °C) aufbewahrt und nach 4 sowie
24 h werden jeweils 100 uL Proben entnommen. Die entnommenen Proben werden
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anschlie®end sechs Mal verdunnt (1:10). Die Verdunnungen werden dann ausplattiert
(TSB-/ LB-Agar) und bei 37 °C Uber Nacht im Brutschrank aufbewahrt. Am nachsten
Tag werden die gewachsenen Kolonien ausgezahlt. Alle Versuche wurden fur jeden
untersuchten Ester vierfach wiederholt.

4.6.2. Wachstumsversuche

Die Ubernachtkultur wird 1:20 mit dem jeweiligen Medium verdinnt. Von dieser
Verdinnung werden je 485 bzw. 480 uL in Eppendorfgefalle pipettiert und mit 15 bzw.
20 pL der Stammldésung versetzt. Anschlieliend werden je zwei Mal 200 pyL der
vorbereiteten Bakteriensuspension in zwei verschiedene Wells einer 96-Well-Platte
pipettiert. Die Platte wird anschlie®end in ein auf 37 °C temperiertes Multikanal-
Photometer gestellt, in welchem die Extinktion halbstundig Uber einen Zeitraum von
24 h gemessen wird.
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5, Ergebnuirmsd eDi skussi on

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Arbeit dargestellt und diskutiert. Zunachst
erfolgt die Charakterisierung hinsichtlich der Temperatur-, und
Losungsmittelabhangigkeit der Candida antarctica Lipase B. Im zweiten Teil wird die
Reaktionsoptimierung der Testreaktion, bei welcher Bernsteinsaure und Geraniol als
Substrate dienten, vorgestellt. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf die
Lésungsmittel und Temperaturabhangigkeit sowie des Verhaltnisses der Substrate
und den Einsatz anderer Alkohole gelegt. Anschlielend werden die
Isolierungsexperimente gezeigt sowie die Versuche zur Malstabsvergrof3erung
dargestellt und diskutiert. Die Untersuchungen zur Bestimmung des antibakteriellen
Potentials der isolierten Ester werden im letzten Abschnitt dieses Kapitels erlautert.

5.1. Charakterisierung der Candida antarctica Lipase B

5.1.1. Temperaturabhangigkeit

Zur Bestimmung der Temperaturabhangigkeit der Cal B wurde ein Bereich zwischen
30 - 65 °C gewahlt. Die Enzymverdinnung wurde vorbereitet und flur jeweils eine
Stunde bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. In Abbildung 5-1 sind die
Ergebnisse dieser Untersuchung dargestellt.
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0,0000 -
30 35 40 45 50 55 60 65
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Abbildung 5-1: Temperaturabhangigkeit der freien Candida antarctica Lipase B (898 uL Glycin-Puffer (0,1 M,
pH 9), 10 uL Substratlésung (p-NPP, 10 mmol/L, Aceton), 100 uL Enzymverdiinnung (1 mg/mL, inkubiert fir 1 h
bei 30/ 35/ 40/ 45/ 50/ 55/ 60 und 65 °C, 400 rpm))
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Es ist deutlich zu erkennen, dass die Aktivitat der freien Candida antarctica Lipase B
mit steigender Temperatur abnimmt. Des Weiteren kann der Abbildung enthommen
werden, dass die Aktivitat der Candida antarctica Lipase B bei Temperaturen zwischen
30 und 50 °C leicht und bei Temperaturen oberhalb von 55 °C stark abnimmt. Die
Candida antarctica Lipase B ist durch ihren Ursprung ein an niedrige Temperaturen
angepasstes Enzym. Es zeigt eine hohe katalytische Aktivitat bei niedrigen
Temperaturen, welche mit steigender Temperatur abnimmt [JOSEPH et al., 2008]
[LEE et al., 2017]. Das Temperaturscreening bestatigt dieses Verhalten, so zeigt die
freie Candida antarctica Lipase B, bei 30 °C zeigt die hochste Aktivitat, die dann bis
50 °C stetig sinkt. Weiterhin ist bekannt, dass durch die Erhéhung der Temperatur auf
oberhalb von 50 °C die meisten Enzyme denaturieren und so nicht mehr katalytisch
aktiv sind [AL-ZUHAIR et al.,, 2003]. Dies erklart den beobachteten starken
Aktivitatsabfall oberhalb von 50 °C. Durch Immobilisierung kann sowohl die
Thermostabilitat als auch Aktivitat, Spezifitat, Wiederverwendbarkeit und Handhabung
des Enzyms verbessert werden. Die Lipase ist ein haufig in der Industrie verwendetes
Enzym, welches in freier und immobilisierter Form kommerziell, wie beispielsweise das
Novozym 435, produziert wird. Neben der Immobilisierung kann auch die Verwendung
von organischen Losungsmitteln zu einer Verbesserung der Thermostabilitat fihren.
Als Folge dessen ist die Candida antarctica Lipase B bei Verwendung im nicht
wassrigen Medium bis 60°C stabil [LEE et al., 2017].

5.1.2. Lo6sungsmittelabhangigkeit

Fur die Losungsmittelabhangigkeit, wurden folgende Losungsmittel verwendet: Hexan,
Heptan, MTBE, Toluol, THF, Aceton (Abbildung 5-2 a). Die Abbildung zeigt, dass mit
zunehmender Polaritat des Losungsmittels die Aktivitat sinkt. In unpolaren
Losungsmitteln  werden  hohere  Umsatze erreicht. Die  durchgefuhrte
Veresterungsreaktion von Laurinsaure und n-Propanol ist eine Gleichgewichtsreaktion
und verlauft reversibel, d.h. dass auch die Rulckreaktion (Hydrolyse) gleichzeitig
stattfinden kann. Die Candida antarctica Lipase B ist in der Lage sowohl die Hin- als
auch die Ruickreaktion zu katalysieren (Hydrolyse/Veresterung). Je mehr Wasser im
System vorliegt, desto starker verschiebt sich das Gleichgewicht zugunsten der
Substrate, was mit einer geringeren Produktausbeute einhergeht. In Abbildung 5-2 b
sind die gemessenen Wassergehalte der verwendeten Losungsmittel vor Beginn der
Reaktion dargestellt.
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Abbildung 5-2: a) Losungsmittelabhangigkeit der Candida antarctica Lipase B bei der Veresterungsreaktion von
Laurinsaure mit n-Propanol (n-Propanol (100 mmol/L), Laurinsaure (100 mmol/L), 4 mL organisches Losungsmittel,
freie Cal B (5 mg), 30 °C, 400 rpm) b) Wassergehalte der eingesetzten Losungsmittel

Wie der Abbildung 5-2 b entnommen werden kann, weisen die polaren, mit Wasser
mischbaren Losungsmittel sehr hohe Wassergehalte auf. Die unpolaren, mit Wasser
nicht mischbaren Losungsmittel hingegen enthalten weniger Wasser. Beim Vergleich
mit den Umsatzen aus Abbildung 5-2 a, kann festgestellt werden, dass die Umsatze in
mittel bis unpolaren Lésungsmitteln (ACN, MTBE, Toluol, Heptan) hdher sind, als in
polaren Lésungsmitteln (Aceton, THF). Durch den hohen Wassergehalt in diesen
Lésungsmitteln wird die Hydrolyse bevorzugt katalysiert und das Gleichgewicht liegt
auf Seiten der Edukte. So werden haufig Hexan, Heptan, Isooctan, MTBE und
lI6sungsmittelfreie Systeme fur Lipase katalysierte Veresterungsreaktionen verwendet
[ALMEIDA et al., 2017] [TANG et al., 2017] [UNGCHAROENWIWAT et al., 2016]. Der
log P Wert wird haufig in Zusammenhang mit fur Veresterungsreaktionen geeigneten
Losungsmitteln verwendet. Dieser Wert ist ein Mald dafir, wie hydrophob ein
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Losungsmittel ist [UNGCHAROENWIWAT et al., 2016]. Stark hydrophobe
Losungsmittel mit log P >4 werden oft als geeignetste Losungsmittel fur Lipase
katalysierte Veresterungsreaktionen angegeben. Im Gegensatz dazu sind
Lésungsmittel mit log P Werten zwischen 2 und 4 maRig geeignet und die polaren
Lésungsmittel mit log P Werten < 2 waren ineffektiv. Das optimale Reaktionsmedium
sollte jedoch mit Hilfe experimenteller Untersuchungen gefunden werden [TANG et al.,
2017]. Wird diese Theorie auf die durchgeflihrte Reaktion angewendet, so kann
festgestellt werden, dass das Losungsmittel mit dem hochsten log P Wert, Heptan (log
P 4,24) auch den groldten Umsatz zeigt. Einige Veresterungsreaktionen von
beispielsweise Flavonoiden werden in mittelpolaren bis polaren Losungsmitteln
durchgefuhrt [ARAUJO et al., 2016]. Wahrscheinlich liegt, durch die geringe Ldslichkeit
von Flavonoiden in unpolaren organischen Losungsmitteln, nicht gentigend Substrat
geldst vor und kann nicht vom Enzym umgesetzt werden. In mittelpolaren und polaren
Lésungsmitteln ist die Loslichkeit der Flavonoide besser und es steht mehr geldstes
Substrat fur die Reaktion zu Verfugung, sodass auch mehr Umsatz erreicht werden
kann.

5.2. Optimierung der Reaktionsbedingungen

Fiur die Optimierung wurde eine Testreaktion mit Bernsteinsaure und Geraniol als
Substrate genutzt, welche in Abbildung 5-3 ist dargestellt ist. Wahrend der Reaktion
wird zunachst unter Wasserabspaltung der Monoester gebildet, welcher dann in einem
weiteren Schritt unter erneuter Wasserabspaltung zum Diester reagiert.

o o
o
S . (700 Novoymass_ YN Mé
HO ’ 0 ! o
o \ \ \

Bernsteinsaure Geraniol Monogeranylsuccinate Digeranylsuccinate

Abbildung 5-3: Lipase katalysierte Veresterungsreaktion von Bernsteinsaure und Geraniol
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5.2.1. Vorversuche

Es erfolgte ein Vergleich zwischen der klassisch chemischen Synthese von Estern und
der Lipase katalysierten Veresterungsreaktion von Bernsteinsdure mit Geraniol. In
Abbildung 5-4 sind die dazugehdrigen GC Chromatogramme dargestellt. Wie an den
Chromatogrammen zu erkennen ist, hat die Veresterung von Bernsteinsaure und
Geraniol bei den klassisch chemischen Varianten kaum bis gar nicht stattgefunden.
Die Ursachen hierfir liegen in den Reaktionsbedingungen begriindet. Wenn Alkene
unter sauren Bedingungen reagieren, konnen Nebenreaktionen auftreten. Dabei greift
die Saure die Doppelbindungen der Alkene an und wird durch eine nucleophile
Addition an die Doppelbindungen anlagert. Dadurch kénnen eine Vielzahl von
Nebenprodukten gebildet werden. Zudem sind die verwendeten Sauren nur in
katalytischen Mengen in der Reaktionsmischung vorhanden. Bei Verbrauch der Saure
durch eine Nebenreaktion, steht sie der eigentlichen Veresterung nicht mehr zur
Verfligung wodurch die Esterbildung gehemmt wird.
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Abbildung 5-4: GC Chromatogramme a) Lipase katalysierte Synthese (20 mmol/L Bernsteinsaure, 40 mmol/L
Geraniol, 40 mg Novozym 435, 20 mL MTBE, 50 °C, 400 rpm) b) klassisch chemische Synthese mit H2SO4 c)
klassisch chemische Synthese mit p-TSS (Geraniol: 6,54 min, Monogeranylsuccinat: 10,50 min, Digeranylsuccinat:
13,99 min)

Die analytischen Messungen der Vorversuche wurden an der LC/MS durchgefihrt. Da
dort nur der Diester detektiert werden konnte, konnten nur die Peakflachen des

Diesters zu Auswertung herangezogen werden. Im Folgenden werden diese
Vorversuche vorgestellt und diskutiert.
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Zunachst wurden mehrere Lipasen hinsichtlich ihrer Aktivitat auf die
Veresterungsreaktion von Bernsteinsaure und Geraniol untersucht: Novozym 435,
Lipozym RM IM, Amano PS und eine flissige Cal B. Die Ergebnisse dieser
Untersuchung sind in Abbildung 5-5 dargestellt. Das Novozym 435 zeigt dabei die
hdchste Aktivitat fur die durchgefihrte Reaktion. Auch das Lipozym RM IM zeigt einen
ahnlich hohen Umsatz wie das Novozym 435 nach 48 h. Die Equilibrierung der
Veresterungsreaktion, die durch das Novozym 435 katalysiert wurde, erfolgte dabei
bereits nach 24 h. Die Amano PS Lipase und die flissige Candida antarctica Lipase B
zeigen nahezu keine Aktivitat auf die untersuchte Reaktion. Vermutlich fihren die
erhohten Temperaturen dabei zur Denaturierung und damit zur Desaktivierung der
katalytischen Aktivitat der Enzyme. Durch die Immobilisierung der Enzyme (Novozym
435 und Lipozym RMIM) kann unter anderem deren Thermostabilitat verbessert
werden [AL-ZUHAIR et al., 2003] [LEE et al.,, 2017]. Ausgehend von diesen
Ergebnissen ist das Novozym 435 fur alle weiteren Messungen verwendet worden.
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< 2x10°- v RMIM - 02
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Abbildung 5-5: Enzymscreening der Veresterungsreaktion von Bernsteinsdure und Geraniol (20 mmol/L
Bernsteinsaure, 40 mmol/L Geraniol, 40 mg Novozym 435/ 20 mg Lipozym RM IM/ 40 mg Amano PS/ 10 yL Cal B
(lig.), 20 mL MTBE, 50 °C, 400 rpm) 01 und 02 sind dabei jeweils Wiederholungsmessungen zur Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit

Auch Kuo et al. testeten sowohl das Novozym 435 als auch das Lipozym RM IM fir
die Veresterungsreaktion von Cetylalkohol und Oktansaure. Bei ihren Untersuchungen
fanden sie heraus, dass beide Enzyme hohe Ausbeuten an Cetyloctanoat produzieren,
jedoch erreichte das Novozym 435 dies in einer kurzeren Zeit und mit einer geringeren
Enzymmenge [KUO et al.,, 2012]. Was auch die hier durchgeflihrten Messungen
bestatigen. Zudem beschrieben Rahman et al., dass die Candida antarctica Lipase B
eine hohe Aktivitat gegentber Dicarbonsauren aufweist [RAHMAN et al., 2011].

Fir die Bestimmung der Lésungsmittelabhangigkeit sind verschiedene Losungsmittel
getestet worden: THF, Acetonitrii, MTBE, Toluol, Aceton, Hexan, Heptan

32



Ergebnisse und Diskussion

(Abbildung 5-6). Bei der Reaktionsfuhrung in Hexan und Heptan konnte kein Produkt
detektiert werden. Die Verwendung von Toluol und Aceton als Reaktionsmedium
erreichte nur eine geringe Produktbildung. Bei Durchfuhrung der Reaktion in THF und
Acetonitril konnte nur eine leichte Steigerung der Produktausbeute festgestellt werden.
Als geeignetstes Losungsmittel hat sich das MTBE herausgestellt. So zeigt der
Reaktionsverlauf, dass bereits nach ca. 24 h der Gleichgewichtszustand der Reaktion
erreicht ist, wenn MTBE als Reaktionsmedium eingesetzt wird. Alle weiteren
Untersuchungen sind ausgehend von diesen Ergebnissen in MTBE durchgefuhrt
worden.
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Abbildung 5-6: Lésungsmittelabhangigkeit der Veresterungsreaktion von Bernsteinsdure und Geraniol (20 mmol/L
Bernsteinsdure, 40 mmol/L Geraniol, 40 mg Novozym 435, 20 mL THF, ACN, MTBE, Toluol, Aceton, 50 °C,
400 rpm)

Wie bereits beschrieben, kann der log P Wert eine Hilfe fir die Auswahl eines
geeigneten Losungsmittels sein. Demnach sollen stark hydrophobe Losungsmittel mit
log P>4 oft die geeignetsten Losungsmittel flr Lipase katalysierte
Veresterungsreaktionen sein [TANG et al., 2017]. So besitzt MTBE einen log P Wert
von 1,29 und ware nach dieser Hypothese kein geeignetes Ldsungsmittel fur
Veresterungsreaktionen. Jedoch spielen neben der Hydrophobizitat des
Lésungsmittels weitere Faktoren eine Rolle. Beispielsweise kann das Losungsmittel
selbst durch seine Polaritat oder Struktur mit dem aktiven Zentrum des Enzyms
interagieren und so einen Losungsmittel-Enzym-Komplex bilden, wodurch das Enzym
die Reaktion nicht mehr katalysieren kann. Hydrophobe Losungsmittel konnten auch
durch Abstreifen der am Enzym befindlichen Hydrathulle die Struktur des Enzyms
verandern oder es denaturieren. Yan et al. untersuchten unter anderem die
Ldsungsmittelabhangigkeit der Candida antarctica Lipase B katalysierten kinetischen
Racematspaltung von (x)-Menthol. Sie testeten verschiedene Losungsmittel (log P
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Wert zwischen 0,49 bis 4,5) mit dem Ergebnis, dass ebenfalls MTBE die besten
Umsatze fur die durchgefuhrte Reaktion lieferte [YAN et al., 2017].

Viele in der Literatur beschriebene Veresterungsreaktionen finden bei
Reaktionstemperaturen zwischen 40 -70 °C statt [ALMEIDA et al., 2017]. Daher ist
dieser Temperaturbereich fir die Bestimmung der Temperaturabhangigkeit
ausgewahlt worden. In Abbildung 5-7 sind die dazugehdrigen Daten aufgetragen. Die
Graphen zeigen trotz unterschiedlicher Reaktionstemperaturen einen ahnlichen
Verlauf. Die Reaktionstemperatur von biokatalytischen Synthesen ist ein
entscheidender Parameter. So wird die Ldslichkeit der Substrate im Reaktionsmedium
verbessert, die molekularen Kollisionen erhéht, Stofftransferlimitierungen reduziert
und die Interaktion zwischen Enzym und Substrat unterstitzt, wenn die
Reaktionstemperatur erhoht wird. Die Enzyme sind in einem bestimmten
Temperaturbereich stabil, jedoch kann eine Abnahme der katalytischen Aktivitat und
Stabilitat auftreten, wenn die Reaktionstemperatur Uber diesen Bereich ansteigt, was
zu einer thermischen Deaktivierung des Enzymes fuhrt [ALMEIDA et al., 2017] [ZHAO
et al., 2017].
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Abbildung 5-7: Temperaturabhangigkeit der Veresterungsreaktion von Bernsteinsaure und Geraniol (20 mmol/L
Bernsteinséure, 40 mmol/L Geraniol, 40 mg Novozym 435, 20 mL MTBE, 40/ 50/ 60/ 70 °C, 400 rpm) 01 und 02
sind dabei jeweils Wiederholungsmessungen zur Uberprufung der Reproduzierbarkeit

Anhand dieser Untersuchungen konnte keine optimale Reaktionstemperatur bestimmt
werden. Bei industriellen Verfahren ist es von Wichtigkeit, dass die Prozesskosten
moglichst gering gehalten werden. Wird viel Energie fur einen Prozess aufgewendet,
beispielsweise durch hohe Reaktionstemperaturen, sind auch die Prozesskosten
hoch. Folglich sollte fur alle weiteren Messungen die geringstmogliche Temperatur
(weniger Energieaufwendung) verwendet werden: 40 °C. Da die Bernsteinsaure aber
erst ab 50 °C Reaktionstemperatur vollstandig im Medium geldst wurde, wird diese
Temperatur fur alle weiteren Messungen verwendet.
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Ein weiterer Faktor, der bei Veresterungsreaktionen eine wichtige Rolle spielt, ist der
bereits erwahnte Wassergehalt. Hierbei liegt die Schwierigkeit darin, dass das Enzym
eine gewisse Menge an Wasser bendtigt, um optimal zu arbeiten. Allerdings sollte bei
Veresterungsreaktionen mit einem moglichst niedrigen Wassergehalt gearbeitet
werden, da durch das Vorhandensein von Wasser die Rickreaktion (Hydrolyse) eintritt
[BANIK et al., 2017]. Um diesen Effekt zu untersuchen, wurden die Reaktionen in
getrocknetem und nicht getrocknetem MTBE sowie mit dem Zusatz von Molsieben
durchgefuhrt. AnschlieRend wurde die Reaktion mittels LC/MS verfolgt und parallel
Wassergehaltsbestimmungen durchgefihrt. Die dazugehoérigen Daten sind in
Abbildung 5-8 zusammenfassend dargestellt. Bei der Durchfihrung der Reaktion in
getrocknetem MTBE konnen die hochsten Produktkonzentrationen erzielt werden,
wobei die Unterschiede der einzelnen Messungen nicht signifikant sind. Auch bei der
Verwendung von nicht getrocknetem MTBE werden &hnlich  hohe
Produktkonzentrationen erhalten, wahrend die Reaktionsverlaufe far die
durchgefuhrten Reaktionen mit Molsieben als Trockenmittel den geringsten Umsatz
zeigen. Beim Vergleich der Reaktionsverlaufe mit den dazugehérigen
Wassergehalten, kann festgestellt werden, dass bei niedrigen Wassergehalten
zwischen 1000 — 1500 ppm (mit Molsieben) geringe und fir Wassergehalte bis
3000 ppm (ohne Molsiebe) hohere Produktkonzentrationen detektiert werden kdnnen.
Unter den untersuchten Bedingungen ist ein Wassergehalt von 2000 — 3000 ppm
vorteilhaft fur die durchgefuhrte Reaktion. AuRerdem ist erkennbar, dass sich das
Gleichgewicht der Reaktion, bei Verwendung von Molsieben, erst spater einstellt.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass der Einsatz von Molsieben unvorteilhaft
fur diese Reaktion ist. Die Rolle des Wassergehalts untersuchten auch Zhao et al. bei
der Lipase katalysierten Umesterung von Sojabohnendl mit Methanol und Butanol
unter Verwendung des Lipozyms TL IM. Sie fuhrten die Umesterungsreaktion bei
verschiedenen Wassergehalten und Enzymkonzentrationen durch. Sie fanden dabei
heraus, dass bei allen Enzymkonzentrationen (5, 10, 15, 20 % bezogen auf die Masse
der Substrate) ein Wassergehalt von mehr als 0,9 % eine Abnahme des Umsatzes
hervorruft. Zudem konnten sie feststellen, dass durch die Erhéhung der
Enzymkonzentration auch hohere Umsatze bei Wassergehalten zwischen 0,3 bis
0,9 % erreicht werden konnten [ZHAO et al., 2017].
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Abbildung 5-8: Wassergehaltsbestimmungen der Veresterungsreaktion von Bernsteinsaure und Geraniol
(20 mmol/L Bernsteinsaure, 40 mmol/L Geraniol, 40 mg Novozym 435, 20 mL MTBE (getrocknet und nicht
getrocknet), mit und ohne Molsieben (3 A), 50 °C, 400 rpm) 01 und 02 sind dabei jeweils Wiederholungsmessungen
zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit

Durch Umesterungsreaktionen kann das Gleichgewicht zugunsten des gewunschten
Produktes verschoben werden, da somit ein Entstehen von reaktionshemmendem
Wasser vermieden werden kann. So soll das Gleichgewicht auf Seiten der
Reaktionsprodukte verschoben werden, da das Nebenprodukt aus der
Reaktionslosung entfernt werden kann und somit nicht mehr fir die Ruckreaktion zu
Verfligung steht [YADAV et al., 2003]. Dabei sind Methyl-, Ethyl-, Isopropenyl- und vor
allem Vinylester geeignete Substrate fur Umesterungsreaktionen [XIN et al. 2017]
[YADAV et al., 2003]. In Tabelle 5-1 sind die Reaktionsbedingungen fir die
Veresterungs- bzw. Umesterungsreaktion von Essigsaure bzw. Vinylacetat mit
Zimtalkohol dargestellt.

