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ohne Euch wdre diese Arbeit noch immer eine Zettelsammlung



Chemistry, unlike other sciences,
sprang originally from delusions and superstitions,
and was at its commencement exactly on par with magic and astronomy.

-Thomas Thomson (1773 — 1852)
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Kurzzusammenfassung

Der aktuelle Trend hin zu umweltfreundlicheren Produkten und griineren Verfahren ist fiir die
chemische Industrie von zunehmender Bedeutung und spielt bei der Synthese von Tensiden,
die in groBem Malstab hergestellt werden, eine wichtige Rolle. Um diesem Trend gerecht zu
werden, wurden in dieser Arbeit zwei unterschiedliche Strategien verfolgt: Einerseits die
Entwicklung & Optimierung von griineren Syntheserouten zur Herstellung von bereits
etablierten Tensiden und andererseits wurden auch neue Tensid-Strukturen entwickelt,
charakterisiert und evaluiert.

Acylaminosduren werden technisch nach der Schotten-Baumann-Methode durch Acylierung
mit  Carbonsdurechloriden  hergestellt, welche ihrerseits mit umweltschddlichen
Chlorierungsreagenzien produziert werden miissen. In anfanglichen Untersuchungen wurden
die chemische Kupplung mit Propylphosphonsiure-Anhydrid (T3P) und die enzymatische
Acylierung mittels der neuen Aminoacylase aus Paraburkholderia monticola (PmAcy) als
attraktive Alternativen identifiziert. Mit T3P konnte eine schutzgruppenfreie Synthese von
Acylaminosiuren in guten Ausbeuten etabliert werden. Die Notwendigkeit des Einsatzes von
organischen Basen qualifiziert T3P vor allem zur Synthese von Spezialchemikalien und
potenziellen pharmazeutisch nutzbaren Peptid-Verbindungen. Mit PmAcy wurde erfolgreich
die Kupplung von verschiedenen Aminosduren und Fettsduren demonstriert. Die Reaktion
konnte in ein Puffer-freies System iibertragen und ein Enzym-Recycling gezeigt werden. Die
nachhaltige Synthese des antimikrobiellen Tensids N-Lauroyl-Arginin Ethyl Ester (LAE)
gelang in einer zwei-schrittigen Kaskade mit PmAcy und immobilisierter Pseudozyma
antarctica Lipase.

Neuartige Tensidstrukturen wurden in einer zweistufigen Reaktion aus vollstindig biogenen
Substraten erzeugt. Das Monoterpen Myrcen sowie konjugierte Linolsdure wurden in einem
Mikrowellen-unterstiitzten Ansatz erfolgreich mit den zyklischen Anhydriden Maleinsdure-
Anhydrid und Citraconsdure-Anhydrid verkniipft. Die ringdffnende Kupplung mit
Aminoséduren liefert ein Portfolio an amphoteren und anionischen Tensiden, die in guten
Ausbeuten erhalten wurden. Die anschlieBende physikochemische Charakterisierung zeigte
hohe Schaumstabilititen und minimale Oberflichenspannungen von bis zu 31 mN m™' Nach
Veresterung mit Ethanol wurden kationische Tenside erhalten, die eine moderate

antimikrobielle Wirkung gegen grampositive und gramnegative Bakterien sowie Hefe zeigten.

Stichworter: Aminosdure-Tenside, nachhaltige Synthese, Enzymkatalyse



Abstract

The current trend for greener products and processes has an increasing significance for the
chemical industry and plays a major role in surfactant synthesis which are produced and
released into the environment in large scale. To match this trend, this work follows two distinct
strategies: Firstly, the development and subsequent optimization of greener synthesis routes for
already established surfactants and secondly the development, characterisation, and evaluation
of novel structures.