36



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 5-1: Vergleich der Reaktionsbedingungen der Veresterungs- bzw. Umesterungsreaktion von Essigsaure
bzw. Vinylacetat mit Zimtalkohol [CAl et al., 2017] [WU et al., 2014]

Bedingungen Wu et al., 2014 Cai et al., 2017
Reaktionstyp Veresterung Umesterung
Verhaltnis der
Substrate

2:1 2:1
(Saure bzw. Ester:
Alkohol)

Porcine pankreas Lipase : . .
Bacillus amyloliqufaciens

Lipase immobilisiert Lipese
auf Metallkeramikpulver

Temperatur 35°C 40 °C

Losungsmittel Hexan Hexan

Reaktionszeit 10 h 4 h

Ausbeute 62 % 93 %

Der Tabelle 5-1 kann entnommen werden, dass die Reaktionen unter ahnlichen
Bedingungen durchgefuhrt worden sind. So wurde das gleiche Substratverhaltnis und
Losungsmittel sowie eine ahnliche Reaktionstemperatur verwendet. Jedoch sind
unterschiedliche Lipasen und auch unterschiedliche Acyldonoren zum Einsatz
gekommen. Bei der direkten Veresterung konnten Wu et al. nur einen Umsatz von rund
62 % erreichen [WU et al., 2014] und Cai et al. konnten zeigen, dass sie bei der
Durchflhrung einer Umesterungsreaktion eine Ausbeute von 93 % erreichen [CAI et
al., 2017]. Somit war es Cai et al. mdglich durch die Umesterung die Reaktionszeit, um
6 h zu verklrzen und die Ausbeute an Cinnamylacetat um 30 % steigern. Auch fur die
Testreaktion sollte untersucht werden, ob durch eine Umesterungsreaktion die
Ausbeute des Diesters erhoht werden kann. Fur diese Versuche sind zunachst
Bernsteinsauredimethyl- und Bernsteinsaurediethylester hergestellt worden. Diese
wurden anstelle von Bernsteinsaure als Substrate eingesetzt. In Abbildung 5-9 sind
die dazugehorigen Reaktionsverlaufe gezeigt. Bei der direkten Veresterung viel
hohere Produktkonzentrationen als bei den Umesterungsreaktionen erreicht. Die
Dimethyl- und Diethylester der Bernsteinsdure sind ausgehend von diesen
Untersuchungen keine geeigneten Ausgangsstoffe fur die durchgefuhrte Reaktion.
Werden die erhaltenen Ergebnisse mit den Ergebnissen von Cui et al. und Wu et al.
verglichen, so fallt auf, dass die Reaktionsbedingungen abweichen. So wird in dieser
Arbeit ein anderes Losungsmittel, eine andere Lipase, Methyl- und Ethylester anstatt
eines Vinylesters sowie eine hdhere Reaktionstemperatur verwendet. Auch Xin et al.
erhielten bei der Lipase katalysierten Synthese von L-Ascorbylfluribipronat eine hdhere
Ausbeute (61 %) fur die direkte Veresterung von L-Ascorbinsaure und Fluribiprofen als
bei der Umesterung des Fluriprofenmethylesters [Xin et al., 2017].
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Abbildung 5-9: Vergleich von direkter Veresterung (Bernsteinsdure) und Umesterung (BSDME, BSDEE) der
Beispielreaktion (20 mmol/L Bernsteinsaure/ BSDME/ BSDEE, 40 mmol/L Geraniol, 40 mg Novozym 435, 20 mL
MTBE, 50 °C, 400 rpm) 01 und 02 sind dabei jeweils Wiederholungsmessungen zur Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit

Um das Gleichgewicht der Reaktion auf die Seite der Produkte zu verschieben, gibt es
die Moglichkeit der in situ Produktabtrennung. Dabei wird das Produkt kontinuierlich
durch beispielsweise Extraktion oder Kristallisation aus der eigentlichen
Reaktionsmischung abgetrennt. Dadurch wird die Bildung von einem Produkt
beglnstigt [BUQUE-TABOADA et al., 2004] [FREEMAN et al., 1993] [HECKE et al.,
2014] [WOODLEY et al.,, 2008]. Fur diesen Ansatz wurde die Reaktion in ein
zwei-Phasen-System, bestehend aus Wasser und MTBE, Ubertragen. Wahrend der
Reaktion sollte das Produkt durch Anreicherung in der organischen Phase aus der
Reaktionsphase abgetrennt werden. Duwensee et al. zeigten, dass die Lipase
katalysierte Polykondensation von Sebacinsaure und 1,4-Butandiol in einem
Zwei-Phasen-System, bestehend aus einer wassrigen Reaktionsphase und einer
organischen Extraktionsphase, ablauft. Mit diesem System erzielten sie einen Umsatz
von 98 % und erhielten niedermolekulare Polyester mit Molmassen zwischen 1800 und
2500 g/mol [DUWENSEE et al., 2010]. Die Durchfihrung der Lipase katalysierten
Veresterungsreaktion von Bernsteinsdure und Geraniol im zwei-Phasen-System
konnte keine Erhdhung des Umsatzes erzielen. In Abbildung 5-10 sind die
dazugehorigen Reaktionsverldufe dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die
Veresterung weitaus langsamer und mit weniger Umsatz im zwei-Phasen-System
stattgefunden hat. Wahrscheinlich wurde durch das vorhandene Wasser die
Ruckreaktion begunstigt, sodass viel weniger Ester gebildet wurde. Besser ware es
ein anderes Losungsmittelsystem bestehend aus zwei Phasen zu finden, worin kein
Wasser enthalten ist. Daflr kdnnten beispielsweise zwei-Phasen-Systeme bestehend
aus organischen Ldsungsmitteln und ionischen Flissigkeiten zum Einsatz kommen
[COSTA et al., 2012].
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Abbildung 5-10: Vergleich der Reaktionsdurchfiihrung zwischen ein-Phasen-System und zwei-Phasen-System
(20 mmol/L Bernsteinsaure, 40 mmol/L Geraniol, 40 mg Novozym 435, 20 mL MTBE bzw. 10 mL MTBE und 10 mL
Wasser, 50 °C, 400 rpm) 01, 02 und 03 sind dabei jeweils Wiederholungsmessungen zur Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit

Fir eine Charakterisierung der Produkte mussten diese isoliert werden. Da die bisher
durchgefuhrten Reaktionen mit geringen Konzentrationen durchgefiihrt worden sind,
ist daher eine Konzentrationserhohung vorgenommen worden. Dabei sind alle

Substrate und auch das Enzym im gleichen Verhaltnis erhoht worden
(Abbildung 5-11).
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Abbildung 5-11: Substratkonzentrationserhéhung (20, 100, 200, 500 mmol/L Bernsteinsaure, 40, 200, 500,
1000 mmol/L Geraniol, Verhaltnis 1:2 (Bernsteinsaure:Geraniol) 40 mg Novozym 435, 20 mL MTBE, 50 °C,
400 rpm)
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Wie der Abbildung entnommen werden kann, sind Konzentrationen von
20 - 500 mmol/L an Bernsteinsaure eingesetzt worden. Weiterhin ist zu erkennen,
dass der Kurvenverlauf der Graphen in etwa ahnlich ist. Jedoch kann bei einer
Konzentration von 250 mmol/L bereits nach 4h Reaktionszeit der
Gleichgewichtszustand erreicht werden. Diese Beobachtung ist mit der Michaelis-
Menten-Theorie zu erklaren. Hierbei wird die Reaktionsgeschwindigkeit in
Abhangigkeit von der Substratkonzentration betrachtet. Zunachst besteht ein linearer
Zusammenhang, wenn die Substratkonzentration steigt, wird auch die
Reaktionsgeschwindigkeit erhoht. Nach Erreichen der Sattigungskonzentration des
Substrates kann die Umsatzgeschwindigkeit nicht weiter erhéht werden, da durch die
Bildung einer maximalen Anzahl an Enzym-Substrat-Komplexen keine weitere
Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit moglich ist [BISSWANGER, 2015]. Wenn
bei einer Konzentration von 500 mmol/L diese Sattigungskonzentration erreicht ware,
dann wurden die Ergebnisse mit denen der 250 mmol/L Ubereinstimmen. Jedoch
liegen die Werte darunter, was auf eine Produktinhibierung hinweist. Dieser Effekt
kommt auch erst bei hoheren Konzentrationen zum tragen. Dabei blockiert das
gebildete Produkt das aktive Zentrum des Enzyms. Und steht dadurch nicht mehr fur
die Umsetzung der Substrate zur Verfligung.

Fir die Isolierungsexperimente wurden Ansatze im 1g Malistab angesetzt
(250 mmol/L Saure, 500 mmol/L Alkohol, 250 mg Novozym 435, 10 mL MTBE,
isolierte Ausbeuten siehe Abschnitt 5.3.1).

Das hier verwendete LC/MS-System bestand aus einer HPLC-Einheit und einem
lonenfallen Massenspektrometer. Aufgrund der vergleichsweise schlechten Linearitat
des Detektorsignals ist eine Quantifizierung oftmals schwierig. Um dennoch Umsatze
und Ausbeuten an Mono- und Diester bestimmen zu koénnen, ist daher auf eine
GC-Analytik gewechselt worden.

5.2.2. Lo6sungsmittelabhangigkeit

Die Losungsmittelabhangigkeit wurde erneut untersucht, um Aussagen daruber treffen
zu koénnen, welchen Einfluss das Ldsungsmittel auf den Umsatz der
Veresterungsreaktion hat. Fur diese Untersuchung wurden verschiedene
Lésungsmittel verwendet: Hexan, Heptan, Toluol, MTBE, Aceton und Acetonitril. Die
Gesamtausbeuten fur diese Reaktionen sind in Abbildung 5-12 dargestellt. Wie zu
erkennen ist, wird bei der Durchfihrung der Reaktion in MTBE der grofite Umsatz
(60 %) erzielt, was sich mit den Messungen der Vorversuche deckt. Wenn Toluol als
Lésungsmittel verwendet wird, kann ein Gesamtumsatz von ca. 50 % erreicht werden.
Bei der Verwendung von Hexan oder Heptan werden nur ca. 10 — 15 % Umsatz
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erhalten. In den die anderen getesteten Losungsmitteln (Aceton, Acetonitril) erfolgte
kein Umsatz.
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Abbildung 5-12: Losungsmittelabhdngigkeit — Gesamtumsatz (20 mmol/L Bernsteinsdure, 40 mmol/L Geraniol,
40 mg Novozym 435, 20 mL Hexan/ Heptan/ Toluol/ MTBE/ ACN/ Aceton, 50 °C, 400 rpm)

Der log P Wert kann, wie bereits erwahnt, eine Hilfe fur die Auswahl eines geeigneten
Lésungsmittels sein. Demzufolge sollen stark hydrophobe Losungsmittel mit log P > 4
oft die besten Losungsmittel flr Lipase katalysierte Veresterungsreaktionen sein.
[TANG et al., 2017]. Allerdings besitzt MTBE einen log P Wert von 1,29 und ware nach
dieser Hypothese kein geeignetes Losungsmittel flir Veresterungsreaktionen. Neben
der Hydrophobizitat des Losungsmittels spielen weitere Faktoren, wie beispielsweise
die Loslichkeit der Substrate, eine Rolle. Dass bei der Verwendung von Aceton und
Acetonitril kein Umsatz erfolgte, kann folgende Ursachen haben. So beschrieben
Banik et al., dass polare Losungsmittel wie Acetonitril mit dem aktiven Zentrum der
Cal B interagieren kénnen und mit dem Substrat konkurrieren. Anstatt eines Enzym-
Substrat-Komplexes wird ein Losungsmittel-Enzym-Komplex gebildet, welcher nicht in
Produkt und Enzym zerfallen kann, wodurch das Enzym nicht mehr fir die zu
katalysierende Reaktion zu Verfligung steht [BANIK et al., 2016] [YAN et al., 2017].
Zudem koénnen polare Losungsmittel Wasser aufnehmen und die Hydrathllle des
Enzyms zerstéren. Durch das Fehlen der Wasserstoffbriickenbindungen, kann die
Tertiarstruktur des Enzyms nicht aufrechterhalten und so deren Aktivitat herabgesetzt
werden [YAN et al., 2017]. Weiterhin wird beschreiben, dass unpolare Losungsmittel
wie Hexan oder MTBE geeigneter fur die untersuchte Veresterungsreaktion von
Buttersaure und Ethanol sind [BANIK et al., 2016].

Des Weiteren wurde die Losungsmittelabhangigkeit der Testreaktion erneut bestimmt,
um zu untersuchen, ob Unterschiede in den Mono- und Diesterausbeuten in
Abhangigkeit vom Losungsmittel auftreten. Dazu sind die Ausbeuten an Mono- und
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Diester mittels GC bestimmt worden. Die Ergebnisse dazu sind in Abbildung 5-13
dargestellt.
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Abbildung  5-13: Ldsungsmittelabhangigkeit (20 mmol/L  Bernsteinsaure, 40 mmol/L Geraniol, 40 mg
Novozym 435, 20 mL Hexan/ Heptan/ Toluol/ MTBE/ ACN/ Aceton, 50 °C, 400 rpm)

Aus den Auftragungen wird ersichtlich, dass bei der Verwendung von MTBE als
Reaktionsmedium die Ausbeute an Monoester signifikant erhdht ist, als im Vergleich
zu den anderen getesteten Losungsmitteln. So entstehen 28 % Monoester in MTBE
und weniger als 5 % bei der Verwendung der anderen Lésungsmittel. Werden die
Ausbeuten des Diesters in Abhangigkeit vom Reaktionsmedium betrachtet, so kann
festgestellt werden, dass Hexan und Heptan keine geeigneten Losungsmittel fir diese
Reaktion sind (9 % bzw. 14 % Diesterausbeute). Des Weiteren kann die hdchste
Ausbeute an Diester (50 %) in Toluol nach 48 h erreicht werden. Fur MTBE wird zwar
eine geringere Ausbeute an Diester (40 %) erhalten, dafur stellt sich hier der
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Gleichgewichtszustand mit 24 h schneller ein. Anhand dieser Ergebnisse kann
geschlussfolgert werden, dass beim Einsatz von unpolaren Lésungsmitteln eher der
Diester und bei mittelpolaren Losungsmitteln eher der Monoester als Hauptprodukt
erhalten wird. Dieses Verhalten wurde auch von Torres et al. gezeigt [TORRES et al.,
1999 b]. Sie untersuchten die Veresterung von Apfelsaure mit Dodecanol, wobei die
Synthese des Monoesters im Vordergrund stand. Sie fanden heraus, dass unter allen
getesteten Losungsmitteln Hexan die grofdte Ausbeute erzielt, allerdings entstand
dabei auch der Diester als Hauptprodukt. Die grof3te Monoesterausbeute (10 %)
konnten sie mit Dioxan als Losungsmittel erreichen. Durch eine Erhohung des
Wassergehalts des Dioxans auf 2,9 % konnte die Monoesterausbeute auf 40 %
gesteigert werden [TORRES et al., 1999 b]. Abhangig davon, ob als Hauptprodukt der
Mono- oder Diester erhalten werden soll, sollte auch die Losungsmittelwahl angepasst
werden. Unpolare Losungsmittel sind eher geeignet, um eine hohe Ausbeute an
Diester zu erhalten. Wenn jedoch eine hdhere Monoesterausbeute erzielt werden soll,
eignen sich vor allem mittelpolare bis polare Losungsmittel. Da nicht nur der Diester,
sondern auch der Monoester erhalten werden soll, wird fir die nachfolgenden
Untersuchungen MTBE als Losungsmittel verwendet.

5.2.3. Temperaturabhangigkeit

Auch die Temperaturabhangigkeit wurde erneut untersucht, um zu bestimmen, ob die
Temperatur einen Einfluss auf das Produktverhaltnis von Mono- und Diester hat. In
Abbildung 5-14 sind die Ergebnisse dargestellt. Als Reaktionstemperaturen sind 30,
40 und 50 °C ausgewahlt worden. Auf die Untersuchung héherer Temperaturen wurde
verzichtet, da der Siedepunkt von MTBE bei 55 °C liegt und somit das Losungsmittel
oberhalb dieser Temperatur sieden wurde.
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Abbildung 5-14: Temperaturabhangigkeit (20 mmol/L Bernsteinsaure, 40 mmol/L Geraniol, 40 mg Novozym 435,
20 mL MTBE, 30/ 40/ 50 °C, 400 rpm)

Wie zu erkennen ist, hat die Temperatur einen signifikanten Einfluss auf die
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit der durchgefuhrten Reaktion. Werden die
Reaktionsverlaufe des Monoesters bei den unterschiedlichen Temperaturen
verglichen, wird ersichtlich, dass die hochsten Monoesterausbeuten (28 %) bei einer
Reaktionstemperatur von 50 °C erhalten werden, gefolgt von 40 °C (24 %) und 30 °C
(21 %). Bei einer Reaktionstemperatur von 50 °C wird der Gleichgewichtszustand
schon nach etwa 24 h erreicht, wobei bei einer Temperatur von 40 °C der
Gleichgewichtszustand erst nach 48 h eintritt. Nach einer Reaktionszeit von 8 h
erreicht die Diesterausbeute bei einer Reaktionstemperatur von 50 °C bereits den
Gleichgewichtszustand und eine Ausbeute von ca. 30%. Fur die
Reaktionstemperaturen von 30 und 40 °C liegen diese Werte darunter, wobei die
Ausbeute bei einer Temperatur von 30 °C am geringsten ist. Nach 24 h Reaktionszeit,
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werden fur die drei getesteten Temperaturen ahnliche Diesterausbeuten von ca. 30 %
erhalten. Fur alle weiteren Untersuchungen ist eine Reaktionstemperatur von 50 °C
festgelegt worden, da sowohl die hochsten Mono- und Diesterausbeuten (ca. 30 %) in
kurzer Zeit (8 h) erzielt werden konnten. Um den Einfluss der Temperatur noch
genauer darstellen zu koénnen, sind Gleichgewichtskostanten berechnet worden
(Tabelle 5-2). Die Gleichgewichtskonstante (K) ist der Quotient aus dem Produkt der
Aktivitaten der Reaktionsprodukte durch das Produkt der Aktivitat der Substrate. Wenn
keine Aktivitaten bestimmt werden konnen, kann die Gleichgewichtskonstante (Kc)
auch naherungsweise mit Hilfe der Konzentrationen bestimmt werden [KOBAYASHI
et al., 2003]. In Tabelle 5-2 sind die berechneten Gleichgewichtskonstanten fir die
unterschiedlichen Temperaturen dargestellt (Reaktionszeit 24 h).

Tabelle 5-2: Temperaturabhangigkeit - berechnete Gleichgewichtskonstanten (Kc)

Temperatur [°C]  Gleichgewichtskonstante K ¢ [-]

30 0,13
40 0,18
50 0,24

Anhand der Gleichgewichtskonstante kann abgeschatzt werden, ob das
Reaktionsgleichgewicht auf Seiten der Produkte (K > 1) oder der Substrate (K < 1)
liegt. Wird der Gesamtumsatz der Reaktion betrachtet (ca. 60 %) muss die folgende
Beziehung gelten: K > 1. Die hier berechneten Werte zeigen jedoch eindeutig, dass
das Reaktionsgleichgewicht auf Seiten der Substrate liegt. Dieser Widerspruch kann
dadurch begrindet werden, dass die Ausbeuten bezogen auf die Bernsteinsaure
berechnet wurden, da jeweils nur ein Molekul an Bernsteinsaure fir den Mono- bzw.
Diester umgesetzt wird. Wirden die Ausbeuten bezogen auf das Geraniol angegeben
werden, wirde die Gesamtausbeute an Mono- und Diester nur rund 40 % betragen
(Verhaltnis Bernsteinsaure:Geraniol, 1:2). Weiterhin kann festgestellt werden, dass die
Gleichgewichtskonstanten mit steigender Temperatur auch gréf3ere Werte annehmen,
sodass hier der signifikante Einfluss der Temperatur auf die durchgefuhrte Reaktion
bestatigt werden kann. Auch Almeida et al. und Zhao et al. beschreiben, dass die
Reaktionstemperatur biokatalytischer Reaktionen ein entscheidender Parameter ist.
So wird unter anderem die Ldslichkeit der Substrate im Reaktionsmedium verbessert,
die molekularen Kollisionen erhdht, Massentransferlimitierungen reduziert und die
Interaktion zwischen Enzym und Substrat unterstitzt, wenn die Reaktionstemperatur
erhoht wird. Die Enzyme sind in einem bestimmten Temperaturbereich stabil, jedoch
kann eine Abnahme der katalytischen Aktivitat und Stabilitdt auftreten, wenn die
Reaktionstemperatur Uber die optimale Temperatur ansteigt, was zu einer thermischen
Deaktivierung des Enzymes fuhrt [ALMEIDA et al., 2017] [ZHAO et al., 2017].
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5.2.4. Variation der Substratverhaltnisse

FUr die Untersuchung des Einflusses der Substrate auf die Mono- bzw.
Diesterausbeuten wurden verschiedene Substratverhaltnisse untersucht. Zum einen
wurde die  Bernsteinsaurekonzentration  konstant gehalten und die
Geraniolkonzentration in bestimmten Verhaltnissen (1:1, 1:2, 1:5) erhoht.
Anschlieend wurden die Bernsteinsaurekonzentrationen variiert und die
Geraniolkonzentration konstant gehalten (2:1, 5:1). Die Reaktionsverlaufe sind in
Abbildung 5-15 dargestellt. Wie erwartet, erhdht ein Uberschuss an Bernsteinsaure die
Monoesterausbeute und ein Uberschuss an Geraniol die Diesterausbeute. Wahrend
der ersten 24 h Reaktionszeit besteht kein Unterschied darin, ob die Bernsteinsaure
im zweifachen oder fiinffachen Uberschuss vorliegt und es kann eine
Monoesterausbeute von ca. 60 % erreicht werden. Allerdings kann die
Monoesterausbeute weiterhin gesteigert werden, wenn die Reaktion 48 h gefahren
wird. Bei einem fiinffachen Uberschuss an Bernsteinsdure kann so eine
Monoesterausbeute von ca. 75 % erzielt werden. Bei einem Bernsteinsaure/Geraniol-
Verhaltnis von 1:1 und 1:2 wird in etwa gleich viel Monoester erhalten (ca. 30 %). Bei
einem fiinffachen Uberschuss an Geraniol wird sehr wenig Monoester (< 8 %)
erhalten. Wie bereits erwahnt, kann ein gegensatzliches Verhalten beobachtet werden,
wenn die Diesterausbeuten betrachtet werden. Bei einem Uberschuss an Saure (2:1,
5:1) entsteht sehr wenig Diester, ca. 10 -20 %. Wenn die Substrate im gleichen
Verhaltnis eingesetzt werden (1:1), werden ca. 25 % und bei einem zweifachen
Uberschuss an Alkohol werden ca. 30 % Diester erzielt. Uber 50 % Diesterausbeute
kann bei einem flinffachen Uberschuss an Geraniol bereits nach 8 h erzielt werden.
Abschlielend kann festgehalten werden, dass eine mdglichst hohe Ausbeute an
Monoester erhalten wird, wenn die Saure im Uberschuss (5:1,
Bernsteinsaure:Geraniol) und hohe Diesterausbeuten, wenn der Alkohol im
Uberschuss (1:5, Bernsteinsaure:Geraniol) vorliegt. Um annahernd gleiche Mono- und
Diesterausbeuten zu erhalten, ist ein Substratverhaltnis von 1:1 oder 1:2
(Bernsteinsaure:Geraniol) geeignet.
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Abbildung 5-15: Substratverhaltnisvariation (Substratverhaltnis Bernsteinsdure:Geraniol — 1:1, 1:2, 1:5, 2:1, 5:1,

20/ 40/ 100 mmol/L Bernsteinsédure, 20/ 40/ 100 mmol/L Geraniol, 40 mg Novozym 435, 20 mL MTBE, 50 °C,
400 rpm)

Far die Isolierungsversuche wurde ein Substratverhaltnis von 1:2 (Saure:Alkohol)
gewahlt, da im besten Fall gleichzeitig sowohl der Monoester als auch der Diester
isoliert werden koénnen. Auch Rahman et al. untersuchten mit Hilfe der ,central
composite design analysis“ die Synthese eines Diesters aus Bernsteinsaure und
Oleylalkohol. Das dabei bestimmte optimale Substratverhdltnis war 1:7,8
(Bernsteinsaure:Oleylalkohol). Sie erhielten unter vergleichbaren

Reaktionsbedingungen (41,1 °C, 4,5 h, 20 mg Novozym 435, Hexan) 85 % Ausbeute

an Diester bei Reaktionsfiihrung mit einem Uberschuss an Oleylalkohol [RAHMAN et
al., 2011].
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5.2.5. Reaktionsfiihrung ohne Lésungsmittel

Bei vielen industriellen Prozessen wird auf Losungsmittel verzichtet, da mitunter sehr
viel Energie aufgewendet werden muss, um das Losungsmittel wieder abzutrennen. In
manchen Fallen konnen bestimmte Losungsmittel aufgrund von Toxizitat nicht
verwendet werden. Um den Einsatz von Losungsmitteln zu verringern, kdnnen auch
Substrate als Lésungsmittel fungieren [GHAMGUI et al., 2004] [GUVENC et al., 2002]
[KARRA-CHAABOUNI et al., 2006] [WANG et al., 2017]. Dieses wurde im Folgenden
fur die Veresterungsreaktion untersucht. Des Weiteren sind die Reaktionsprodukte
flussig und koénnen im Verlauf der Reaktion auch als Losungsmittel dienen. Auch
hierbei wurden die Substratverhaltnisse variiert, um zu untersuchen, ob eine geringe
Menge an Geraniol als Losungsmittelersatz ausreicht oder ob ein zu hoher
Uberschuss die Lipase inhibiert. Die Reaktionsverlaufe dazu sind in Abbildung 5-16
dargestellt. Der Abbildung kann enthommen werden, dass eine Reaktion auch ohne
den Einsatz von Lésungsmittel stattgefunden hat. Durch die Reaktionsflihrung ohne
Losungsmittel konnten zudem hohere Ausbeuten erreicht werden. So konnten bei
einem Verhaltnis von 1:2 (Bernsteinsdure:Geraniol) Ausbeuten von 30 % fur den
Monoester und 65 % fur den Diester erhalten werden. Bei der Reaktionsfihrung mit
MTBE als Losungsmittel und demselben Verhaltnis konnten sowohl flir den Monoester
als auch fur den Diester nur Ausbeuten von ca. 30 % erhalten werden. Wird der
Uberschuss an Geraniol erhoht (1:5), dann werden die Ausbeuten an Mono- und
Diester verringert. Dies kann durch eine Substratinhibierung hervorgerufen werden.
Durch Uberschuss an Alkohol kommt es zur Bindung eines zweiten Substratmolekiils
(Geraniol) an das Enzym und der so entstandene Enzym-Substrat-Substrat-Komplex
kann nicht in Produkt und Enzym zerfallen. Dadurch wird in der gleichen Zeit weniger
Produkt gebildet, da die inhibierten Enzyme nicht mehr fir die Reaktion zur Verfliigung
stehen. Der Uberschuss an Geraniol ist demzufolge zu hoch, dadurch kann das Enzym
nicht mehr optimal arbeiten und die Ausbeuten werden geringer. Bei einem Verhaltnis
von 5:1, bei dem ein funffacher Uberschuss an Bernsteinsaure vorliegt, kdnnen fiir den
Mono- und den Diester Ausbeuten von ca. 40 % erhalten werden. Es liegen beide
Produkte im gleichen Verhaltnis vor. Im Vergleich dazu konnen bei der
Reaktionsfihrung in MTBE als Lésungsmittel Monoesterausbeuten bis zu 75 %
erhalten werden, wobei die Diesterausbeute mit ca. 15 % relativ gering war. Somit hat
der Verzicht auf das Losungsmittel in diesem Falle auch einen negativen Einfluss auf
die Selektivitdt der Reaktion. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass ein
Verhaltnis von 5:1 (Saure:Alkohol) gewahlt werden sollte, um eine mdglichst hohe
Ausbeute an Monoester zu erreichen. Um allerdings eine hohe Ausbeute an Diester
zu erhalten, sollte ein Substratverhaltnis von 1:2 (Saure:Alkohol) gewahlt werden.
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Abbildung  5-16: Reaktionsfiihrung ohne LOsungsmittel bei unterschiedlichen Substratverhaltnissen
(Substratverhaltnis Bernsteinsaure:Geraniol — 1:2, 1:5, 5:1, 20/ 100 mmol/L Bernsteinsaure, 20/ 40/ 100 mmol/L
Geraniol, 40 mg Novozym 435, 20 mL MTBE, 50 °C, 400 rpm)

5.2.6. Wasserg ehalt

Es ist bekannt, dass Enzyme eine geringe Menge an Wasser bendtigen,
um ihre aktive Konformation beizubehalten. Der bendtigte Wassergehalt ist dabei von
Enzym zu Enzym unterschiedlich. Daher ist der Wassergehalt bei
Veresterungsreaktion ein wichtiger Parameter, der die Enzymaktivitat in organischen
Losungsmitteln beeinflusst. [ALMEIDA et al., 2017] [BANIK et al., 2017]
[CHULALAKSANANUKUL, et al., 1990]. So kann Wasser positive als auch negative
Einfluisse auf die Reaktion haben. Positive Einflisse sind dabei die allgemeine
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Aktivierung des Enzyms aufgrund erhohter interner Flexibilitat, erhdhte Polaritat des
Aktiven Zentrums sowie eine erhdhte Protonenleitfahigkeit. Aber es kann auch
negative Effekte, wie die Storung der Substratbindung, Bildung einer Diffusionsbarriere
(hydrophobe Substrate) hervorrufen sowie mit Substraten bei Veresterungsreaktionen
konkurrieren [ADLERCREUTZ, 2013]. Wie bereits in Abbildungen 5-12 gezeigt, stellt
sich nach ca. 24 h ein Gleichgewicht zwischen Hin- Und Rickreaktion der Lipase
katalysierte Synthese von Mono- und Digeranylsuccinat ein. Um das Gleichgewicht zu
Uberwinden und die Ausbeute der Produkte zu erhdhen, kdnnte zunachst das
Reaktionswasser aus der Reaktionsldsung abgetrennt werden. Dies wurde erneut mit
der Zugabe von Molsieben getestet. Jedoch konnte dadurch die Ausbeute nicht weiter
gesteigert werden. Es mussten somit andere Methoden gefunden werden, um das
Wasser aus der Reaktionslosung abzutrennen. Ein moglicher Ansatz das
Reaktionswasser abzutrennen, wird in Abschnitt 5.4 beschrieben. Dabei kann durch
den Verzicht des Losungsmittels das entstehende Wasser mittels Vakuumtechniken
aus der Reaktionslosung entfernt werden. Jedoch wird bei dieser Methode der Diester
mit bis zu 90 % Ausbeute als Hauptprodukt erhalten.

Um den Einfluss von Wasser auf die Reaktion zu untersuchen, sind 1 % Wasser
(200 pL, 500 mmol/L, 10.000 ppm) vor dem Start der Reaktion zur Reaktionslésung
zugegeben worden. Der zeitliche Verlauf der Reaktion ist in Abbildung 5-17 dargestellt
werden.

—=&— monoester
—e— diester

Ausbeute [%]

Zeit [h]

Abbildung 5-17: Veresterungsreaktion von Bernsteinsaure und Geraniol unter Zugabe von 1 % Wasser

(20 mmol/L Bernsteinsaure, 40 mmol/L Geraniol, 40 mg Novozym 435, 20 mL MTBE, 200 pL Wasser, 50 °C,

400 rpm)

Sicherlich wird durch das MTBE, die Substrate und das Enzym ein Teil des Wassers
gebunden, aber wie der Abbildung entnommen werden kann, liegt das Gleichgewicht
der Reaktion durch die Zugabe dieses hohen Uberschusses an Wasser auf Seiten der
Substrate. Nach 24 h Reaktionszeit sind weniger als 1 % Monoester und kein Diester
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gebildet worden. Wie bereits in Kapitel 5.2.1 gezeigt, wird das Gleichgewicht der
Reaktion bei einem Wassergehalt zwischen 3000 - 4000 ppm eingestellt. Durch den
hohen Uberschuss an Wasser (10.000 ppm) in der Reaktionslésung wird dadurch die
Hinreaktion so gut wie vollstandig unterdruckt. Dies kann mit dem Prinzip von Le
Chatelier begriindet werden. Wird die Konzentration eines Produktes erhoht, so
verschiebt sich das Gleichgewicht der Reaktion auf die Substratseite. Mehrere
Literaturstellen belegen, dass nach Uberschreitung eines fir das Enzym optimalen
Wassergehalts die Aktivitat sinkt und so weniger Produkt gebildet wird [COMPTON et
al., 2000] [GAYOT et al., 2003] [HAN et al., 1990] [LU et al., 2007].

5.2.7. Rezyklierung des Enzyms

Fir einen industriellen Prozess ist es wichtig, dass die Produktmengenspezifischen
Katalysatorkosten moéglichst gering sind. Dies kann durch eine hohe Stundenzahl des
Katalysators, seine Wiedergewinnung oder auch durch geringe Kosten des
Katalysators selbst erreicht werden. Zudem ist es wichtig, dass die Katalysatoren leicht
abtrennbar sind, damit sie zum einen einfach wiedergewonnen und zum anderen vom
Produkt abgetrennt werden. Damit Enzyme diesen Anforderungen entsprechen,
werden diese immobilisiert und kdnnen dadurch besser fur die industrielle Verwendung
geeignet sein [BRADY et al., 2009] [FERNANDEZ-LAFUENTE, 2017] [HANEFELD et
al., 2009] [MADHAVAN et al, 2017]. Dafur gibt es mehrere
Immobilisationsmaoglichkeiten, wie die adsorptive oder kovalente Bindung an einen
Trager, die Verkapselung oder auch die Einschlussimmobilisierung [BRADY et al.,
2009] [MADHAVAN et al., 2017]. Das hier verwendete Enzym (Novozym 435) war
bereits auf einen Acrylharztrager adsorptiv immobilisiert. Eigene Untersuchungen
zeigten, dass sich das Enzym in wassrigen Bedingungen vom Trager ablost und nach
der Abtrennung des Katalysators aus der Reaktionslosung nicht mehr fur einen
weiteren Zyklus zu Verfugung steht. Um zu Uberprifen, ob hierbei auch ein
Aktivitatsverlust auftritt, wurden Rezyklierungsversuche unter den gefundenen
optimalen Reaktionsbedingungen durchgefihrt. Dazu wurde das Enzym nach 24 h
Reaktionszeit von der Reaktionslosung abgetrennt und die Reaktion erneut gestartet.
Insgesamt wurden vier Zyklen durchgeflihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind
in Abbildung 5-18 dargestellt.
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Abbildung 5-18: Rezyklierungsversuche der Veresterungsreaktion von Bernsteinsdure und Geraniol (20 mmol/L
Bernsteinsaure, 40 mmol/L Geraniol, 40 mg Novozym 435, 20 mL MTBE, 50 °C, 400 rpm)

Wie zu erkennen ist, sind die Ausbeuten fir Mono- und Diester flr die vier Zyklen
annahernd gleich, sodass davon ausgegangen werden kann, dass das Enzym keine
Aktivitat Gber diese Zeit verloren hat und dass sich das Enzym nicht vom Trager
abgelost haben kann. Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung ist die
Loslichkeit von Enzymen. Sie I6sen sich bevorzugt in Wasser sowie polaren, mit
Wasser mischbaren Ldsungsmitteln und kénnen dadurch vom Trager (je nach
Immobilisierungsmethode) ablésen. In organischen Ldsungsmitteln 16sen sie sich
allerdings kaum bis gar nicht und bleiben so am Trager gebunden [TORRES et al.,
2004] Auch Vadgama et al. haben Rezyklierungsversuche mit dem Novozym 435
durchgefuhrt und konnten zeigen, dass der Umsatz der durchgeflhrten
Veresterungsreaktion Uber 8 Zyklen konstant blieb [VADGAMA et al., 2015]. Mit den
in Abbildung 5-19 dargestellten Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass das Enzym
am Trager gebunden bleibt und sich nicht ablost. Jedoch kann damit keine Aussage
Uber die Langzeitstabilitat des Novozyms 435 getroffen werden. Die Langzeitstabilitat
des Novozyms 435 wurde bereits 1989 beschrieben. So konnte eine immobilisierte
Candida antarctica Lipase B bei einem kontinuierlichen Prozess (Umesterung von
Sajabohnendl mit Laurinsaue, 60 °C) Uber mehr als 2000 h eingesetzt werden ohne
dabei einen signifikanten Aktivitatsverlust aufzuweisen [ANDERSON et al., 1997]
[HELD-HANSEN et al., 1989]. Auch Royon et al. verwendeten das Novozym 435 in
einem kontinuierlichen Prozess zu Herstellung von Biodiesel aus Baumwollkerndl und
konnten nach 500 h keinen Aktivitatsverlust des Enzyms verzeichnen [ROYON et al.,
2007].
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5.2.8. Variation der Substrat -Alkohole

Die gefundenen optimalen Reaktionsbedingungen flr die Veresterungsreaktion von
Bernsteinsaure und Geraniol wurden auf weitere Veresterungsreaktionen Ubertragen.
Anstelle von Geraniol wurden Nerol, Citronellol und Zimtalkohol als Substrate

verwendet (Strukturen siehe Kapitel 2). In Abbildung 5-19 sind die Ergebnisse dazu
dargestellt.
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Abbildung 5-19: Reaktionsverlauf der Veresterungsreaktion von Bernsteinsaure und Geraniol, Nerol, Citronellol
und Zimtalkohol (20 mmol/L Bernsteinsdure, 40 mmol/L Geraniol/ Nerol/ Citronellol/ Zimtalkohol, 40 mg
Novozym 435, 20 mL MTBE, 50 °C, 400 rpm)

Die Mono- und Diesterausbeuten sind fur die drei Terpenalkohole unterschiedlich.
Nach ca. 24 h haben die Reaktionen ihren Gleichgewichtszustand erreicht und es
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werden 33, 38 bzw. 30 % Monoesterausbeute sowie 34, 41 bzw. 39 %
Diesterausbeute fur Geraniol, Nerol und Citronellol erhalten. Diese unterschiedlichen
Ausbeuten konnen durch die verschiedenen raumlichen Anordnungen der drei
Terpenalkohole hervorgerufen werden. Das Geraniol und Nerol sind zueinander
geordnete E/Z-Isomere, wodurch sie eine unterschiedliche raumliche Struktur
besitzen. Dabei ist die Hydroxylgruppe des Nerols weniger sterisch gehindert als die
des Geraniols. Hierdurch kann das Nerol einfacher durch das Enzym umgesetzt
werden. Das Citronellol hat eine ahnliche raumliche Struktur wie das Geraniol. Das
Citronellol besitzt eine Doppelbindung weniger im Vergleich zum Geraniol und
wodurch die CHs-Gruppe an dieser Position anders im Raum angeordnet ist. Somit ist
das Citronellol damit auch sterisch gehinderter als das Nerol. Resultierend daraus
ergeben sich fur die drei Terpenalkohole unterschiedlicher Ausbeuten an Mono- und
Diester. Fur den Zimtalkohol werden geringere Ausbeuten von 19 bzw. 22 % an Mono-
und Diester erzielt. Der Zimtalkohol ist aus einem Propenol- und Benzylrest aufgebaut.
Dadurch ist diese Verbindung starker sterisch gehindert und kann schlechter
umgesetzt werden als die Terpenalkohole. Bereits 1993 untersuchten Claon et al. die
Lipase katalysierte Synthese Geraniol- und Citronellolestern. Dabei zeigten ihre
Ergebnisse, dass Geraniol besser umgesetzt wurde als das Citronellol [CLAON et al.,
1993]. Lozano et al. untersuchen ebenso Lipase katalysierte Veresterungsreaktionen
von Geraniol, Nerol und Citronellol mit Essigsaure. Dabei fanden sie heraus, dass der
Citronellylester mit 89 %, der Geranylester mit 76 % und der Nerylester mit 56 %
Ausbeute gebildet wird [LOZANO et al., 2012]. Diese Beobachtung deckt sich nicht mit
den hier erhaltenen Ergebnissen. Die kann darin begrindet sein, dass Lozano et al.
einfache Ester hergestellt und in dieser Arbeit Mono- und Diester synthetisiert worden
sind. Auch da Silva et al. synthetisierten mit Eisen-(lll)-nitrat als Katalysator Geranyl-,
Neryl- und Citronellylacetat. Sie konnten zeigen, dass die Reaktion beim Einsatz von
Nerol, gefolgt von Geraniol und Citronellol, den groten Gesamtumsatz aufweist,
wobei die Unterschiede in den Umsatzen nicht sehr signifikant waren. Bei dieser
chemischen Umsetzung entstehen jedoch Nebenprodukte. Wird die Ausbeute an dem
Essigsaureester betrachtet, so kann festgestellt werden, dass auch hier das
Citronellylacetat mit der hochsten Ausbeute, gefolgt von Geraniol und Nerol, gebildet
wird [DA SILVA et al., 2016]. Auch diese Beobachtungen sind gegensatzlich zu den
hier gefundenen Ergebnissen. Allerdings kann dieses entgegengesetzte Verhalten
auch in den unterschiedlichen Reaktionen und Reaktionsbedingungen begrindet sein.
Auch Worzakowska et al. haben Diester ausgehend von Geraniol, Nerol, Citronellol
sowie Zimtalkohol und Bernstein-, Glutar-, Adipin- sowie Sebacinsaure hergestellt. Die
Reaktionen wurden bei 130 °C und mit Butylzinnsaure als Katalysator durchgefuhrt.
Sie konnten fur das Digeranyl-, Dineryl- und Dicitronellylsuccinat, bei Reaktionszeiten
von 5, 8 und 4 h, Umsatze tUber 98 % erreichen. Fur das Dicinnamylsuccinat sind keine
Angaben uber die Umsatze angegeben. Jedoch erhielten sie den Diester als
Hauptprodukt und konnten keine Monoester synthetisieren [WORZAKOWSKA et al.,
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2013] [WORZAKOWSKA, 2014] WORZAKOWSKA et al., 2014 a] WORZAKOWSKA
et al., 2014 b]. Wie bereits beschrieben, werden von Worzakowska et al. sehr hohe
Reaktionstemperaturen und eine organische Zinnverbindung, welche meist toxisch
wirken, als Katalysator verwendet. Die hier vorgestellt Synthese kann unter milderen
Bedingungen (50 °C) und ohne den Einsatz von toxischen Substanzen durchgefuhrt
werden. Zudem konnen nicht nur die Diester, sondern auch die Monoester synthetisiert
werden.