Usually, amino acids are acylated following the Schotten-Bauman-procedure via chlorinated
carboxylic acids, which need to be synthesized by harmful and dangerous chlorination agents
in the first hand. Initially, alternative routes were evaluated in hindsight of their applicability
for the green synthesis of acyl-amino acids. Chemical coupling with propyl-phosphonic
anhydride (T3P) and enzymatic acylation with novel aminoacylase from Paraburkholderia
monticola (PmAcy) were found to be potentially viable candidates. The application of T3P
allows synthesis of acyl-amino acids in good yields without further need for protective groups.
The necessity for organic bases and the ability to easily produce tailor-made peptides qualifies
the route for the application in the production of speciality chemicals and pharmaceutical active
peptides.

The novel enzyme PmAcy accepts a variety of basic and hydrophobic amino acids as well as
fatty acids in varying chain lengths. The application in a buffer-free system and a potential
recycling strategy were demonstrated. The sustainable production of already established
antimicrobial agent N-lauroyl-arginine ethyl ester (LAE) was demonstrated in a two-step
enzymatic cascade with PmAcy and immobilized Pseudozyma antarctica lipase.

Successful development and synthesis of novel, completely bio-based surfactant structures was
done in a two-step approach. Myrcene or conjugated linoleic acid were coupled to cyclic
anhydrides maleic anhydride and citraconic anhydrides in a microwave-assisted reaction set-
up. Subsequent coupling to amino acids gave access to a variety of amphoteric and anionic
surfactants. Characterization of the surfactants showed good results with high foam stability
over the course of 30 minutes and minimal surface tensions of 31 mN m!. Further examinations
of ethyl-esterified products indicate a inhibitory effect against gram-positive and gram-negative

bacteria as well as yeast.

Keywords: amino acid-surfactants, sustainable synthesis, terpene, enzyme catalysis
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1 Einleitung

1.1 Einfithrung und Zielsetzung

Die Verwendung von Tensiden ist eng mit der Entwicklung der Menschheit verkniipft und
erstreckt sich von der ersten dokumentierten Herstellung von Seifen aus pflanzlichen oder
tierischen Fetten und Pottasche in der sumerischen Antike iiber die Entschliisselung der
Beziehung von Fettsiure und Olen durch MICHEL EUGENE CHEVREUL bis in die Neuzeit.! Eine
erste Revolutionierung der Synthese kam wihrend der franzdsischen Revolution mit der
Einfiihrung des LEBLANC-VERFAHRENS zur kiinstlichen Erzeugung von Soda und im
20. Jahrhundert mit der industriellen Einfilhrung synthetischer Tenside auf, die eine hohe
Verfiigbarkeit mit geringen Preisen fiir weite Teile der Bevdlkerung sicherstellte.* Die Anzahl
der verfligbaren Verbindungen und daraus resultierenden Produktmischungen hat sich in der
weiteren Entwicklung systematisch erhoht, so dass sich Tenside heute in nahezu allen
Bereichen des taglichen Lebens finden: vom Einsatz als Emulgatoren in der Produktion von
Nahrungsmitteln, Kosmetika und Pharmazeutika iiber die Anwendung in Farben und Lacken
bis hin zur klassischen Anwendung als waschaktive Substanzen in Korper- und Haushalts-
pflegeprodukten. Entsprechend sind Tenside nach Polymeren und Kunststoffen die zweitgrof3te
Produktgruppe der chemischen Industrie und in einer vielfdltigen Bandbreite mit unter-
schiedlichen Kettenlingen und hydrophilen Kopfgruppen verfiigbar.** Die globale MarktgroBe
wurde 2019 mit circa 46 Mrd. Dollar beziffert und ein stetiges Wachstum von bis zu 4,5 % p.a.
bis 2024 prognostiziert.®

In den letzten Jahren und Jahrzehnten fand im Denken der Anwender und Konsumenten ein
zunehmender Wandel zu griineren Produkten statt, der sich auch auf die Forschung {ibertragen
hat. Erkenntnisse aus aktuellen Untersuchungen haben den Verdacht bestdrkt, dass bisher
groBtechnisch hergestellte Tenside der Klasse der linearen Alkylbenzylsulfonate (LABS) durch
thre Toxizitdt gegeniiber aquatischen Lebewesen einen gravierenden Finfluss auf die
Artenvielfalt in Fliissen, Seen und Meeren haben, wihrend Alkylphenolethoxylate (APEO)
durch ihre Ostrogen-analoge Aktivitdit und Bioakkumulation einen starken Einfluss auf das
Verhalten und die Fortpflanzung von Wasserorganismen haben.”® Verstirkt wird die
Problematik dadurch, dass beide Stoffklassen petrochemische Erzeugnisse sind und somit eine
hohe Abhéngigkeit von der Erddlforderung aufweisen. Die Produktion und Foérderung der
Ausgangs-stoffe ist mit hohem Energieaufwand und starker Umweltbelastung verbunden.
Beide Aspekte wurden von der europdischen Kommission im ,,European Green Deal“ (EGD)

adressiert, der die Etablierung einer von fossilen Rohstoffen unabhéngigen, nachhaltigen und



energieeffizienten Kreislaufwirtschaft im europdischen Raum bis 2030 vorsieht.!®!! Daraus
resultiert flir die weitere Forschung und Produktion von Tensiden ein starker Druck, griinere
Produktionsrouten und neue, biobasierte Verbindungen zu entwickeln.

Vor allem Acylaminosédure- und Acylpeptid-Tenside zeichnen sich nicht nur durch eine hohe
Verfiigbarkeit der nachhaltigen Substrate und Vertraglichkeit der Produkte aus, sondern zeigen
auch eine gute Bioabbaubarkeit durch die Spaltbarkeit der erzeugten Amidbindung. Dennoch
weisen die Verbindungen bislang den gravierenden Nachteil auf, dass eine effiziente Synthese
in groBerem Maf3stab nur chemisch nach der etablierten Schotten-Baumann-Route erfolgt. Der
Einsatz von zuvor chlorierten Fettsduren flihrt in Bezug auf die Gesamtreaktion zur Bildung
von zusitzlichen Koppel- und Abfallprodukten und einer Verschlechterung der Umweltbilanz
der Reaktion. Ausgehend von der dargelegten Problematik und den stetig wachsenden
Anforderungen an oberfldchen- und waschaktive Verbindungen und deren zugrundeliegender
Chemie besteht ein stindiger Bedarf an Neuerungen und Innovationen im Bereich der Tensid-

Forschung. Daraus resultiert die zweigeteilte Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit:

1) Etablierung neuer, nachhaltigerer Synthesewege zur Herstellung der bereits etablierten
Tensidklasse der Acylaminosduren (vgl. Abbildung 1) im Einklang mit den von ANASTAS

und WARNER festgelegten /2 Prinzipien an die ,, Griine Chemie «12

2) Entwicklung und Charakterisierung neuartiger, griiner Tensid-Strukturen basierend auf

nachwachsenden Rohstoffen
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Abbildung 1: Gegeniiberstellung der Schotten-Baumann-Route und der im Rahmen der Arbeit
untersuchten griineren Alternativen.



1.2 Tenside

1.2.1 Struktur- und Eigenschaftsprofile amphiphiler Molekiile

Tenside sind amphiphile Verbindungen, die sich in ein hydrophiles und ein hydrophobes
Segment unterteilen lassen. Abbildung 2a zeigt den schematischen Aufbau und die Unterteilung
von Tensiden in hydrophilen und hydrophoben Anteil am Beispiel der Acylaminosiure
N-Lauroyl-Glycinat. Wihrend der hydrophobe Part hdufig durch lineare oder verzweigte
Kohlenwasserstoffreste gebildet wird, kann die polar-hydrophile Kopfgruppe eine Vielzahl von
Gestalten annehmen. Daher werden Tenside in der Regel nach den Eigenschaften der

Kopfgruppe in anionische, kationische, nicht-ionische und amphotere Tenside unterteilt und

0
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Konventionelles Gemini-Tensid Bola-Tensid
Tensid

Abbildung 2: (a) Aufbau und Einteilung in hydrophilen und hydrophoben Anteil des anionischen Tensids
N-Lauroyl-Glycinat und (b) schematische Darstellung von Tensiden mit mehr als einer Kopfgruppe.