5.3. Isolierung und Charakterisierung der Ester

5.3.1. Isolierung

Fir die Synthese der Ester wurden Reaktionsansatze im 1 g Malstab (bezogen auf
die Ausgangsstoffe, 10 mL) durchgeflihrt. In Tabelle 5-3 sind die Reaktionsprodukte
und die dazugehorigen isolierten Ausbeuten dargestellt. In der Tabelle sind 21,
darunter 12 bislang nicht in der Literatur beschriebene, Mono- und Diester sowie ihre
isolierten Ausbeuten zusammengefasst dargestellt. Die Ausbeuten demonstrieren,
dass bei den symmetrischen Sauren (Bernstein- und Fumarsaure) vor allem die
Diester isoliert werden konnten. Aufgrund der Symmetrie der Sauremolekiile kann das
Enzym beide Carboxylgruppen gleich gut verestern und dadurch wird mehr Diester als
Monoester gebildet. Bei den unsymmetrischen Sauren (ltacon- und Apfelsaure)
werden die Monoester als Hauptprodukt isoliert. Durch das Vorhandensein eines
Rests an der C2-Position des Sauremoleklls ist die weiter entfernte Sauregruppe
reaktiver und kann durch das Enzym besser umgesetzt werden. Auch der sterische
Anspruch der Reste kann einen Einfluss auf die Enzymkatalyse haben [LI et al., 2008]
[PELLIS et al., 2015]. Wie bereits beschrieben haben auch Worzakowska et al.
Digeranyl-, Dineryl-, Dicitronellyl- und Dicinnamylsuccinat synthetisieren konnen.
Allerdings war es ihnen dabei nicht moglich auch die Monoester zu synthetisieren
[WORZAKOWSKA et al., 2013] [WORZAKOWSKA, 2014] [WORZAKOWSKA et al.,
2014 a] WORZAKOWSKA et al., 2014 b].
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Tabelle 5-3: Isolierte Ausbeuten der synthetisierten Mono- und Diester (n.i. — nicht isoliert)

Produkt

isolierte

Ausbeute [%]

in Literatur beschrieben

Monogeranylsuccinat 6 [RIEKS et al., 2005]
Digeranylsuccinat 36 [WORZAKOWSKA et al., 2013]
Mononerylsuccinat 13 nicht beschrieben
Dinerylsuccinat 35 [WORZAKOWSKA et al., 2014 a]
Monocitronellylsuccinat n.i. [AULENTA et al., 2004]
Dicitronellylsuccinat 38 [WORZAKOWSKA et al., 2014 c]
Monocinnamylsuccinat n.i. [MACKERELL et al., 2014]
Dicinnamylsuccinat 28 [WORZAKOWSKA et al., 2014 b]
Monogeranylfumarat 20 nicht beschrieben
Digeranylfumarat 30 [HOLZNER, 2002]
Mononerylfumarat 22 nicht beschrieben
Dinerylfumarat 22 nicht beschrieben
Monocitronellylfumarat n.i. [MASSCHELEIN et al., 1998]
Dicitronellylfumarat 24 [TAN et al., 2009]
Monocinnamylfumarat 30 [CARLSON, 1982]
Dicinnamylfumarat 16 nicht beschrieben
Monogeranylitaconat 9 nicht beschrieben
Digeranylitaconat 2 nicht beschrieben
Mononerylitaconat 14 nicht beschrieben
Dinerylitaconat n.i. nicht beschrieben
Monocitronellylitaconat 2 nicht beschrieben
Dicitronellylitaconat n.i. nicht beschrieben
Monocinnamylitaconat 17 nicht beschrieben
Dicinnamylitaconat n.i. nicht beschrieben
Monogeranylmalat n.i. nicht beschrieben
Digeranylmalat 19 nicht beschrieben
Mononerylmalat 7 nicht beschrieben
Dinerylmalat n.i. nicht beschrieben
Monocitronellylmalat n.i. nicht beschrieben
Dicitronellylmalat n.i. nicht beschrieben
Monocinnamylmalat n.i. [SCHOBERT et al, 2005]
Dicinnamylmalat 27 nicht beschrieben
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5.3.2. Charakterisierung mittels NMR

Nachdem die Produkte isoliert worden sind, wurden sie mittels NMR charakterisiert.
Anhand eines Beispiels sollen die erhaltenen NMR-Spektren erlautert werden. In
Abbildung 5-20 ist das '"H-NMR Spektrum des Digeranylsuccinats dargestellt. Wie an
der Struktur gezeigt, kdonnen die Signale den einzelnen Gruppen zugeordnet werden:
"H NMR (500 MHz, CDCls) &: 1,61 (6H, s, CHz3) 1,70 (12H, d, J = 7,25 Hz, CH3) 2,08
(8H,d, J =6,17 Hz, CH2) 2,64 (4H, s, CH2) 4,62 (4H, d, J = 7,25 Hz, CH2) 5,09 (2H, t,
J =6,94 Hz, CH) 5,34 (2H, t, J = 7,25, CH). Bei der Verwendung von deuteriertem
Chloroform kénnen keine OH-Gruppen im 'H-NMR Spektrum detektiert werden.
Dadurch kann nicht eindeutig bewiesen werden, dass das Digeranylsuccinat vorliegt,
da die Substrate (Bernsteinsdure und Geraniol mit einem Verhaltnis von 1:1) die
gleichen Signale im '"H-NMR Spektrum hervorrufen wirden.
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Abbildung 5-20: '"H-NMR-Spektrum des Digeranylsuccinats mit Strukturformel (500 MHz, Chloroform-d)
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In Abbildung 5-21 ist das '*C-NMR Spektrums des Digeranylsuccinats dargestellt.
Auch hier konnen die Signale den einzelnen Atomen zugeordnet werden: 3C (500
MHz, CDCIs) &: 15,45 (C-6) 16,65 (C-12) 24,64 (C-11) 25,29 (C-8) 28,24 (C-1) 38,51
(C-7)60,62 (C-3) 117,17 (C-4) 112,73 (C-9) 130,81 (C-10) 141,32 (C-5) 171,29 (C-2).
Anhand der Signale kann auf das vorhergesagte Molekul geschlossen werden. Leider
kann auch mit diesem '3C-NMR-Spektrum keine eindeutige Aussage dartiber getroffen
werden, ob der Diester entstanden ist.
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Abbildung 5-21: "8C-NMR-Spektrum des Digeranylsuccinats (500 MHz, Chloroform-d)

Um nachweisen zu kdnnen, dass der Diester gebildet wurde, sind HMBC-Messungen
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) durchgefihrt worden. Das dazugehdrige
Spektrum ist in Abbildung 5-22 dargestellt. Die 2-D HMBC-Spektren konnen
Korrelationen zwischen '3C-'H oder '®N-'H (iber zwei bis drei Bindungen zeigen
[KEELER, 2011] [WEBB, 2006]. In solch einem Spektrum sind das "H-NMR-Spektrum
(oben) und das '3C-NMR-Spektrum (links) gegenlibergestellt. Mit Hilfe dieses
Experiments kann die Kopplung zwischen dem Carbonylkohlenstoff ('3C: 171,29 ppm)
und den H-Atomen ('H: 4,62 ppm) des C3-Atoms detektiert werden, das blau markierte
Signal entspricht dieser Korrelation. Dieses Signal kann nur dann erhalten werden,
wenn eine Esterbindung zwischen der Bernsteinsaure und dem Geraniol gebildet
worden ist. Durch die Anfertigung dieses Spektrums, kann eindeutig nachgewiesen
werden, dass die gemessene Substanz das erwartete Digeranylsuccinat ist.
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Abbildung 5-22: HMBC-NMR-Spektrum des Digeranylsuccinats (500 MHz, Chloroform-d)

Auch Worzakowska et al. haben Digeranylsuccinat hergestellt und 'H- und "3C-NMR-
Spektren von dieser Verbindung angefertigt. Die Spektren von Worzakowska et al.
entsprechen den in Abbildung 5-20 und 5-21 dargestellten Spektren
[WORZAKOWSKA et al., 2013] [WORZAKOWSKA et al., 2014].

Die Spektren des Monogeranylsuccinats stehen beispielhaft flir die Charakterisierung
der Monoester mittels NMR-Spektroskopie. In Abbildung 5-23 ist das 'H-NMR-
Spektrum des Monogeranylsuccinats dargestellt. Wie der Abbildung entnommen
werden kann, kénnen die Signale den einzelnen Atomen zugeordnet werden: '"H NMR
(300 MHz, CDCIs) &: 1,58 (3H, s, CH3) 1,66 (3H, s, CHs) 1,67 (3H, s, CHs) 2,04 (4H,
m; CH2) 2,61 (2H, m, CH2) 2,65 (2H, m, CH2) 4,60 (2H, d, J = 7,18 Hz, CH2) 5,20 (1H,
t, J = 6,80 Hz, CH) 5,31 (1H, t, J = 7,18, CH). Die zusatzlichen kleinen Signale in
diesem Spektrum deuten auf geringe Spuren von Verunreinigungen hin. Mit Hilfe der
Integrale kann die Menge der Verunreinigungen auf ca. 12 % geschatzt werden. Durch
dieses "H-NMR-Spektrum kann das Monogeranylsuccinat allerdings nicht eindeutig
nachgewiesen werden.
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Abbildung 5-23: 'H-NMR-Spektrum des Monogeranylsuccinats mit dazugehoriger Strukturformel (300 MHz,
Chloroform-d)

Daher wurde auch von dieser Verbindung ein '3C-NMR-Spektrum angefertigt, welches
in Abbildung 5-24 dargestellt ist. Auch hier kdnnen die Signale den einzelnen Gruppen
zugeordnet werden: '3C (300 MHz, CDCIs) &: 16,44 (C-6) 17,67 (C-12) 25,62 (C-11)
26,28 (C-8) 28,93 (C-1/1") 39,49 (C-7) 61,82 (C-3) 118,03 (C-4) 123,73 (C-9) 131,83
(C-10) 142,53 (C-5) 172,18 (C-2) 177,64 (C-2°). Auffallig an diesem '3C-NMR-
Spektrum ist allerdings, dass fur den Carbonylkohlenstoff zwei Signale (172,18 und
177,64 ppm) erhalten werden. Diese Signale deuten auf einen Monoester hin. Fir das
Digeranylsuccinat wurde nur ein Signal fir die beiden Carbonylkohlenstoffe der
Bernsteinsaureeinheit erhalten, da beide Kohlenstoffatome die gleiche chemische
Umgebung aufweisen. Beim Monogeranylsuccinat hingegen weisen die beiden
Carbonylkohlenstoffe eine unterschiedliche chemische Umgebung auf, da das eine
verestert und das andere als freie Carboxylgruppe vorliegt. Dadurch ist das Signal fur
den Carbonylkohlenstoff, welcher verestert wurde, hochfeldverschoben.
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Abbildung 5-24: '3C-NMR-Spektrum des Monogeranylsuccinats (300 MHz, Chloroform-d)

Auch von dieser Verbindung wurde ein HMBC-NMR-Spektrum angefertigt, um die
Esterbindung nachzuweisen. Dieses Spektrum ist in Abbildung 5-25 dargestellt.

Aus dem Spektrum wird ersichtlich, dass eindeutig der Monoester synthetisiert worden
ist. Dieser Beweis kann mit Hilfe von zwei Signalen des HMBC-Spektrums begrindet
werden. Wie bereits erwahnt, zeigen die beiden Carbonylkohlenstoffe zwei
unterschiedliche Signale im "*C-NMR-Spektrum aufgrund ihrer unterschiedlichen
chemischen Umgebung (veresterte Carboxylgruppe und freie Carboxylgruppe). Das
im HMBC-Spektrum blau markierte Signal zeigt die Kopplung zwischen dem
hochfeldverschobenen (bzw. mit Geraniol veresterten) Carbonylkohlenstoff und den
H-Atomen, welche sich an der 3-Position der Garanioleinheit befinden. Der andere
Carbonylkohlenstoff zeigt an dieser Stelle kein Signal, was darauf schlie3en lasst,
dass keine Veresterung stattgefunden hat. Demzufolge kann eindeutig festgestellt
werden, dass es sich bei der vorliegenden Verbindung um einen Monoester handelt.
Ein weiteres Indiz dafiir sind die grin markierten Signale. Diese entsprechen der
Kopplung der H-Atome an der 1- und 1°-Position ('H-NMR: 2,04 ppm) mit den
jeweiligen Carbonylkohlenstoffen in der Bernsteinsdureeinheit. Durch die
unterschiedliche chemische Umgebung der Carbonylkohlenstoffe werden zwei
Signale fur diese Kopplungen im HMBC-Spektrum erhalten. Somit kann eindeutig
bewiesen werden, dass das Monogeranylsuccinat erhalten wurde.
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Abbildung 5-25: HMBC-NMR Spektrum des Monogeranylsuccinats (300 MHz, Chloroform-d)

Alle weiteren NMR-Spektren fur die synthetisierten Ester befinden sich im Anhang.

5.3.3. Bestimmung der Verteilungskoeffizienten

Aufgrund ihrer Struktur sind die Ester wahrscheinlich kaum bis gar nicht in Wasser
I6slich. Zur Uberpriifung diese Hypothese sind Verteilungskoeffizienten von einigen
isolierten Estern aufgenommen worden. In Tabelle 5-4 sind die Ergebnisse zu dieser
Untersuchung zusammengefasst. Ist der Wert flur den Verteilungskoeffizienten einer
Verbindung grofder 1, so handelt es sich dabei um eine lipophile Verbindung. Bei
Werten Kkleiner 1, zeigt die Verbindung vermehrt hydrophilen Charakter. Die
bestimmten Verteilungskoeffizienten fir alle vermessenen Ester sind grof3er als 1,
sodass davon ausgegangen werden kann, dass diese Ester lipophile Verbindungen
sind und daher schlecht in Wasser l6slich sind. Diese Untersuchungen sind fur die
Experimente zur Bestimmung des antibakteriellen Potentials durchgefuhrt worden. Die
antibakteriellen Tests werden in einem wassrigen Medium durchgefuhrt, in welchem
die zu testenden Ester kaum bis gar nicht 16slich sind, sodass ein Losungsvermittler
verwendet werden sollte. Als Losungsvermittler ist Methylacetat ausgewahlt worden.
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Tabelle 5-4: Gemessene Verteilungskoeffizienten fir einige isolierte Ester (10 mmol/L Ester (bezogen auf
Gesamtvolumen von 1 mL), 500 yL n-Octanol, 500 yL Wasser, 30 °C, 3 h, 400 rpm)

Ester Verteilungskoeffizient (K ow)
Digeranylsuccinat 4,23 £ 0,05
Dinerylsuccinat 5,59+ 0,29
Dicitronellylsuccinat 2,02+0,74
Digeranylfumarat 2,97 £ 0,29
Mononerylfumarat 1,67 £ 0,38
Dicitronellylfumarat 13,34 + 3,21
Dicinnamylfumarat 493 +0,10
Monocitronellylitaconat 4,62 £ 0,56
Dicitronellylitaconat 20,92 £ 3,58

5.4. Mal3stabsvergrof3erung

Durch die Versuche zur Malstabsvergrofierung sollte die prinzipielle Eignung der
Vorgehensweise zur Herstellung groRer Mengen der Produkte getestet werden und
mogliche Engpasse identifiziert werden. Aufgrund der begrenzten Zeit konnten im
Rahmen dieser Arbeit nicht alle Synthesen umfassend gepruft werden, aber die
wesentliche Machbarkeit nachgewiesen werden.

Zunachst ist die Vergrollerung des Reaktionsansatzes untersucht worden. Fir die
analytischen Untersuchungen wurde eine Ansatzgrofie von 20 mL gewahlt, welcher
fur diese Untersuchungen auf ca. 1L erhéht wurde. In Abbildung 5-26 ist der
Reaktions-Zeit-Verlauf des vergroRerten Ansatzes im Vergleich zum 20 mL
Reaktionsansatz dargestellt. Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass die Reaktionen
ahnlich verlaufen. Bei beiden Reaktionsansatzen werden nach 24 h Reaktionszeit ca.
35 % Diester erhalten. Lediglich die Monoesterausbeute weicht ab. So konnten bei
einem Reaktionsansatz von 20 mL ca. 30 % und bei einem Reaktionsansatz von 1 L
ca. 20 % Monoester erhalten werden. Dies kann aber auch durch die unterschiedlichen
Reaktionstemperaturen hervorgerufen worden sein. Es konnte somit gezeigt werden,
dass die VergroRerung des Reaktionsansatzes von 20 mL auf 1 L keinen nachteiligen
Einfluss auf die Ausbeute und die Selektivitat der Reaktion hat.
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Abbildung 5-26: Reaktionsverfolgung der Veresterungsreaktion von Bernsteinsaure und Geraniol im 20 mL und
1L MaBstab (20 mmol/L Bernsteinsaure, 40 mmol/L Geraniol, 40 mg bzw. 1,889 g Novozym 435, 20 mL bzw.
940 mL MTBE, 50 bzw. 60 °C)

Die weiteren Versuche zur MalstabsvergroRerung sind ohne Ldsungsmittel
durchgefuihrt worden. Wahrend dieser Versuche dienten die Alkohole (Geraniol,
Zimtalkohol) selbst als Losungsmittel. Auch ein unterschiedliches Verhaltnis der
Substrate wurde dabei untersucht. Zunachst wurden Bernsteinsaure und Geraniol im
Verhaltnis 2:1 als Substrate getestet. Durch den Uberschuss an Saure wurde der
Monoester als Hauptprodukt erwartet. Hierbei trat die Problematik auf, dass die
Substrate in diesem Verhaltnis nicht durchmischbar waren (zu viel Feststoff), sodass
als Losungsvermittler Wasser dazugegeben werden musste. Das Wasser wurde
wahrend der Reaktion mit Hilfe eines Wasserabscheiders bei einer Temperatur von
60 °C und einem Druck von 60 mbar abgezogen. Doch zeigten GC/MS Messungen,
dass wahrscheinlich durch den hohen Anteil an Wasser kein Produkt gebildet worden
ist. Auch nachdem das gesamte Wasser aus der Reaktionsmischung abgetrennt
worden ist, konnte keine Produktbildung beobachtet werden. Die Temperatur stieg
wahrend der Reaktionsfiihrung auf 80 °C an. Daher wurde der Anteil von Geraniol
erhdht, sodass ein Substratverhaltnis von 1:1 vorlag. Die Substrate waren dadurch
besser durchmischbar und die Reaktion konnte gestartet werden. Durch die erhdhte
Reaktionstemperatur (80 °C) konnte nicht gewahrleistet werden, dass das Enzym nicht
an Aktivitat verloren hat, daher wurde erneut Novozym 435 zur Reaktionsmischung
hinzugegeben. In Abbildung 5-27 ist der Reaktions-Zeit-Verlauf dieses Experimentes
ab dem Zeitpunkt der erneuten Zugabe von Geraniol und Novozym 435 dargestellt.
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Abbildung 5-27: Reaktionsverfolgung der Veresterungsreaktion von Bernsteinsdure und Geraniol im 750 g
Mafstab ohne Losungsmittel (318,1 g Bernsteinsaure, 420 g Geraniol, 21,55 g Novozym 435, 60 °C, 50 - 60 mbar)

An der Auftragung ist zu erkennen, dass die Reaktion auch ohne L&sungsmittel
stattgefunden hat. Durch das Substratverhaltnis von 1:1 kann, bezogen auf die
Bernsteinsdure, nur maximal 50 % Ausbeute an Diester erhalten werden. Der
Abbildung kann entnommen werden, dass nach 7,5 h Reaktionszeit ca. 44 % Diester
und ca. 3 % Monoester gebildet werden. Somit liegt der Diester entgegen der
Erwartung als Hauptprodukt vor. Werden diese Ergebnisse mit den zuvor
durchgefiuhrten Substratverhaltnistests (mit und ohne Ldsungsmittel, Vgl. Kapitel
5.2.5., 5.2.4.) verglichen, fallt auf, dass das Verhaltnis der gebildeten Produkte
unterschiedlich ist. Bei der Durchfihrung der Reaktion ohne den Entzug des
Reaktionswassers,  werden Mono-  und Diesterausbeuten (Verhaltnis
Bernsteinsaure:Geraniol, 1:1, 1:2) von 30 % erhalten. Somit liegen beide Produkte in
ahnlichen Ausbeuten vor. Wird jedoch das Reaktionswasser aus der
Reaktionsmischung entfernt, wird der Diester als Hauptprodukt gebildet (44 %). Durch
den Entzug des Reaktionswassers wird hier die Ruckreaktion unterdrickt und die
Reaktion zugunsten des Diesters verschoben. Somit hat der der Entzug des
Reaktionswassers einen Einfluss auf die Selektivitat der Reaktion. Um diesen Einfluss
naher betrachten zu kénnen sind die Umsatze und Selektivitaten bezogen auf den
Mono- und Diester gegeneinander aufgetragen worden. In Abbildung 5-28 ist dies
dargestellt. Dazu wurden die in diesem Kapitel beschriebenen Reaktionen
(Veresterung von Bernsteinsaure und Geraniol, 20 und 940 mL Malstab, sowie
ReaktionsfUhrung ohne  Ldsungsmittel mit Entzug des entstehenden
Reaktionswassers) zum Vergleich herangezogen.
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Abbildung 5-28: Auftragung des Umsatzes gegen die Selektivitdt der Veresterungsreaktion von Bernsteinsaure
und Geraniol (20 und 940 mL Mafstab sowie Reaktionsfihrung ohne L&sungsmittel mit Entzug des
Reaktionswassers)

Der Abbildung kann entnommen werden, dass die Selektivitaten der beiden mit
Lésungsmittel durchgefiihrten Reaktionen ahnlich sind. Jedoch fallt auf, dass die
Selektivitat bezuglich des Diesters mit hoheren Umsetzen (> 0,4) sinkt und die des
Monoesters steigt. Wobei bei allen Umsatzen eine Tendenz zur Diesterbildung
nachgewiesen werden kann. Bei der Malstabsvergroflerung ist dieser Effekt
gegensatzlich. Bei Umsatzen bis 0,45 sind die Selektivitaten annahernd gleich (0,45
fur den Monoester und 0,55 fur den Diester), wobei eine leichte Tendenz zum Diester
geht. Oberhalb eines Umsatzes von 0,45 steigt jedoch die Selektivitat in Bezug zum
Diesters und die des Monoesters sinkt. Werden diese Selektivitaten mit denen der
Reaktionsfuhrung ohne Ldésungsmittel und mit Wasserentzug zu einem Vergleich
herangezogen, so fallt auf, dass die Monoesterselektivitat dramatisch gefallen ist und
dadurch die Diesterselektivitat auf 0,93 gestiegen ist. Dies bedeutet, dass wahrend der
Reaktion als Hauptprodukt der Diester gebildet wird. Durch den Entzug des
Reaktionswassers kann sich kein Gleichgewicht zwischen Hin- Und Ruckreaktion
einstellen, da das Reaktionsprodukt Wasser kontinuierlich aus dem System entfernt
wird. Durch die Symmetrie der Bernsteinsaure werden die beiden Carboxylgruppen
nicht selektiv an einer Seite angegriffen. Zudem ist Bernsteinsaure ein Feststoff und
wird nur in einem gewissen Male im Geraniol gelést. Der Monoester jedoch ist flissig
und steht dem Enzym so einfacher fir die Umsetzung zur Verfigung als die
Bernsteinsaure, welche in geringeren Konzentrationen kontinuierlich nachgeldst wird.
An dieser Stelle ware es interessant diesen Versuch mit den unsymmetrischen
Sauren, wie ltacon- oder Apfelsaure, zu wiederholen und zu bestimmen welcher Ester
bevorzugt gebildet wird. Aufgrund der begrenzten Zeit konnte dies im Rahmen dieser
Arbeit nicht geprift werden.
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Bei einem weiteren Versuch sind als Substrate Bernsteinsaure und Zimtalkohol in
einem Verhaltnis von 1:2 eingesetzt worden. Als Hauptprodukt wird bei diesem
Versuch der Diester erwartet. Der Reaktions-Zeit-Verlauf ist in Abbildung 5-29
dargestellt. Den Daten ist zu enthehmen, dass der Diester als Hauptprodukt gebildet
wird und der Monoester wahrend der gesamten Reaktionszeit mit ca. 1 % in der
Reaktionsmischung als Nebenprodukt vorliegt. Bereits nach 16 h Reaktionszeit konnte
der Diester mit 90 % Ausbeute gebildet werden. Auch hier liegt der Grund fur die
Bildung des Diesters als Hauptprodukt wahrscheinlich darin begriindet, dass das
Reaktionsgleichgewicht aufgrund des Wasserentzugs auf die Seite der Produkte
verschoben wird. Da die Bernsteinsaure wiederum nicht vollstandig im Alkohol 16slich
ist, wird der gebildete Monoester wieder in den Diester umgesetzt und ist nur in
geringen Konzentrationen in der Reaktionsmischung enthalten. Es konnte auch
gezeigt werden, dass die gefundenen optimalen Reaktionsbedingungen der
Testreaktion einfach auf andere Substrate Ubertragen werden kénnen und so ahnlich
hohe Umsatze und Ausbeuten erhalten werden konnen.
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Abbildung 5-29: Reaktionsverfolgung der Veresterungsreaktion von Bernsteinsaure und Zimtalkohol im 750 g
MaRstab ohne Lésungsmittel (153,1 g Bernsteinsaure, 347,1 g Zimtalkohol, 10,4 g Novozym 435, 60 °C, 23 — 30
mbar)

In Tabelle 5-5 sind die Raum-Zeit-Ausbeuten der vier in diesem Kapitel vorgestellten
Ansatze angegeben. Dieser Wert spiegelt die Produktivitat der Reaktion wieder, also
wie viel Produkt pro Volumen und Zeiteinheit gebildet wurde. Der Tabelle kann
enthommen werden, dass bei Verwendung eines Losungsmittels als

Reaktionsmedium sehr geringe Raum-Zeit-Ausbeuten erzielt werden. Weiterhin ist zu
erkennen, dass sich die Raum-Zeit-Ausbeuten des 20 mL und 940 mL Ansatzes nur
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geringfugig unterscheiden. Es ist auch festzustellen, dass bei dem vergrél3erten
Reaktionsansatz mehr Diester und weniger Monoester gebildet wird als beim kleinen
MaRstab. Damit kann die prinzipielle Machbarkeit einer Mal3stabsvergroRerung erneut
bestatigt werden.

Tabelle 5-5: Raum-Zeit-Ausbeuten der Veresterungsreaktionen (' 20 mL Ansatz, 2 940 mL Ansatz, 3 Ansatz ohne
Lésungsmittel)

Raum-Zeit-Ausbeute [g - h 1 - 1]

Reaktion .
Monoester Diester
BS/G 0,09 0,17
BS/G 2 0,07 0,18
BS/G 3 3,04 65,67
BS/ZA 3 0,41 56,67

Werden nun die Werte des Versuches zur MalistabsvergroRerung ohne Verwendung
eines Losungsmittels naher betrachtet, so fallt auf, dass durch den Entzug des
Lésungsmittels die Raum-Zeit-Ausbeuten flir den Mono- und Diester im Vergleich zu
den vorherigen Versuchen deutlich gesteigert werden konnten. Wobei der Wert der
Raum-Zeit-Ausbeute des Monoesters irrefuhrend ist, da insgesamt nur rund 3 %
Ausbeute an Monoester erhalten wurde. Nichtsdestotrotz konnte aber die
Produktbildung pro Volumen und Zeiteinheit gesteigert werden. Weiterhin kann
festgestellt werden, dass die Raum-Zeit-Ausbeute des Monoesters um mehr als 350 %
gesteigert werden konnte. Durch den Entzug des Losungsmittels war in der Umgebung
des Enzyms mehr Substrat vorhanden, welches schneller umgesetzt werden konnte.
Bei Verwendung eines Losungsmittels und bei geringen Konzentrationen ist dies nicht
unbedingt gegeben. Zudem wurde das entstehende Reaktionswasser aus der
Mischung entfernt, wodurch das Gleichgewicht auf Seiten der Produkte verschoben
wurde und die Selektivitat der Reaktion bezogen auf den Monoester abnimmt.
Allerdings kann so die Selektivitat bezogen auf den Monoester gesteigert werden. Der
Versuch zur Malstabsvergréfierung mit Bernsteinsdure und Zimtalkohol zeigt eine
ahnlich, aber etwas geringere Raum-Zeit-Ausbeute wie die Veresterungsreaktion von
Bernsteinsdure und Geraniol. Wie in Kapitel 5.2.8 bereits gezeigt, verlauft die
Umsetzung des Zimtalkohols langsamer als die des Geraniols, da der Zimtalkohol
sterischer gehindert ist, was durch die Raum-Zeit-Ausbeuten der beiden Reaktionen
bestatigt werden kann. Weiterhin wird ersichtlich, dass der Diester als Hauptprodukt
vorliegt. Beispielsweise Uberfihrten Korupp et al. die Lipase Kkatalysierte
I6sungsmittelfreie Synthese von Glyceroladipat erfolgreich in einen 500 g Mal3stab.
Auch sie entzogen mit Hilfe von Vakuumtechniken das entstehende Wasser aus der
Reaktionsmischung, um das Gleichgewicht zugunsten des Produktes zu verschieben
und konnten so einen Umsatz von 95 % an Polyester erreichen. Dabei bestimmten sie
Raum-Zeit-Ausbeuten von 370 g - h™" - I'' und konnten so die hohe Produktivitat der
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untersuchten Reaktion zeigen [KORUPP et al., 2010]. Wie bereits erwahnt, konnte als
Hauptprodukt, unabhangig vom Substratverhaltnis, nur der Diester gebildet werden,
wenn die Reaktion ohne Losungsmittel und unter Wasserentzug durchgefuhrt wird.
Durch die Verwendung eines Lésungsmittels und eines hohen Uberschusses an Saure
kdénnen, wie zuvor gezeigt, 75 % Monoesterausbeute erzielt werden. Je nachdem, ob
der Mono- oder Diester als Hauptprodukt vorliegen soll, kann die Reaktion mit oder
ohne Losungsmittel durchgefuhrt werden. Eine weitere Moglichkeit selektiv den
Monoester zu erhalten, ware es einen Alkoholrest vom Diester mit beispielsweise
Natriummethanolat abzuspalten.

5.5. Untersuchung der antibakteriellen Eigenschaften der
synthetisierten Ester

Es ist bekannt, dass Ester der Monoterpene in vielen atherischen Olen von Pflanzen
vorkommen [BONIKOWSKI et al., 2015]. Viele dieser atherischen Ole zeigen eine
hohe antibakterielle Wirkung auf eine Vielzahl von Mikroorganismen [BURT, 2004].
Auch die hier synthetisierten Ester sind unter anderem aus Monoterpenen aufgebaut,
daher wurden sie hinsichtlich ihrer antibakteriellen Eigenschaften untersucht. Dabei
wurden zwei verschiedene Methoden verwendet: der Kiling Assay und die
Wachstumsversuche. Da die eingesetzten Ester wenig bis gar nicht in Wasser 16slich
sind, war ein Losungsvermittler notwendig. Oftmals eingesetzte Losungsmittel sind
dabei Dichlormethan oder Chloroform, diese Losungsmittel sind aber nicht
wasserloslich. Daher ist Methylacetat ausgewahlt worden, da es gut in Wasser I6slich
ist und die Bakterien nicht beeinflusst. Die Stammldsungen sind in Methylacetat
angesetzt worden und hatten eine Konzentration von 100 und 250 mmol/L. Die
Endkonzentration wahrend der Experimente betrugen 3 und 10 mmol/L. Diese
Konzentrationen wurden dabei sowohl aus Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) und
aus Literaturdaten bestimmt [CHANG et al., 2001] [JANSSEN et al., 1985] [KIM et al.,
1995]. Um Interferenzen durch das Methylacetat auszuschliellend, wurde pro
Experiment eine Blank-Probe ohne Ester und mit Methylacetat durchgefiihrt. Neben
den Estern sind auch die vier verwendeten Alkohole, sowie zwei Sduren als Kontrolle
untersucht worden. Als Bakterienstamme wurden Staphylococcus aureus, Escherichia
coli und Pseudomonas aeruginosa (in der Variante von multiresistenten Stamme
(BMRGN) eingesetzt.
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5.5.1. Killing Assay ‘!

Bei diesen Experimenten wird untersucht, in wie weit die eingesetzten Verbindungen
in der Lage sind die Bakterien abzutdten. Dazu wurden Bakteriensuspensionen in
Phosphatpuffer hergestellt (ODsoo = 1,50 fur Staphylococcus aureus, ODsoo = 0,35 fur
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), mit den Stammldsungen der Ester
versetzt und fur 24 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 0, 4 und 24 h wurden jeweils
Proben entnommen und die Bakterienanzahl bestimmt. Dafur werden die
entnommenen Proben sechs Mal verdinnt und diese anschliefiend auf Agarplatten
ausplattiert. Nachdem die Agarplatten Uber Nacht bei 37 °C inkubiert wurden, konnten
die Kolonie bildenden Einheiten (KBE) wachsen und am nachsten Tag ausgezahlt
werden. Mit Hilfe der Verdinnungen kann dann die tatsachliche Bakterienanzahl
ermittelt werden. In Abbildung 5-30 sind zwei verschiedene Agarplatten (Kontrolle und
Geraniol) dargestellt.

Abbildung 5-30: Agarplatten mit Pseudomonas aeruginosa links: Kontrolle, rechts: Geraniol (3 mmol/L
Wirkkonzentration, 24 h Einwirkzeit)

Wie zu erkennen ist, weist die Kontrollplatte bei allen Verdinnungsstufen Kolonie
bildende Einheiten auf. Auf der zweiten Platte sind die Verdinnungen der
Bakteriensuspension ausplattiert worden und anschliel3end erfolgte die Zugabe von
30 pL einer 100 mmol/L Lésung von Geraniol in Methylacetat und einer Inkubationszeit
von 24 h. Es wird ersichtlich, dass die beiden letzten Verdinnungsstufen keine KBE
zeigen. Das Geraniol zeigt demzufolge einen antibakteriellen Einfluss auf die
Pseudomonas aeruginosa Bakterien. Durch das Hinzufligen von Geraniol wurden ca.
99 % der Bakterien nach 24 h abgetotet. Auch andere, wie Tomadoni et al., konnten
die antibakterielle Wirkung des Geraniols auf Pseudomonas aeruginosa und andere
gramnegative sowie grampositive Bakterienstdmme zeigen [DORMAN et al., 2000]
[INOUYE et al., 2001] [TOMNADONI et al., 2015] [ZANETTI et al., 2015].

1 Da es fiir diese Bezeichnung keine passende deutsche Ubersetzung gibt, wird der englische
Ausdruck weiterhin verwendet.
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Im Folgenden werden die Ergebnisse der Killing Assays fur jeden verwendeten Stamm
einzeln vorgestellt und diskutiert. Die abgetoteten Bakterien werden im Vergleich zur
Kontrolle berechnet und bewertet. Diese Werte sind erst relevant, wenn sie Uber 90 %
liegen, da bei einer Abtétung von 90 % die geringste Verdunnungsstufe keine
Bakterien mehr enthalt. Liegen die Werte unterhalb von 90 % kann auch ein Fehler
innerhalb der Verdlinnung aufgetreten sein.

5.5.1.1. Staphylococcus aureus

Wie bereits beschrieben, wird die Bakterienanzahl wahrend dieser Experimente
bestimmt, um zu untersuchen, ob die synthetisierten Ester eine antibakterielle Wirkung
besitzen. Dabei wurde bei jeder Messung eine Kontrolle (reine Bakteriensuspension,
ohne Vorhandensein von Zusatzstoffen) mit untersucht und auch der Einfluss des
Lésungsmittels wurde bei jeder Untersuchung Gberpruft. In Abbildung 5-31 sind die so
erhaltenen Daten fur ausgewahlte Verbindungen dargestellit.

KBE/mL

K LM MNS MGF DGF DNF DCF DCAF

Abbildung 5-31: Grafische Darstellung des Killing Assays von Staphylococcus aureus fur MNS, MGF, DGF, DNF,
DCF und DCAF (970 pL Bakteriensuspension in PBS-Puffer (OD 600 = 1,5); 30 yL Ester-Stammidsung
(100 mmol/L) - 3 mmol/L Wirkkonzentration)

Aus der Auftragung wird ersichtlich, dass das Losungsmittel keinen Einfluss auf die
Bakterien hat. Sowohl das Mononerylsuccinat als auch das Monogeranylfumarat
zeigen einen Effekt nach 24 h. Bereits bei einer Konzentration von 3 mmol/L der
eingesetzten Ester kann eine Abtétung von 99,9 % der Bakterien erreicht werden.
Auch das Dicinnamylfumarat zeigt eine Wirkung auf die Bakterien, dabei konnten

95,6 % der Zellen abgetotet werden. Die anderen in dieser Versuchsreihe getesteten
Verbindungen, Digeranyl-, Dineryl- und Dicitronellylfumarat, zeigen keinerlei Einfluss
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auf die Bakterien. Werden diese Ergebnisse mit den Untersuchungen, bei denen die
Ester mit einer Konzentration von 10 mmol/L eingesetzt wurden, verglichen, kann
festgestellt werden, dass die beiden Monoester (MNS, MGF) sowie das
Dicinnamylfumarat in der Lage sind die Zellen nach 24 h vollstandig abzutoten. Dies
ist in Abbildung 5-32 dargestellt. Bereits nach 4 h Einwirkzeit, zeigen sowohl das
Monogeranylfumarat und das Mononerylfumarat als auch das Dicinnamylfumarat eine
Wirkung (Uber 99,9 % der Zellen sind bis dahin abgestorben). Auch das Dinerylfumarat
zeigt eine Abtotung von 99,9 % der Bakterien nach 24 h. Die beiden verbleibenden
Diester (Digeranylfumarat und Dicitronellylfumarat) hingegen zeigen keinen Einfluss
auf die Bakterien. Auch hier zeigt das eingesetzte Lésungsmittel, Methylacetat, keine
Wirkung auf die Zellen.

KBE/mL

K LM MNS MGF DGF DNF DCF DCAF

Abbildung 5-32: Grafische Darstellung des Killing Assays von Staphylococcus aureus fur MNS, MGF, DGF, DNF,
DCF und DCAF (960 puL Bakteriensuspension in PBS-Puffer (OD 600 = 1,5); 40 yL Ester-Stammldsung
(250 mmol/L) - 10 mmol/L Wirkkonzentration)

Zur besseren Uberschaubarkeit wurde hier auf die Darstellung der restlichen
Diagramme verzichtet. Die nachfolgende Tabelle gibt eine Zusammenfassung Uber die

erhaltenen Ergebnisse. Dabei wurde der Prozentsatz der im Vergleich zur Kontrolle
abgetoteten Bakterien berechnet.
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Tabelle 5-6: Zusammenfassung des Killing Assays von Staphylococcus aureus: abgetttete Bakterien im Vergleich
zur Kontrolle [%] (n.t. — nicht getestet)

Testsubstanzen | abgetotete Bakterien im Vergleich zur Kontrolle [%)]
3 mmol/L 10 mmol/L

4 h 24 h 4 h 24 h
G 94,1 >99,9 87,2 >99,9
N - >99,9 61,1 >99,9
C - 99,9 65,8 =999
ZA - 90,7 98,1 =999
BS n.t. n.t. - 73,9
IS n.t. n.t. - 63,1
MGS 55,5 99,9 96,9 >99,9
DGS - - - 85,9
MNS 40,4 99,9 47,0 >99,9
DNS - 15,4 - 47,7
DCS - 12,4 - 96,0
DCAS - - - 92,2
MGF 30,1 99,9 99,2 =999
DGF - 39,6 - 8,2
MNF 71,1 99,9 97,8 =999
DNF - 65,6 97,8 99,9
DCF - - 211 59,9
MCAF - 99,9. 79,9 >99,9
DCAF - 95,6 99,7 =999
MGl 76,9 =999 68,8 >99,9
DGl n.t. n.t. n.t. n.t.
MNI - 99,9 - =999
MCI n.t. n.t. n.t. n.t.
MCAI - 99,4 58,8 =999
DGM n.t. n.t. - 14,9
MNM n.t. n.t. n.t. n.t.
MCAM n.t. n.t. n.t. n.t.
DCAM - - - 79,6
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Aus Tabelle 5-6 wird ersichtlich, dass die Ausgangsstoffe, wie Geraniol, Nerol,
Citronellol und Zimtalkohol eine sehr hohe antibakterielle Aktivitat hinsichtlich dieses
Bakterienstammes besitzen. Dies zeigten auch andere, wie Andogan et al., durch ihre
Untersuchungen [ANDOGAN et al., 2002] [CHANG et al., 2001] [MULYANINGSIH et
al., 2011] [ZANETTI et al., 2015]. Die beiden getesteten Sauren, Bernstein- und
Itaconsaure, hingegen zeigen keine oder eine vernachlassigbar kleine Wirkung auf die
Bakterien (unter 90 %). Bei den Estern kann festgestellt werden, dass alle Monoester
eine sehr hohe antibakterielle Aktivitat von Uber 99 % gegenuber den verwendeten
Staphylococcus aureus Stamm aufweisen, sowohl bei einer Konzentration von
3 mmol/L als auch von 10 mmol/L nach einer Einwirkzeit von 24 h. Es kann auRerdem
festgestellt werden, dass das Dicinnamylfumarat eine sehr hohe antibakterielle
Aktivitat zeigt. Nach einer Einwirkzeit von 24 h und einer Konzentration von 3 mmol/L
sind bereits Uber 95 % der Zellen abgetdtet worden. Bei einer Konzentration von
10 mmol/L und einer Einwirkzeit von 4 h sind bereits 99,7 % und nach 24 h Uber
99,9 % der Bakterien abgestorben. Auch andere Diester zeigen ein hohes
antibakterielles  Potential. So  konnten das  Dicitronellylsuccinat, das
Dicinnamylsuccinat und das Dinerylfumarat Gber 92 % 96 % bzw. 99,9 % der
Bakterien, bei einer Konzentration von 10 mmol/L und einer Einwirkzeit von 24 h,
abtoten. Die restlichen getesteten Verbindungen zeigen kein antibakterielles Potential.