Der amphiphile Charakter des Tensids ermdglicht die Anlagerung in die hydrophil-hydrophobe
Grenzfliche und damit auch die direkte Beeinflussung der Grenzflichen- bzw.

Oberflachenspannung. Der Polaritétsunterschied fiihrt dabei zur Orientierung der Kopfgruppen



in Richtung der polaren Phase, widhrend der hydrophobe Part sich zur unpolaren Phase
ausrichtet, so dass der Kontakt zwischen hydrophobem Segment und wéssriger Umgebung
minimiert wird.!>!# Im niedrigkonzentrierten Bereich liegen die Molekiile dabei dispergiert an
der Grenzfliche vor und bilden mit steigender Tensid-Konzentration durch Adsorption eine
vollstindig bedeckende Schicht an der Grenzfliche aus. Eine weitere Erhohung der
Konzentration resultiert in der Bildung von Mizellen, um den Kontakt des hydrophoben
Segments mit dem wissrigen Medium zu vermeiden. Die hydrophoben Reste werden dabei
zum Innern der Mizelle ausgerichtet, wihrend die hydrophilen Kopfgruppen den Mantel der
Mizelle bilden. Die Konzentration wird daher als kritische Mizellbildungskonzentration (engl.
critical micelle concentration, CMC) bezeichnet. Die ausgebildeten Mizellen kdnnen dabei je
nach Struktur und Konzentration des Tensids, der Temperatur und dem Salzgehalt der
umgebenden Losung Kugel-, Stibchen- oder Scheibchenmizellen ausbilden, die bei weiterer
Erhohung der Tensid-Konzentration in die iibergeordneten Strukturen von hexagonalen,
kubischen oder lamellaren Systemen iibergehen.!>!”

Neben den konventionellen, linearen Tensiden, aufgebaut aus einer Kopfgruppe mit einem
hydrophoben Rest, wurden auch weitere Strukturen mit mehr als einem hydrophilen Segment
(Abbildung 2b) entwickelt, die je nach Struktur und Verbindung der Tensid-Teile klassifiziert
werden. Die Produkte der Verkniipfung von mindestens zwei amphiphilen Molekiilen an oder
nahe der hydrophilen Kopfgruppen mittels eines Linkers oder Spacers werden als Gemini-
Tenside bezeichnet.'®2° Gemini-Tenside sind durch ihre starke Absenkung der Oberflichen-
spannung und sehr niedrige kritische Mizellbildungskonzentration verstérkt in den Fokus der
aktuellen Forschung geriickt. Diese Eigenschaften harmonieren besonders mit der Struktur von
Aminosdure-Tensiden, die durch die Seitenkette an der hydrophilen Kopfgruppe relativ simpel
mit weiteren amphiphilen Molekiilen oder Spacern verkniipft werden konnen.?'2* So genannte
Bola-Tenside hingegen zeigen einen dazu analogen Aufbau, verbinden die amphiphilen
Molekiile allerdings am hydrophoben Segment, so dass ein kettenartiges Molekiil mit hydro-
philen Gruppen an beiden Enden entsteht. Bola-Tenside zeigen vergleichbare Oberfldchen-
aktivititen und hohere CMC-Werte als nicht-verkniipfte Einzel-Tenside, weisen aber aufgrund

der anspruchsvolleren Struktur eine deutliche stirkere Faltung an der Grenzfliche auf.>2’