5.5.1.2. Escheri chia coli

FUr die Untersuchung der antibakteriellen Aktivitat mit Escherichia coli wurden die
Versuche wie zuvor beschrieben durchgefuhrt. In Abbildung 5-33 sind ausgewahlte
Ergebnisse dieser Untersuchungen dargestellt. Das Losungsmittel zeigt keinen
Einfluss auf die Bakterien. Des Weiteren weisen die Ester bei einer Konzentration von
3 mmol/L keine antibakterielle Aktivitat gegenuber den Escherichia coli Zellen auf.
Wird jedoch die Konzentration der Ester auf 10 mmol/L erhdht, hat nur das
Dicinnamylfumarat einen starken Einfluss auf die Bakterien. So ist diese Verbindungen
in der Lage nach 4 h Einwirkzeit 98 % der Bakterien abzutdten, nach 24 h sind mehr
als 99,9 % der Bakterien abgestorben. Die dazugehoérigen Daten sind in Abbildung 5-
34 gezeigt.
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KBE/mL
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K LM MNS MGF DGF DNF DCF DCAF

Abbildung 5-33: Grafische Darstellung des Killing Assays von Escherichia coli fir MNS, MGF, DGF, DNF, DCF
und DCAF (970 yL Bakteriensuspension in PBS-Puffer (OD 600 = 0,35); 30 puL Ester-Stammldsung
(100 mmol/L) - 3 mmol/L Wirkkonzentration)

KBE/mL

K LM MNS MGF DGF DNF DCF DCAF

Abbildung 5-34: grafische Darstellung des Killing Assays von Escherichia coli fir MNS, MGF, DGF, DNF, DCF
und DCAF (960 uL Bakteriensuspension in PBS-Puffer (OD 600 = 0,35); 40 yL Ester-Stammidsung
(250 mmol/L) - 10 mmol/L Wirkkonzentration)

Auch an dieser Stelle wird auf die Darstellung der restlichen Diagramme verzichtet. In
Tabelle 5-7 sind die Daten dieser Messungen zusammenfassend dargestellt. Dabei
wurde wieder die abgetotete Bakterienzahl im Vergleich zur Kontrolle berechnet und
angegeben.
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Tabelle 5-7: Zusammenfassung des Killing Assays von Escherichia coli: abgetotete Bakterien im Vergleich zur
Kontrolle [%] (n.t. — nicht getestet)

Testsubstanzen | abgetotete Bakterien im Vergleich zur Kontrolle [%)]
3 mmol/L 10 mmol/L

4 h 24 h 4 h 24 h
G 95,7 >99,9 99,1 =999
N 424 >99,9 74,8 >99,9
@ 69,6 =999 74,2 =999
ZA 26,3 9,3 87,8 =999
BS n.t n.t. - -
IS n.t. n.t. - -
MGS - 25,1 69,8 =999
DGS - 12,8 11,4 27,7
MNS - 6,4 42,8 81,3
DNS - 29,4 14,6 28,2
DCS - 40,9 471 98,5
DCAS - - - 75,1
MGF 28,9 33,4 3,2 75,0
DGF - - - -
MNF - 47,2 41,0 99,3
DNF - - - -
DCF - - - -
MCAF 74,2 >99,9 99,9 >99,9
DCAF 43,1 31,0 98,3 =999
MGI - 25,8 - 99,9
DGl n.t. n.t. n.t. n.t.
MNI - 61,2 92,9 98,8
MCI n.t. n.t. n.t. n.t.
MCAI - 17,2 99,6 =999
DGM n.t. n.t. - 22,8
MNM n.t. n.t. n.t. n.t.
MCAM n.t. n.t. n.t. n.t.
DCAM - - 79,6 99,9
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Der Tabelle kann enthommen werden, dass auch bei diesem Bakterienstamm das
Geraniol, Nerol und Citronellol ein sehr hohes antibakterielles Potential aufweisen.
Bereits bei einer Konzentration von 3 mmol/L und einer Einwirkzeit von 24 h konnten
uber 99,9 % der Bakterien abgetdtet werden. Auch bei einer Konzentration von
10 mmol/L sterben Uber 99,9 % der Bakterien nach einer Einwirkzeit von 24 h ab.
Bereits nach 4 h Einwirkzeit und einer Konzentration von 10 mmol/L sind 99,1 % der
Bakterien durch das Geraniol abgetotet worden. Der Zimtalkohol zeigt erst bei einer
Konzentration von 10 mmol/L und einer Einwirkzeit von 24 h ein hohes antibakterielles
Potential (Uber 99,9 % der Zellen sind abgestorben). Vier der getesteten Verbindungen
weisen ein sehr hohes antibakterielles Potential in Bezug auf die getesteten
Escherichia coli Bakterien auf. So konnten das Monogeranylsuccinat, das Mono- und
Dicinnamylfumarat sowie das Monocinnamylitaconat bei einer Konzentration von
10 mmol/L nach 24 h Uber 99,9 % der Bakterien abtdten. Auch durch das
Dicitronellylsuccinat, Mononerylfumarat, Monogeranyl- und Mononerylitaconat sowie
das Monocinnamylmalat konnten bei einer Konzentration von 10 mmol/L nach 24 h
uber 98,5 % der Bakterien abgetdtet werden. Besonders interessante Ergebnisse
zeigen das Mono- und Dicinnamylfumarat. Bereits bei einer Konzentration von
3 mmol/L und einer Einwirkzeit von 24 h konnte das Monocinnamylfumarat Uber
99,9 % der Bakterien abtoten. Zudem zeigen diese beiden Verbindungen ein besseres
antibakterielles Potential als der Zimtalkohol selbst. So wurden durch das Mono- und
Dicinnamylfumarat bereits bei einer Konzentration von 10 mmol/L und einer
Einwirkzeit von 4 h Uber 98 % der Bakterien abgetdtet. Mit Hilfe des reinen
Zimtalkohols bei gleicher Konzentration konnte dies erst nach 24 h Einwirkzeit erreicht
werden.

5.5.1.3. Pseudomonas aeruginosa

Fir die Pseudomonas aeruginosa erfolgte ein analoges experimentelles Vorgehen.
Die Ergebnisse fur die Messungen mit ausgewahlten Estern sind in Abbildung 5-35
dargestellt. Bei einer Konzentration von 3 mmol/L keinen Einfluss auf die Bakterien
aufweisen. Die einzige Ausnahme ist das Dicinnamylfumarat, welches nach 24 h ca.
90 % der Bakterien abtéten konnte. Zum Vergleich sind in Abbildung 5-36 die
Ergebnisse bei einer Esterkonzentration von 10 mmol/L dargestellt. Wie zu erkennen
ist, weist das Dicinnamylfumarat eine sehr hohe antibakterielle Wirkung auf. Bereits
nach 4 h Einwirkzeit sind die Bakterien zu Uber 99,9 % abgetotet worden. Alle anderen
dargestellten Verbindungen haben keinerlei Einfluss auf die Bakterien.
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Abbildung 5-35: Grafische Darstellung des Killing Assays von Pseudomonas aeruginosa fir MNS, MGF, DGF,
DNF, DCF und DCAF (970 pL Bakteriensuspension in PBS-Puffer (OD 600 = 0,35); 30 uL Ester-Stammldsung
(100 mmol/L) - 3 mmol/L Wirkkonzentration)
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Abbildung 5-36: Grafische Darstellung des Killing Assays von Pseudomonas aeruginosa fir MNS, MGF, DGF,
DNF, DCF und DCAF (960 pL Bakteriensuspension in PBS-Puffer (OD 600 = 0,35); 40 uL Ester-Stammldsung
(250 mmol/L) - 10 mmol/L Wirkkonzentration)

Auch die Ergebnisse fur diesen Bakterienstamm sind zusammengefasst in Tabelle 5-8
dargestellt. Dabei wurde wieder die abgetOtete Bakterienzahl im Vergleich zur
Kontrolle berechnet und angegeben. Auch an dieser Stelle wird auf die Darstellung der
restlichen Diagramme verzichtet.
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Tabelle 5-8: Zusammenfassung des Killing Assays von Pseudomonas aeruginosa: abgetdtete Bakterien im
Vergleich zur Kontrolle [%] (n.t.- nicht getestet)

Testsubstanzen | abgetotete Bakterien im Vergleich zur Kontrolle [%)]
3 mmol/L 10 mmol/L

4 h 24 h 4 h 24 h
G 58,1 99,0 78,2 >99,9
N 64,8 99,4 99,9 >99,9
C 70,6 98,5 97,3 =999
ZA 34,1 69,3 99,9 =999
BS n.t. n.t. - -
IS n.t. n.t. - -
MGS - - 26,7 45,5
DGS - - 38,0 36,3
MNS 19,8 41,3 35,6 72,7
DNS - - - -
DCS - - 18,4 35,4
DCAS - - 51,6 98,3
MGF 8,0 20,1 - 42,9
DGF 6,9 11,4 - 45,6
MNF 68,8 69,5 29,1 99,9
DNF - - - 77,2
DCF - - - -
MCAF 2999 > 99,9 > 99,9 >99,9
DCAF - 90,1 2999 =999
MGI 37,9 65,1 97,6 99,9
DGl n.t. n.t. n.t. n.t.
MNI - 50,7 34,2 98,4
MCI n.t. n.t. n.t. n.t.
MCAI 36,6 45,1 99,9 =999
DGM n.t. n.t. - 18,1
MNM n.t. n.t. n.t. n.t.
MCAM n.t. n.t. n.t. n.t.
DCAM - 60,4 98,1 =999
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Das Geraniol, Nerol, Citronellol und der Zimtalkohol ein sehr hohes antibakterielles
Potential auf. Bei einer Konzentration von 3 mmol/L und einer Einwirkzeit von 24 h
konnten das Geraniol, Nerol und Citronellol bereits Uber 98 % der Pseudomonas
aeruginosa Bakterien abtéten. Bei einer Konzentration von 10 mmol/L sind durch alle
getesteten Alkohole dber 99,9 % der Bakterien abgestorben. Bei gleicher
Konzentration konnten das Nerol und der Zimtalkohol bereits nach 4 h Einwirkzeit tber
99,9 % der Bakterien abtoten. Das Mono- und Dicinnamylfumarat besitzen ein sehr
starkes antibakterielles Potential, da bereits nach 4 h Einwirkzeit und bei einer
Konzentration von 10 mmol/L Uber 99,9 % der Bakterien abgetdtet worden sind. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Monocinnamylfumarat ein starkeres
antibakterielles Potential als der Zimtalkohol selbst aufweist. Bereits nach 4 h
Einwirkzeit und einer Konzentration von 3 mmol/L, konnten durch das
Monocinnamylfumarat Uber 99,9 % der Bakterien abgetotet werden. Auch das
Monogeranylitaconat, das Mononerylitaconat sowie das Dicinnamylmalat zeigen ein
sehr hohes antibakterielles Potential. Bei einer Konzentration von 10 mmol/L und einer
Einwirkzeit von 24 h sind durch diese Ester tber 99,9 % der Bakterien abgestorben.
Zudem konnte das Mononerylitaconat bereits nach 4 h bei gleicher Konzentration
99,9 % der Bakterien abtdéten. Durch das Dicinnamylsuccinat sind bei einer
Konzentration von 10 mmol/L und einer Einwirkzeit von 24 h Gber 98 % der Bakterien
abgestorben.

5.5.1.4. Zusammenfassung der Killing Assays

Gegenuber Staphylococcus aureus zeigten neben den Alkoholen (Geraniol, Nerol,
Citronellol und Zimtalkohol) alle getesteten Monoester sowie das Dicinnamylfumarat
eine sehr hohe antibakterielle Aktivitat. So konnten tber 99,9 % der Bakterien bei einer
Esterkonzentration von 10 mmol/L und einer Einwirkzeit von 24 h abgetdtet werden.
Durch das Monogeranylsuccinat und das Monocinnamylitaconat sind bereits nach 4 h
Einwirkzeit bei einer Konzentration von 10 mmol/L 96,9 bzw. 99,7 % der
Staphylococcus aureus Bakterien abgestorben. Bei einer Konzentration von 3 mmol/L
und einer Einwirkzeit von 24 h wurden durch das Monogeranyl- und
Mononerylsuccinat, das Monogeranyl-, Mononeryl- und Monocinnamylfumarat, das
sowie das Monocinnamylitaconat Uber 99 % der Bakterien abgetdtet. Fir den
Escherichia coli Stamm konnten neben den Alkoholen folgende Verbindungen mit
einem sehr hohen antibakteriellen Potential bestimmt werden (10 mmol/L, 24 h
Einwirkzeit, Abtétung von 99,9 % der Bakterien): Monogeranylsuccinat, Mono- und
Dicinnamylfumarat, Monogeranyl- und Monocinnamylitaconat sowie das
Dicinnamylmalat. Das Mononerylsuccinat und das Dicitronellylsuccinat zeigten bei
gleichen Bedingungen eine Abtotung von uber 98 % der Bakterien. Bei einer
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Konzentration von 10 mmol/L und einer Einwirkzeit von 4 h Stunden sind durch das
Monocinnamylitaconat, Monocinnamyl- und Dicinnamylfumarat Uber 98 % der
Escherichia coli Bakterien abgestorben. Besonders hervorzuheben ist das
Monocinnamylfumarat, durch welches bei einer Konzentration von nur 3 mmol/L und
einer Einwirkzeit von 24 h mehr als 99,9 % der Bakterien abgetdtet werden konnten.
Vor allem die Zimtalkoholderivate, wie das Monocinnamylfumarat und -itaconat sowie
das Dicinnamylfumarat und - malat zeigen eine sehr hohe antibakterielle Aktivitat
(10 mmol/L, 24 h Einwirkzeit, Abtotung von 99,9 % der Bakterien). Auch das
Monogeranylitaconat, das Mononerylfumarat und -itaconat zeigten eine hohe
antibakterielle Aktivitat, so konnten nach 24 h Einwirkzeit und einer Konzentration von
10 mmol/L Uber 98 % der Bakterien abgetotet werden. Auch hier ist besonders das
Monocinnamylfumarat hervorzuheben, dass bereits nach 4 h Einwirkzeit bei einer
Konzentration von 3 mmol/L Uber 99,9 % der Pseudomonas aeruginosa Bakterien
abgetodtet worden sind. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass vor allem
die untersuchten Monoester ein sehr hohes antibakterielles Potential aufweisen. Des
Weiteren zeigen auch einige Zimtalkoholderivate eine strake antibakterielle Wirkung
auf den Staphylococcus aureus, Escherichia coli und den Pseudomonas aeruginosa
Stamm. Folgende Ester konnten eine hohe bzw. sehr hohe antibakterielle Wirkung
gegen alle drei getesteten Bakterienstamme zeigen: das Monogeranylitaconat, das
Mononerylfumarat und -itaconat, das Monocinnamylfumarat und -itaconat sowie das
Dicinnamylfumarat. Zanetti et al. synthetisierten beispielsweise Lipase katalysiert das
Geranylcinnamat und testeten diese Verbindung auf ihr antibakterielles Potential. Sie
fanden heraus, dass diese Verbindung eine hohe antibakterielle Wirkung gegenuber
Staphylococcus aureus und Escherichia coli besitzt. Jedoch zeigt das
Geranylcinnamat ein ahnliches bzw. geringeres antibakterielles Potential als die
Substrate [ZANETTI et al., 2016]. Im Vergleich zu den hier untersuchten
Verbindungen, zeigten das Monocinnamyl- und Dicinnamylfumarat ein hdheres
antibakterielles Potential als der Zimtalkohol selbst.

5.5.2. Wachstumsversuche

Bei der Durchfihrung der Wachstumsversuche soll getestet werden, ob durch die
Zugabe der Ester das Wachstum der Bakterien verzdgert, verlangsamt oder
aufgehalten sowie gleichbleibend oder beschleunigt werden konnte. Die einzelnen
Proben wurden in 96-Well-Platten gegeben und die optische Dichte (600 nm) der
Bakteriensuspensionen wird mit einem Mikrotiterplatten-Photometer uber einen
Zeitraum von 24 h jeweils nach 30 min photometrisch bestimmt. In Abbildung 5-37 sind
diese mit Proben befullten 96-Well-Platten nach der 24 h Messung dargestellt.
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Abbildung 5-37: 96-Well-Platte mit Bakteriensuspension nach 24 h Messung

Es ist zu erkennen, dass einige der Wells eine Trubung aufzeigen und andere klar
sind. Zu Beginn der Messung werden die Bakteriensuspensionen vorbereitet, in die
Wells gegeben und anschlieend werden die in Methylacetat vorgeldsten
Stammldésungen der Ester zugegeben. Die Bakteriensuspension in den Wells ist dann
klar. Wahrend die 96-Well-Platte Uber 24 h vermessen wird, wird sie auf 37 °C
erwarmt, sodass die Bakterien die optimalen Bedingungen fur ihr Wachstum haben.
Durch das Bakterienwachstum tritt eine Trlibung ein, welche mit steigender
Bakterienzahl zunimmt. Eine klare Suspension bedeutet, dass ein gehemmtes oder
kein Wachstum stattgefunden hat. Wie der Abbildung entnommen werden kann, haben
einige getestete Verbindungen das Bakterienwachstum gestort. Im Folgenden werden
die Ergebnisse der Wachstumsversuche fur jeden verwendeten Stamm einzeln
vorgestellt und diskutiert.

5.5.2.1. Staphylococcus aureus

Als Lésungsvermittler wird flr die Experimente Methylacetat verwendet. Da dieses
Losungsmittel einen Einfluss auf das bakterielle Wachstum haben kann, wurde dieser
zunachst untersucht. Die Ergebnisse dazu sind in Abbildung 5-38 dargestellt. Wie der
Abbildung entnommen werden kann, beginnen die Bakterien sofort mit ihrem
Wachstum und nach ca. 5 h haben sie die stationare Phase erreicht. Die Datenpunkte
fur die Kontrolle und die Messungen mit dem Methylacetat liegen nahezu aufeinander.
Somit kann geschlussfolgert werden, dass das Ldsungsmittel in den eingesetzten
Konzentrationen keinen Einfluss auf das bakterielle Wachstum hat. In der folgenden
Abbildung sind die Wachstumskurven fir einige ausgewahlte Verbindungen
dargestellt.
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Abbildung 5-38: Untersuchung des Losungsmitteleinflusses auf das Wachstum von Staphylococcus aureus
(485 pL Bakteriensuspension in Medium, 15 yL Methylacetat, je 200 pL pro Well)

An Abbildung 5-39 kdnnen mehrere Phanomene beobachtet werden. Das Wachstum
der Kontrolle verlauft normal, zunachst durchlaufen die Bakterien fur etwa 5 Stunden
die exponentielle Phase, bei welcher sie ungehindert wachsen. Danach befinden sie
sich in der stationaren Phase. Durch die Zugabe von 3 mmol/L Geraniol wird das
Wachstum der Bakterien gestort. Sie wachsen viel langsamer als die Kontrolle und
erst nach ca. 17 - 18 h haben sie die stationare Phase auf der gleichen Héhe wie die
Kontrolle erreicht. Somit konnte der Zusatz von Geraniol das bakterielle Wachstum der
Staphylococcus aureus um das ca. 3-fache verlangsamen. Wird die Wachstumskurve
des Monogeranylsuccinats (rosa) betrachtet, so fallt auf, dass auch das Wachstum
wahrend der exponentiellen Phase verlangsamt wird, allerdings nicht so stark wie beim
Geraniol. Die Bakterien erreichen nach ca. 10 h die stationare Phase, jedoch wird eine
um 20 % verringerte Bakterienanzahl als bei der Kontrolle erhalten, was durch das
Geraniol nicht erreicht werden konnte. Somit hat das Monogeranylsuccinat bei der
gleichen Konzentration einen viel starkeren Einfluss auf das Wachstum der
Staphylococcus aureus Bakterien als das Geraniol. Die Wachstumskurve vom
Monocinnamylfumarat (grin) beginnt bei einer hdheren optischen Dichte, welches
nicht durch eine héhere Bakterienanzahl hervorgerufen wird. Durch die Zugabe des
Esters ist die Bakteriensuspension getrubt worden, was sich in der gemessenen Dichte
wiederspiegelt. Nichtsdestotrotz ist es moglich diese Kurve mit den anderen zu
vergleichen. Wie ersichtlich ist, zeigt die Wachstumskurve der Staphylococcus aureus
Bakterien, welche mit Monocinnamylfumarat versetzt wurden, keinen Anstieg. Durch
den Zusatz von 10 mmol/L Monocinnamylfumarat kann das Wachstum der Bakterien
ganz gehemmt werden.
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Abbildung 5-39: Wachstumskurven von Staphylococcus aureus mit G, MGS, MCAF (485/480 pL
Bakteriensuspension in Medium, 15 yL MGS/Geraniol-Stammlésung (100 mmol/L — 3 mmol/L Wirkkonzentration),
20 yL MCAF-Stammiésung (250 mmol/L — 10 mmol/L Wirkkonzentration), je 200 uL pro Well)

In der nachfolgenden Tabelle sind die Wachstumsexperimente ausgewertet
zusammengefasst. Dazu wurden von allen Messungen, die einen Effekt auf das
bakterielle Wachstum zeigten, Wachstumsraten, Verdopplungszeiten und wenn
aufgetreten die verlangerte Lag Phase bestimmt und zusammengefasst dargestellt.
(Umfassende Ergebnisse der Wachstumskurven befinden sich im Anhang.) Da nicht
alle Experimente gleichzeitig durchgefuhrt werden konnten, sind in der Tabelle
mehrere Werte flr die Kontrolle angegeben. Der Vergleich zwischen den
angegebenen Werten fur die durchgeflihrten Experimente mit den Estern bezieht sich
dann immer auf den Wert der vorherigen Kontrolle.
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Tabelle 5-9: Zusammenfassung der Wachstumsraten im Vergleich zur Kontrolle [%] und Verdopplungszeiten der
durchgefiihrten Wachstumsexperimente von Staphylococcus aureus

3 mmol/L 10 mmol/L
verlangerte verlangerte
u[h] ta [h] Lag Phase = H[h7] ta [h] Lag Phase
[h] [h]
- 0.37 £ 1.86 + 0.14 -
K 047 £0.05 1.49+0.15
0.03
- 0.13 5.49 + 0.69 -
G 0.16 £ 0.05 4.57 +1.17
0.02
MGS  023+0.01 299+0.17 - 0 0 -
- 0.20 + 3.49+0.19 -
K 0.22+0.02 3.13+0.30
0.01
11.22 % - 0 0 -
MNS 0.06 £ 0.01
2.15
- 0.04 + 24.40 £ 10
MGF  0.12+0.03 6.12+1.54
0.02 14.69
MNF  0.09+0.04 8.85+5.17 - 0 0 -
- 0.16 + 4.52 + 1.06 -
DCAF 0.23+0.03 3.01+0.39
0.04
MGl 0 0 - 0 0 -
- 0.05 13.20 £ 0.69 -
MCAI  0.19+0.02 3.71+0.38
0.00
- 0.17 £ 4.07 £ 0.37 9
N 0.25+0.02 2.79+0.20
0.02
- 013+ 5.96 + 1.99 -
C 0.27£0.02 259+0.15
0.04
ZA 0.16 £ 0.05 4.85+2.06 - 0 0 -
- 0,36 + -
K 0,36+0,05 1,94+0,26 1,94 + 0,26
0,05
MNI 0,17 £ 0,08 4,66 +2,29 - 0 0 -
MCAF 0,11+0,02 6,57 +1,05 - 0 0 -

Der Tabelle 5-9 kann enthommen werden, dass neben den Alkoholen vor allem die
Monoester und auch die Derivate des Zimtalkohols einen hemmenden Effekt auf das
Wachstum der Staphylococcus aureus Bakterien zeigen. Des Weiteren kann
festgestellt werden, dass bei einer Konzentration von 3 mmol/L alle dargestellten
Verbindungen, bis auf das Dicinnamylfumarat, Nerol und Citronellol, das Wachstum
der Bakterien hemmen. Erkennbar ist dies an den geringeren Wachstumsraten bzw.
erhdhten Verdopplungszeiten im Vergleich zur Kontrolle. Unter den getesteten Estern
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zeigen das Mononerylsuccinat sowie -fumarat die beste Hemmung des bakteriellen
Wachstums (geringste Wachstumsraten und hochste Verdopplungszeiten). Wird die
Konzentration der Ester auf 10 mmol/L erhoht, zeigen alle aufgefuhrten Verbindungen
einen hemmenden Einfluss auf die Wachstumsraten bzw. Verdopplungszeiten. Des
Weiteren wird ersichtlich, dass mehrere Verbindungen, wie das Monogeranyl- und
Mononerylsuccinat, das Mononeryl- und Monocinnamylfumarat sowie das
Monogeranyl- und Mononerylitaconat, das Wachstum der Bakterien ganz hemmen.
Diese vollstandige Hemmung des Wachstums kann von den vier getesteten Alkoholen
nur vom Zimtalkohol erreicht werden. Somit hemmen die in der Tabelle aufgeflhrten
Monoester und das Dicinnamylfumarat das bakterielle Wachstum der Staphylococcus
aureus Bakterien besser als das Geraniol, Nerol und Citronellol.

Wird diese Beobachtung mit den dazugehoérigen Wachstumskurven verglichen (siehe
Anhang), kénnen durch die Wachstumsrate und die Verdopplungszeit nur bedingt
Aussagen uber das antibakterielle Potential geschlussfolgert werden. Wie bereits
beschrieben zeigt beispielsweise das Geraniol eine geringe Wachstumsrate als das
Monogeranylsuccinat bei einer eingesetzten Konzentration von 3 mmol/L. Jedoch
kann das Wachstum der Bakterien durch das Monogeranylsuccinat besser gehemmt
werden, als durch das Geraniol (Vgl. Abbildung 5-39). Dieser Effekt wird auch durch
den Einsatz folgender Substanzen erreicht: Mononerylsuccinat (3 mmol/L),
Monocinnamylfumarat (3 mmol/L), Dicinnamylfumarat (10 mmol/L),
Monocinnamylitaconat (10 mmol/L).

5.5.2.2. Escheri chia coli

Zunachst erfolgte die Untersuchung des Einflusses vom Losungsmittel, Methylacetat,
auf das bakterielle Wachstum der Escherichia coli Bakterien. Dies ist in Abbildung 5-40
dargestellt. Wie der Abbildung entnommen werden kann, beginnen die Bakterien sofort
mit ihrem Wachstum und nach ca. 12 h haben sie die stationare Phase erreicht. Die
Datenpunkte fur die Kontrolle und die Messungen mit dem Methylacetat liegen fast
aufeinander. Das Lésungsmittel hat in den eingesetzten Konzentrationen also keinen
Einfluss auf das bakterielle Wachstum hat.
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Abbildung 5-40: Untersuchung des Ldsungsmitteleinflusses auf das Wachstum von Escherichia coli (485 pL
Bakteriensuspension in Medium, 15 pL Methylacetat, je 200 pL pro Well)

In Tabelle 5-10 sind die Wachstumsexperimente ausgewertet zusammengefasst.
Dazu wurden von allen Messungen, die einen Effekt auf das bakterielle Wachstum
zeigten, Wachstumsraten, Verdopplungszeiten und wenn aufgetreten die verlangerte
Lag Phase bestimmt und dargestellt. Da auch hier nicht alle Experimente gleichzeitig
durchgefuhrt werden konnten, sind in der Tabelle mehrere Werte fur die Kontrolle
angegeben. Der Vergleich zwischen den angegebenen Werten fir die durchgeflihrten
Experimente mit den Estern bezieht sich dann immer auf den Wert der vorherigen
Kontrolle. Der Tabelle kann entnommen werden, dass neben den Alkoholen auch hier
vor allem die Monoester und auch das Dicinnamylfumarat einen Einfluss auf das
bakterielle Wachstum der Escherichia coli Bakterien zeigen. Durch die Zugabe der in
der Tabelle aufgefuhrten Ester (Ausnahme Monocinnamylfumarat bei einer
Konzentration von 3 mmol/L) werden niedrigere Wachstumsraten bzw. groRere
Verdopplungszeiten im Vergleich zur Kontrolle flr das bakterielle Wachstum erreicht.
Neben dem Zimtalkohol zeigt das Dicinnamylfumarat bei einer Konzentration von
3 mmol/L die geringste Wachstumsrate bzw. grof3te Verdopplungszeit im Vergleich zur
Kontrolle. Das Monocinnamylfumarat jedoch zeigt keine Hemmung des bakteriellen
Wachstums bei einer Konzentration von 3 mmol/L, wenn diese Aussage nur Uber die
Wachstumsrate bzw. Verdopplungszeit getroffen wird. Uber die gesamte
Wachstumskurve  (sieche Anhang) kann eine Hemmung durch das
Monocinnamylfumarat auf das bakterielle Wachstum der Escherichia coli Zellen
beobachtet werden. Wird der Verlauf des bakteriellen Wachstums zwischen der
Kontrolle und der, bei welchem Monocinnamylfumarat zugesetzt worden ist,
verglichen, so kann festgestellt werden, dass beim Erreichen der stationaren Phase
eine Verringerung der Bakterienanzahl durch Zusatz von Monocinnamylfumarat
bestimmt werden konnte. Wenn die Konzentration des Monocinnamylfumarats auf
10 mmol/L erhoht wird, ist eine vollstandige Hemmung des bakteriellen Wachstums
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beobachtbar. Alle anderen in der Tabelle aufgeflhrten Verbindungen kdnnen bei einer
Konzentration von 10 mmol/L zwar noch niedrigere Wachstumsraten bzw. hdhere
Verdopplungszeiten erreichen, jedoch keine vollstandige Hemmung. Die getesteten
Alkohole kdnnen keine vollstandige Hemmung des bakteriellen Wachstums erreichen.
Das Monocinnamylfumarat hat also ein hdheres antibakterielles Potential als die
Alkohole selbst. Allerdings konnte die Lag Phase flr diesen Escherichia coli Stamm
nur durch die Alkohole verlangert werden.

Tabelle 5-10: Zusammenfassung der Wachstumsraten
Wachstumsexperimente von Staphylococcus aureus

und Verdopplungszeiten der durchgefiihrten

3 mmol/L 10 mmol/L
verlangerte verlangerte
[h] ta[n]  LagPhase  H[h7] ta [h] Lag Phase
[h] [h]
K 0.52+0.02 1.32+0.05 - 0.35+0.03 1.98+0.15 -
G 0.31+0.06 2.29+0.44 3 0.12+0.02 5.74+0.95 2
MGS 046+0.07 1.53+0.21 - 0.33+0.02 2.12%0.17 -
K 0.68 £0.01 1.03%0.02 - 0.50£0.03 1.40+0.09 -
L M 0.47 £0.05 1.50+0.16 - 0.24+£0.02 2.88+0.27 -
MNS 041+0.05 1.71+0.22 - 0.17 £0.03  4.09 + 0.60 -
MNF 062+0.05 1.11%0.09 - 0.16 £ 0.21 14.34 +13.05 -
DCAFO021+£0.02 329+0.37 - 0.23+0.12 4.56+4.13 -
MGI 037+0.00 1.87+0.01 - 0.27 £+0.04 2.61+0.43 -
MCAI 024+0.03 294+0.32 - 0.25+0.03 2.83+0.36 -
N 0.24 £0.04 2.99 +0.63 - 0.27 £0.18 8.44 +12.68 8
C 0.37 £0.03 1.88+0.14 - 0.29+0.09 2.57+0.84 25
ZA 0.18 £ 0.03 3.97 +0.65 - 0.12+0.03 6.29+1.74 17.5
K 0,19+0,02 3,63%0,32 - 0,19+0,02 3,63+0,32 -
MCAF 0,21+0,05 3,34+0,60 - 0 0 -
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5.5.2.3. Pseudomonas aeruginosa

Far die Wachstumsversuche wurde auch hier zunachst der Einfluss des
Losungsmittels auf das bakterielle Wachstum untersucht. Dabei wurden die
Wachstumskurven mit und ohne Zusatz von Losungsmittel aufgenommen. Die
Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 5-41 dargestellt.
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Abbildung 5-41: Untersuchung des Ldsungsmitteleinflusses auf das Wachstum von Pseudomonas aeruginosa
(485 pL Bakteriensuspension in Medium, 15 yL Methylacetat, je 200 pL pro Well)

Die Bakterien beginnen sofort mit ihrem Wachstum und haben nach ca. 12 h die
stationare Phase erreicht. Die Datenpunkte fir die Kontrolle und die Messungen mit
dem Methylacetat liegen sehr weit auseinander. Das Losungsmittel in den
eingesetzten Konzentrationen hat also einen starken Einfluss auf das bakterielle
Wachstum. Aus diesem Grund sind keine weiteren Wachstumsversuche mit den
Estern durchgeflhrt worden. Um diese Untersuchungen dennoch durchfuhren zu
kénnen, muss ein anderes, das Wachstum nicht beeinflussendes, Lésungsmittel
gefunden und getestet werden. Diese weiteren Untersuchungen zum Einfluss anderer
Lésungsmittel auf das Wachstum der Pseudomonas aeruginosa konnten im Rahmen
dieser Arbeit nicht mehr durchgefuhrt werden.
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5.5.2.4. Zusammenfassung der Wachstumsversuche

Da die Ester eine geringe Loéslichkeit in Wasser aufweisen, erfolgte die Lésung in
Methylacetat als Losungsvermittler. Zunachst ist der Einfluss dieses Losungsmittels
auf das bakterielle Wachstum getestet worden. Fur den Staphylococcus aureus und
Escherichia coli Stamm konnte gezeigt werden, dass sich das Methylacetat nicht auf
das bakterielle Wachstum auswirkt. Fir den Pseudomonas aeruginosa Stamm
allerdings konnte gezeigt werden, dass das Methylacetat das bakterielle Wachstum
beeinflusst, weswegen keine weiteren Untersuchungen mit diesem Stamm
durchgefuhrt wurden. FlUr den Staphylococcus aureus Stamm weisen neben den
Alkoholen vor allem die Monoester und auch die Derivate des Zimtalkohols (Mono-
und Dicinnamylfumarat, Monocinnamylitaconat) einen hemmenden Effekt auf das
bakterielle Wachstum auf. Bei einer eigesetzten Konzentration von 10 mmol/L
hemmen folgende Ester das Wachstum der Staphylococcus aureus Bakterien
vollstandig: das Monogeranyl- und Mononerylsuccinat, das Mononeryl- und
Monocinnamylfumarat sowie das Monogeranyl- und Mononerylitaconat. Neben den
Alkoholen zeigen vor allem die Monoester und auch das Dicinnamylfumarat einen
Einfluss auf das bakterielle Wachstum der Escherichia coli Bakterien. Hierbei konnte
nur das Monocinnamylfumarat bei einer Konzentration von 10 mmol/L das bakterielle
Wachstum vollstandig hemmen. Es konnte somit gezeigt werden, dass das
Monocinnamylfumarat (10 mmol/L) das Wachstum Staphylococcus aureus und der
Escherichia coli Bakterien vollstandig hemmen kann.
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6. DI skuswsndnAusbl i ck

Die Lipase katalysierte Veresterungsreaktion von Bernsteinsaure und Geraniol ist
hinsichtlich Losungsmittel, Temperatur und Substratverhaltnis optimiert worden. Fur
die Untersuchungen zur Losungsmittelabhangigkeit sind folgende Losungsmittel
verwendet worden: Hexan, Heptan, Toluol, MTBE, Aceton und Acetonitril. Es konnte
gezeigt werden, dass der hochste Gesamtumsatz bei Verwendung von MTBE erzielt
werden konnte. Dabei lagen die Mono- und Diesterausbeuten bei 28 % und 40 %. Flr
die unpolaren Losungsmittel wie Hexan, Heptan und Toluol konnte als Hauptprodukt
der Diester erhalten werden (9 %, 14 % und 50 %). Diesen Effekt konnten auch Torres
et al. bei der Lipase katalysierten Veresterung von Apfelsaure und 1-Dodecanol
feststellen. Je unpolarer das verwendete Losungsmittel war, desto mehr Diester wurde
gebildet [TORRES et al., 1999 b], was sich mit den hier gezeigten Ergebnissen deckt.
Dieses Verhalten kann unter anderem auch in der Loslichkeit der Substrate begrindet
sein. Die Bernsteinsaure ist ein polares Molekul, welches schlecht I6slich in stark
unpolaren Losungsmitteln ist. Das Geraniol und der Monoester sind jedoch lipophile
Verbindungen und dadurch gut in unpolaren Losungsmitteln l6slich. Durch die
schlechte Loslichkeit der Bernsteinsaure steht nur wenig Substrat fur die Bildung des
Monoesters zur Verfligung. Der Monoester jedoch ist gut I6slich in unpolaren
Losungsmitteln und steht in Konkurrenz mit der Bernsteinsaure, sodass der Monoester
aufgrund seiner Ldslichkeit schneller in den Diester umgesetzt wird. Das MTBE ist
dabei weniger stark unpolar als das Hexan, Heptan und Toluol. Dadurch ist die
Ldslichkeit der Bernsteinsaure in diesem Losungsmittel erhéht. Und dadurch kann das
Enzym sowohl die Bernsteinsaure als auch den Monoester gleich gut umsetzen, was
zur Folge hat, dass beide Reaktionsprodukte in hoheren Ausbeuten erhalten werden.
Bei Verwendung der polaren Losungsmittel Aceton und Acetonitril konnte kein Umsatz
der Reaktion erreicht werden. So beschrieben Banik et al., dass polare Losungsmittel
wie Acetonitril mit dem aktiven Zentrum der Cal B interagieren kdnnen und mit dem
Substrat  konkurrieren. Anstatt eines Enzym-Substrat-Komplexes wird ein
Ldsungsmittel-Enzym-Komplex gebildet, welcher nicht in Produkt und Enzym zerfallen
kann, wodurch das Enzym nicht mehr fiir die zu katalysierende Reaktion zu Verfligung
steht [BANIK et al., 2016] [YAN et al., 2017]. Aulderdem koénnen polare Losungsmittel
Wasser aufnehmen und so die Hydrathtlle des Enzyms zerstéren. Durch das Fehlen
der Wasserstoffbrickenbindungen, kann die Tertiarstruktur des Enzyms nicht
aufrechterhalten und so deren Aktivitat herabgesetzt werden [YAN et al., 2017].

Der Temperatureinfluss wurde in den Intervallen 30, 40 und 50 °C untersucht. Dabei
hat die Temperatur einen signifikanten Einfluss auf die
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit der  durchgefihrten Reaktion. Laut der
Reaktionsgeschwindigkeits-Temperatur-Regel soll sich die Reaktionsgeschwindigkeit
verdoppeln, wenn die Reaktionstemperatur um 10 °C erhoht wird. An den
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Monoesterausbeuten ist dabei eine Steigerung der Ausbeuten von 21 % zu 28 %
(30 °C zu 50 °C) zu verzeichnen. Die Diesterausbeuten liegen fur alle getesteten
Temperaturen nach Einstellung des Gleichgewichts bei 30 %. Jedoch ist deutlich zu
erkennen, dass sich der Gleichgewichtszustand der Reaktion bei 50 °C schneller
einstellt als bei 30 und 40 °C. Das entstehende Reaktionswasser wird wahrend der
Reaktion nicht aus der Mischung abgetrennt. Dadurch stellt sich ein Gleichgewicht
zwischen Hin- und Ruckreaktion ein. Durch die erhdhte Reaktionstemperatur nimmt
die Reaktionsgeschwindigkeit zu, wodurch das Reaktionsgleichgewicht schneller
eingestellt wird. Dieser Effekt kann auch durch die berechneten
Gleichgewichtskonstanten bestatigt werden, mit steigender Temperatur wird auch das
Gleichgewicht der Reaktion hin zur Produktseite verschoben.

Die Untersuchungen zum Substratverhaltnis zeigten, dass eine Erhéhung des
Substratverhaltnisses hinsichtlich der Bernsteinsaure eine hdhere Ausbeute an
Monoester erzielt werden konnte (75 %). Wird wiederum das Substratverhaltnis so
angepasst, dass Geraniol im Uberschuss vorliegt, kdnnen héhere Diesterausbeuten
erzielt werden (50 %). Nach dem Prinzip von Le Chatelier kann das Gleichgewicht der
Reaktion auf Seiten der Produkte verschoben werden, indem die
Substratkonzentration erhoht wird. Dies konnte durch Torres et al. nachgewiesen
werden. Sie untersuchten eine Lipase katalysierte Veresterungsreaktion von
Milchsaure und 1-Dodecanol und konnten zeigen, dass bei Konzentrationserhéhung
eines Substrates die Ausbeute an Dodecyllactat erhoht werden kann. Bei einem
finffachen Uberschuss an Saure konnten sie die Ausbeute von 53 % auf 87 %
steigern. Sie konnten aulRerdem demonstrieren, dass eine Ausbeute von 90 % erreicht
werden kann, wenn ein zehnfacher Uberschuss an Alkohol eingesetzt wird [TORRES
et al., 1999 a]. Diese Arbeiten sind aber nur bedingt mit der hier untersuchten Reaktion
zu vergleichen, da Torres et al. nur einen einfachen Ester synthetisiert haben. In einer
weiteren Veroffentlichung berichteten Torres et al. Uber ihre Untersuchungen zu einer
Lipase katalysierten Veresterungsreaktion von Apfelsdure und 1-Dodecanol. Dabei lag
das Hauptaugenmerk der Arbeit auf der Synthese des Monoesters. Sie konnten auch
zeigen, dass durch die Erhéhung der Saurekonzentration die Ausbeute an Monoester
gesteigert werden konnte [TORRES et al., 1999 b]. Im Gegensatz dazu untersuchten
Rahman et al. eine Lipase katalysierte Veresterungsreaktion von Bernsteinsaure mit
Oleylalkohol mit dem Ziel den Diester als Hauptprodukt zu synthetisieren. Sie konnten
unter vergleichbaren Reaktionsbedingungen zeigen, dass die Ausbeute an Diester mit
steigender Alkoholkonzentration erhoht werden konnte. [RAHMAN et al., 2011]. Die
von Torres et al. und Rahman et al. erhaltenen Ergebnisse decken sich mit denen in
dieser Arbeit. Durch die Erhéhung der Substratkonzentration konnte hier zum einen
der Umsatz erhdéht werden und zum anderen auch die Selektivitat hinsichtlich des
Mono- bzw. Diesters gesteigert werden.
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Durch die Reaktionsfuhrung ohne Losungsmittel konnten bei einem Substratverhaltnis
von 1:2 (Bernsteinsaure:Geraniol) hohere Ausbeuten erreicht werden (30 %
Monoester und 65 % Diester) als bei Reaktionsfuhrung mit MTBE als Losungsmittel.
Bei einem flnffachen Uberschuss an Bernsteinsdure koénnen Mono- und
Diesterausbeuten von ca. 40 % erhalten werden. Im Vergleich dazu kdnnen bei der
Reaktionsfihrung in MTBE als Ldsungsmittel Monoesterausbeuten bis zu 75 %
erhalten werden, wobei die Diesterausbeute mit ca. 15 % relativ gering war. Somit hat
der Verzicht des Losungsmittels in diesem Falle auch einen negativen Einfluss auf die
Selektivitat der Reaktion.

Des Weiteren konnten Versuche zur Mal3stabsvergroRerung erfolgreich durchgefiihrt
werden. Es konnte gezeigt werden, dass die VergroRerung des Reaktionsansatzes
von 20 mL auf 1 L keinen negativen Einfluss auf die Ausbeute und die Selektivitat der
Reaktion hat, was auch durch die Raum-Zeit-Ausbeuten bestatigt werden kann. Auch
Truppo et al. fihrten erfolgreich Versuche zur MalstabsvergroRerung durch. Anhand
einer Lipase katalysierten asymmetrischen Hydrolyse eines Indolethylesters konnte
der Maf3stab der Reaktion von 0,2 L tiber 1 L auf 40 L erhohen werden. Dabei erhielten
sie bei den verschiedenen Reaktionsmalstaben gleich hohe Ausbeuten von 50 % und
auch Enantioselektivitaten von 99,75 % [TRUPPO et al., 2006]. Die Lipase katalysierte
Synthese von Palmestern ausgehend von Palmdl und Oleylalkohol konnte von Keng
et al. ebenso erfolgreich in einen 50 L Mal3stab Uberfihrt werden und erzielten nach
5 h Reaktionszeit eine Ausbeute von Uber 97 % [KENG et al, 2008]. Weitere Versuche
zur MalstabsvergroRerung sind ohne die Verwendung eines Ldésungsmittels
durchgefuhrt worden. Dabei wurde das entstehende Reaktionswasser mit Hilfe von
Vakuumtechniken aus der Reaktionslosung abgetrennt und es konnten Ausbeuten von
bis zu 90 % erzielt werden. Allerdings lag dabei der Diester als Hauptprodukt vor, der
Monoester-Gehalt betrug zwischen 1 - 3 %. Wahrscheinlich wird durch den Entzug
des Reaktionswassers die Ruckreaktion unterdrickt und die Reaktion unabhangig
vom Substratverhaltnis zugunsten des Diesters verschoben. Die Lipase katalysierte
|I6sungsmittelfreie Synthese von Glyceroladipat wurde erfolgreich von Korupp et al. in
einen 500 g Maf3stab Uberfuhrt. Auch sie entzogen mit Hilfe von Vakuumtechniken das
entstehende Wasser aus der Reaktionsmischung, um das Gleichgewicht zugunsten
des Produktes zu verschieben und konnten so einen Umsatz von 95 % an Polyester
erreichen [KORUPP et al., 2010].

Die gefundenen optimalen Reaktionsbedingungen sind auf die
Veresterungsreaktionen von weiteren Substraten Ubertragen worden und es konnten
so insgesamt 21, darunter noch nicht in der Literatur beschriebene, Ester synthetisiert,
isoliert sowie mit Hilfe von NMR charakterisiert werden. Die Synthese von
Geraniolestern wurde von verschiedenen Autoren untersucht [SALVI et al., 2018]. So
erreichten Isah et al. und Nicoletti et al. bei der Lipase katalysierten Umsetzung von
Geraniol und Propionsaure einen Umsatz an Geraniolpropionat von 50% (10 h) bzw.
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83% (24 h) [ISAH et al., 2017] [NICOLETTI et al., 2015]. Paroul et al. verwendeten
einen l6sungsmittelfreien Syntheseansatz und erreichten einen maximalen Umsatz an
Geraniolpropionat von 93% [PAROUL et al., 2010] [SALVI et al., 2018]. Auch Claon et
al. untersuchten Lipase katalysierte Veresterungreaktionen Geraniol und Citronellol
mit Essig-, Butter-, Capron- sowie Caprylsaure in n-Hexan und konnten Ausbeuten
Uber 85 % erreichen [CLAON et al. 1993]. Auch verschiedenste Nerolester, wie
beispielsweise Nerylbutyrat, konnten biokatalytisch hergestellt werden [LOZANO et
al., 2011] [LONZANO et al., 2015]. Die Synthese verschiedenster Zimtalkoholester
sind bereits auch bekannt. Jedoch liefern die hier aufgefihrten Synthesen nur einfache
Ester im Gegensatz zu den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Reaktionen, wobei
Mono- und Diester hergestellt worden sind [OTTO et al., 1998] [YADAV et al., 2012].
Auch Worzakowska et al. haben Diester ausgehend von Geraniol, Nerol, Citronellol
sowie Zimtalkohol und Bernstein-, Glutar-, Adipin- sowie Sebacinsaure hergestellt. Die
Reaktionen wurden bei 130 °C und mit Butylzinnsaure als Katalysator durchgefuhrt.
Sie konnten fur das Digeranyl-, Dineryl- und Dicitronellylsuccinat, bei Reaktionszeiten
von 5, 8 und 4 h, Umsatze Uber 98 % erreichen. Fir das Dicinnamylsuccinat sind keine
Angaben uber die Umsatze angegeben. Jedoch erhielten sie den Diester als
Hauptprodukt und konnten keine Monoester synthetisieren und verwendeten kein
biokatalytisches Verfahren zu Herstellung der Diester WORZAKOWSKA et al., 2013]
[WORZAKOWSKA, 2014] [WORZAKOWSKA et al., 2014 a] [WORZAKOWSKA et al.,
2014 b].

Je nachdem, ob der Mono- oder der Diester erhalten werden soll, kbnnen die
Reaktionsbedingungen angepasst werden. Bei Verwendung von MTBE als
Losungsmittel und eines flinffachen Uberschusses an Séaure koénnen 75 %
Monoesterausbeute erzielt werden. Wenn der Diester als Hauptprodukt erhalten
werden soll, sollte die Reaktion ohne Lésungsmittel durchgefuhrt und das entstehende
Wasser aus der Reaktionsmischung abgetrennt werden. Die Isolierung der Ester
wurde saulenchromatografisch durchgefuhrt. Da diese Isolationsmethode fir die
groldtechnische Produktion ungeeignet ist, sollten andere Aufreinigungsmethoden
gefunden werden. Mogliche ware eine Destillation, durch die der Mono- und Diester
rein gewonnen werden kann. Einige der synthetisierten Ester besitzen eine
tensidartige Struktur, wodurch sie Anwendung in der Lebensmittel- und
Kosmetikindustrie finden kdnnen.

Wie bereits beschrieben, besitzen einige der synthetisierten Ester ein hohes
antibakterielles Potential. Um dieses zu bestimmen, wurden drei Bakterienstamme,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa, mit Hilfe von
zwei unterschiedlichen Methoden (Kiling Assay und Wachstumsexperimente),
untersucht. Die Experimente haben gezeigt, dass vor allem die getesteten Monoester
ein sehr hohes antibakterielles Potential besitzen, sowie einige Mono- und
Diesterderivate des Zimtalkohols. Bei der Durchfihrung der Killing Assays konnten
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folgende Ester eine hohe bzw. sehr hohe antibakterielle Wirkung gegen die drei
getesteten Bakterienstamme zeigen: das Monogeranylitaconat, das Mononerylfumarat
und -itaconat, das Monocinnamylfumarat und —itaconat sowie das Dicinnamylfumarat.
Zudem konnte gezeigt werden, dass das Monocinnamylfumarat (10 mmol/L) das
Wachstum der Staphylococcus aureus und Escherichia coli Bakterien vollstandig
hemmen kann. Das Monocinnamylfumarat kann hierbei besonders hervorgehoben
werden, da diese Verbindung sowohl bei den Killing Assays als auch bei den
Wachstumsversuchen ein sehr hohes antibakterielles Potential gezeigt hat. Uber die
Wirkmechanismen der Terpenalkohole sowie des Zimtalkohols, welche Bestandteile
von atherischen Olen sind, ist nicht viel bekannt. Verschiedene Mechanismen zur
antibakteriellen Aktivitat von atherischen Olen wurden jedoch postuliert. So sollen sie
hauptsachlich die zellulare Architektur der Zellen destabilisieren, was zum Abbau der
Membranintegritat und eine erhohte Durchlassigkeit hervorruft. Dadurch werden eine
Vielzahl an zellularen Aktivitaten, wie die Energieerzeugung, der Membrantransport
und andere metabolische Ragulationsfunktionen, unterbrochen. Dank ihrer lipophilen
Natur kénnen atherische Ole die bakteriellen Zellmembranen leicht durchdringen und
durchlassiger machen, wodurch ein Austreten von Zellularen Komponenten und lonen
fuhrt. Es wird auch beschrieben, dass die Wirkungsweise von atherischen Olen stark
von der Zusammensetzung und Menge der Einzelsubstanzen abhangig ist. Auch die
Anwesenheit und Position von funktionellen Gruppen innerhalb der Molekule kdnnen
die Bioaktivitat der atherischen Ole beeinflussend [LOPEZ-ROMERO et al., 2015]
[SWAMY et al., 2016]. Die Wirkmechanismen der hier synthetisierten Ester sind bisher
nicht beschrieben, jedoch zeigten Dorman et al., dass die Gegenwart einer
Acetateinheit in der Struktur die Aktivitat der Stammverbindung erhéht. Im Fall von
Geraniol zeigte das Geranylacetat eine Zunahme der Aktivitdt gegen die
Testmikroorganismen. Eine ahnliche Tendenz wurde fur Borneol und Bornylacetat
festgestellt. Borneol war weniger aktiv als das Acetat, aulBer gegen Aeromonas
hydrophila, Bacillus subtilis, Beneckea natriegens, Escherichia coli, Flavobacterium
suaveolens und Serratia marcescens [DORMAN et al., 2000]. Madgliche
Wirkmechanismen waren auch eine Destabilisierung der Zellmembranen, auch kdnnte
die Aufnahme von Nahstoffen sowie Transportprozesse gestdrt oder blockiert sowie
Stoffwechselprozesse innerhalb der Zelle konnten beeinflusst werden. Auch kdnnten
die Ester durch die Bakterien verstoffwechselt werden, wodurch moglicherweise fur
die Bakterien toxische Abbauprodukte entstehen. Um diese moglichen Mechanismen
eindeutig aufklaren zu koénnen, muissten weitere Untersuchungen durchgefiihrt
werden. Wie bereits beschrieben werden in kosmetischen Produkten haufig
antimikrobielle Wirkstoffe zugesetzt, um eine Kontamination mit Keimen
entgegenzuwirken. Als Beispiel eines solchen Zusatzes kann das Methylparaben
genannt werden. Lundov et al. beschreiben, dass in Europa die maximal erlaubte
Menge von 0,4 % (ca. 20 mmol/L) in kosmetischen Produkten an Methylparaben
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enthalten sein darf [LUNDOQV et al., 2009]. Diese Menge entspricht in etwa der in dieser
Arbeit bestimmten Wirkkonzentrationen der Ester von 10 mmol/L.

Um die Eignung fur den Einsatz in kosmetischen Produkten grob abschatzen zu
kénnen, ist eine Kostenabschatzung beispielhaft fir das Mono- und Digeranylsuccinat
durchgefiihrt worden. Dabei sind nur die Substrat-, Katalysator und
Lésungsmittelkosten zur Berechnung herangezogen worden. Daraus ergeben sich flr
ein Gramm Monogeranylsuccinat 5,74 € und fur ein Gramm Digeranylsuccinat 1,34 €.
Diese Preise sind im Vergleich zu herkdmmlich verwendeten antimikrobiellen
Zusatzstoffen in kosmetischen Produkten relativ hoch (Methylparaben: 100 g,
= 99,0 %, ca. 30 €). Jedoch kénnen die Kosten der Ester bei Produktion im grof3en
Malstab noch weiter gesenkt werden. Der Einsatz der in dieser Arbeit untersuchten
Ester als antimikrobielle Wirkstoffe in kosmetischen Produkten kénnte eine ,natirliche®
Alternative zu den herkdmmlich genutzten Zusatzstoffen sein.
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7.Zusammenf assung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten neuartige Ester ausgehend von Dicarbonsauren und
Alkenolen hergestellt werden. Die Lipase katalysierte Veresterungsreaktion von
Bernsteinsdure und Geraniol ist hinsichtlich Ldsungsmittel, Temperatur und
Substratverhaltnis  optimiert worden. Dabei wurden folgende optimale
Reaktionsbedingungen gefunden: MTBE als Lésungsmittel, 50 °C
Reaktionstemperatur und ein Substratverhaltnis von 1:2 (Bernsteinsaure:Geraniol). Je
nach Reaktionsfiuhrung wurden maximale Ausbeuten von 75 % und 50 % fur das
Mono- und das Digeranylsuccinat erhalten. Es wurde gezeigt, dass die Reaktion auch
ohne den Einsatz eines Losungsmittels durchfuhrbar ist, jedoch auch, dass der
Verzicht des Losungsmittels einen negativen Einfluss auf die Selektivitat der Reaktion
hat.

Die gefundenen optimalen Reaktionsbedingungen (MTBE, 50 °C Substratverhaltnis
1:2) sind auf weitere Substrate (Fumarsaure, Itaconsaure, Apfelsdure, Nerol,
Citronellol, Zimtalkohol) Ubertragen worden und es wurden so insgesamt 21, darunter
12 noch nicht in der Literatur beschriebene, Ester synthetisiert und mit Ausbeuten
zwischen 2 - 38 % isoliert sowie mit Hilfe von NMR charakterisiert.

Des Weiteren wurden Versuche zur MalRstabsvergrofierung (1 L Malstab) erfolgreich
durchgefuhrt, die Ausbeute und Selektivitat der Reaktion wurden dabei nicht
beeinflusst. Zudem wurden auch Experimente zur Malistabsvergré3erung ohne die
Verwendung eines Losungsmitteln durchgefuhrt, wobei das entstehende
Reaktionswasser mit Hilfe von Vakuumtechniken aus der Reaktionslésung abgetrennt
wurde. Es zeigte sich, dass hierbei der Diester als Hauptprodukt (90 %) und der
Monoester als Nebenprodukt (1 - 3 %) erhalten wurde.

Wie bereits beschrieben, besitzen einige der synthetisierten Ester ein hohes
antibakterielles Potential. Um dieses zu bestimmen, wurden drei Bakterienstamme,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa, mit Hilfe von
zwei unterschiedlichen Methoden (Killing Assay und Wachstumsexperimente),
untersucht. Die Experimente haben gezeigt, dass vor allem die getesteten Monoester
ein sehr hohes antibakterielles Potential besitzen, sowie die Mono- und Diesterderivate
des Zimtalkohols. Bei der Durchflihrung der Killing Assays konnten folgende Ester eine
hohe bzw. sehr hohe antibakterielle Wirkung gegen die drei getesteten
Bakterienstamme zeigen: das Monogeranylitaconat, das Mononerylfumarat
und -itaconat, das Monocinnamylfumarat und —itaconat sowie das Dicinnamylfumarat.
Zudem konnte gezeigt werden, dass das Monocinnamylfumarat das Wachstum der
Staphylococcus aureus und Escherichia coli Bakterien vollstandig hemmen kann. Das
Monocinnamylfumarat kann hierbei besonders hervorgehoben werden, da diese
Verbindung sowohl bei den Killing Assays als auch bei den Wachstumsversuchen ein
sehr hohes antibakterielles Potential gezeigt hat.
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8.2. LC/MS Methode

Tabelle 8-1: LC/MS Gradient

Zeit[min) Wasser [%] Acetonitril [%)]

0 80 20
8 20 80
16 40 60
20 80 20
25 80 20

Fluss: 200 yL/min
Saule: Kinetex 150x3x2,6 Phenomenex

8.3. GC Methode

Tabelle 8-2: GC Methode

Rate [°C/min] Temperatur [°C] Haltezeit [min]
80,00 2,00
20,00 300,00 4,00

Fluss: 1,2 mL/min
Saule: HP 5 (30 m x 0,25 mm, 0,25 um)

8.4. Zusammensetzung der Medien und Puffer

Aller Medien und Puffer werden nach dem Ansetzten sterilisiert und dann erst fir die
Versuche verwendet.

TSB-Medium
24 g TSB

mit 800 mL dest. Wasser auffiillen
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LB - Medium
16 g LB
3,649 NaCl

mit 800 mL dest. Wasser auffillen

PBS-Puffer (10x)

64,008 g NaCl

1649 KCI

14,24 g Naz2HPO4 - H20
2,169 KH2PO4

mit 800 mL dest. Wasser auffillen und den pH-Wert auf 7,4 einstellen

PBS-Puffer (1x)
80 mL PBS-Puffer (10x)
auf 800 mL auffullen

8.5. verwendete Bakterienstamme

Tabelle 8-3: verwendete Bakterienstamme

Art Stammnummer Bemerkung Herkunft
Staphylococcus aureus 4735 _ Kathetersepsis,
(ATCC 25923) Tennessee
Patientenisolat,
Escherichia coli 63 3MRGN Wundabstrich,
Polytrauma
Patientenisolat,
Pseudomonas aeruginosa 40 3MRGN Kriegstrauma,

Perinealabstrich

8.6. NMR-Spektren

Es konnte nicht genlgend Digeranylitaconat und Monocitronellylsuccinat isoliert
werden, sodass von diesen Verbindungen keine NMR-Spektren angefertigt werden
konnten.
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Abbildung 8-1: 'H-, '3C- und DEPT-Spektrum des Mononerylsuccinats (Chloroform-d, 200MHz)
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Abbildung 8-2: 'H-, 3C- und DEPT-Spektrum des Dinerylsuccinats (Chloroform-d, 200MHz)
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und DEPT-Spektrum des Dicitronellylsuccinats (Chloroform-d, 500MHz)
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Abbildung8-4: 'H-, 3C- und DEPT-Spekirum des Dicinnamylsuccinats (Chloroform-d, 200MHz)
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Abbildung8-5: 'H-, '3C- und DEPT-Spektrum des Monogeranylfumarats (Chloroform-d, 300MHz)
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Abbildung8-6: 'H-, '3C-

und DEPT-Spektrum des Digeranylfumarats (Chloroform-d, 500MHz)
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Abbildung8-7: 'H-, '3C- und DEPT-Spektrum des Mononerylfumarats (Chloroform-d, 300MHz)
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Abbildung8-8: 'H-, "*C- und DEPT-Spektrum des Dinerylfumarats (Chloroform-d, 500MHz)
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Abbildung8-9: 'H-, 13C- und DEPT-Spektrum des Dicitronellylfumarats (Chloroform-d, 500MHz)
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Abbildung8-10: 'H-, '3C- und DEPT-Spektrum des Monocinnamylfumarats (Chloroform-d, 300MHz)
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Abbildung8-11: "H-, "3C- und DEPT-Spektrum des Dicinnamylfumarats (Chloroform-d, 300MHz)
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Abbildung8-12: 'H-,

13C- und DEPT-Spektrum des Monogeranylitaconats (Chloroform-d, 300MHz)
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Abbildung8-13: 'H-,

13C- und DEPT-Spektrum des Mononerylitaconats (Chloroform-d, 500MHz)
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Abbildung8-14: 'H-, '3C- und DEPT-Spektrum des Monocinnaylitaconats (Chloroform-d, 300MHz)
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Abbildung8-15: 'H-, "3C- und DEPT-Spektrum des Digeranylmalats (Chloroform-d, 500MHz)
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Abbildung8-16: 'H-, '3C- und DEPT-Spektrum des Mononerylmalats (Chloroform-d, 300MHz)
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Abbildung 8-17: 'H-, '3C- und DEPT-NMR-Spektrum des Dicinnamylmalates (Chloroform-d, 500 MHz)

131



Anhang

8.7. Wachstumsversuche
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Abbildung 8-18: Wachstumskurven von Staphylococcus aureus fir G, MGS, DGS, DNS

, DCS, DCAS; Ester- bzw.

Alkoholkonzentration a) 3 mmol/L (485 pL Bakteriensuspension in Medium, 15 yL Stammlésung (100 mmol/L), je
200 pL pro Well) b) 10 mmol/L (480 yL Bakteriensuspension in Medium, 20 pL Stammlésung (250 mmol/L), je

200 yL pro Well)
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Abbildung8-19: Wachstumskurven von Staphylococcus aureus fiir MNS, MGF, DGF, DNF, DCF, DCAF; Ester- bzw.
Alkoholkonzentration a) 3 mmol/L (485 pL Bakteriensuspension in Medium, 15 pL Stammlésung (100 mmol/L), je
200 pL pro Well) b) 10 mmol/L (480 uL Bakteriensuspension in Medium, 20 yL Stammlésung (250 mmol/L), je

200 uL pro Well)
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Abbildung 8-20: Wachstumskurven von Staphylococcus aureus fir MGI, MNF, MCAI, N, C, CA; Ester- bzw.
Alkoholkonzentration a) 3 mmol/L (485 pL Bakteriensuspension in Medium, 15 yL Stammlésung (100 mmol/L), je
200 pL pro Well) b) 10 mmol/L (480 uL Bakteriensuspension in Medium, 20 yL Stammlésung (250 mmol/L), je
200 pL pro Well)
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Abbildung 8-21: Wachstumskurven von Staphylococcus aureus fiir MNI, MCAF, DGM, DCAM, BS, IS; Ester- bzw.
Saurekonzentration a) 3 mmol/L (485 uL Bakteriensuspension in Medium, 15 yL Stammldsung (100 mmol/L), je
200 pL pro Well) b) 10 mmol/L (480 yL Bakteriensuspension in Medium, 20 yL Stammldsung (250 mmol/L), je
200 pL pro Well)
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Abbildung 8-22: Wachstumskurven von Escherichia coli fur G, MGS, DGS, DNS, DCS, DCAS; Ester- bzw.
Alkoholkonzentration a) 3 mmol/L (485 pL Bakteriensuspension in Medium, 15 yL Stammldésung (100 mmol/L), je
200 pL pro Well) b) 10 mmol/L (480 yL Bakteriensuspension in Medium, 20 pL Stammlésung (250 mmol/L), je

200 pL pro Well)
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Abbildung 8-23: Wachstumskurven von Escherichia coli fuir MNS, MGF, DGF, DNF, DCF, DCAF; Ester- bzw.
Alkoholkonzentration a) 3 mmol/L (485 pL Bakteriensuspension in Medium, 15 pL Stammldsung (100 mmol/L), je
200 pL pro Well) b) 10 mmol/L (480 uL Bakteriensuspension in Medium, 20 yL Stammlésung (250 mmol/L), je

200 pL pro Well)
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Abbildung 8-24: Wachstumskurven von Escherichia coli fir MGI, MNF, MCAI, N, C, CA; Ester- bzw.
Alkoholkonzentration a) 3 mmol/L (485 uL Bakteriensuspension in Medium, 15 yL Stammlésung (100 mmol/L), je
200 pL pro Well) b) 10 mmol/L (480 uL Bakteriensuspension in Medium, 20 yL Stammldsung (250 mmol/L), je

200 pL pro Well)
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Abbildung 8-25: Wachstumskurven von Escherichia coli fir MNI, MCAF, DGM, DCAM, BS, IS; Ester- bzw.
Saurekonzentration a) 3 mmol/L (485 uL Bakteriensuspension in Medium, 15 yL Stammlésung (100 mmol/L), je
200 pL pro Well) b) 10 mmol/ (480 pyL Bakteriensuspension in Medium, 20 pL Stammldsung (250 mmol/L), je

200 pL pro Well)
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