1.2.2 Historische Entwicklung von Tensiden

Tenside besitzen bedingt durch ihren amphiphilen Charakter die Féhigkeit, sich in hydrophil-
hydrophobe Grenzfldchen anzulagern und so die Eigenschaften der entsprechenden Grenz-
flichen zu beeinflussen. Diese Oberflachenaktivitét erzeugt auch den waschaktiven Charakter
der Verbindungen, die daher seit jeher Einsatz im Bereich der personlichen Hygiene finden.
Erste Nachweise der Seifenherstellung aus natiirlich vorkommenden Fetten und den Aschen
von Pflanzen finden sich bereits in der Antike und wurden bis weit in die Moderne in diesem
Male weitergefiihrt (vgl. Abbildung 3a). Die starke Abhédngigkeit der Seifenherstellung von
Soda oder Pottasche, welche bis dahin mit groem Aufwand und unter massiven dkologischen
Auswirkungen gefordert werden mussten, wurde durch das von NICOLAS LEBLANC entwickelte

Verfahren revolutioniert, mit dem Soda synthetisch aus Natriumchlorid, Schwefelsdure, Kalk
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Abbildung 3: Seifenherstellung mit Natriumcarbonat (a) und Gegeniiberstellung des LEBLANC- (b) und
SOLVAY-VERFAHRENS (c)."?



und Kohle gewonnen werden konnte (vgl. Abbildung 3b).! Hierdurch wurde langfristig eine
kostengiinstige Herstellung von Seifen ermoglicht, die Seifen auch einer breiteren Masse der
Bevolkerung zuginglich machte. Das spéter entwickelte SOLVAY-VERFAHREN ersetze
schlieBlich die Idee von NICOLAS LEBLANC durch Zugabe von Ammoniak und konnte als
zyklischer Prozess die entstehende Umweltbelastung des LEBLANC-Verfahrens vermeiden
sowie eine effizientere Synthese ermdglichen (Abbildung 3c).?

Ein Abweichen von der klassischen Formel des Kochens von natiirlich vorkommenden Fetten
mit basischen Verbindungen, in der Regel Hydroxide oder Carbonate von Alkalimetallen, kam
erst mit dem ersten Weltkrieg auf, als es kriegsbedingt zu einer Verknappung von natiirlichen
Fetten zur Seifenherstellung kam. Die hierzu entwickelten synthetischen Tenside, auch als
Syndets, von engl. ,,synthetic detergents, bezeichnet, wurden zunéchst durch die Sulfonierung
von Naphthalen-Derivaten und ab den 1920ern durch die Hydrierung von langkettigen Estern
zu den entsprechenden Alkoholen mit anschlieBender Veresterung mit Schwefelsdure gebildet.
Die zunéchst nur ,,aus der Not geborenen® Alternativen fiir die konventionelle Seifenproduktion
legten hiermit aber auch den Grundstein fiir den Erfolg von synthetischen Verbindungen wie
den Alkylbenzolsulfonaten (ABS) ab den 1940er Jahren.?%*

Zur Herstellung von Tetrapropylenbenzylsulfonat (TPS) wurde zundchst Benzol iiber die
FRIEDEL-CRAFTS-Alkylierung mit Propylentetramer, einer gemischten, verzweigten
Cip-Fraktion, verkniipft und dann durch Zugabe von SO3/H>SOs4 und anschlieBende
Neutralisation in die entsprechenden Sulfonate {iiberfiihrt. Die erhaltene Mischung von
grofitenteils verzweigten Dodecylbenzylsulfonaten lieferte exzellente Tensideigenschaften,
allerdings kristallisierte sich dabei auch schnell heraus, dass die synthetischen Stoffe im
Vergleich zu den natiirlich gewonnenen Seifen eine deutlich schlechtere Bioabbaubarkeit
besitzen, die in einer kontinuierlichen Anreicherung im Abwasser resultierte. Das
Aufschdumen von Fliissen und Klirbecken, das bis zum Betriebsstopp von Klarwerken durch
massive Schaumbildung fiihrte, machte den Umstieg von verzweigten Alkylbenzolsulfonaten
zu linearen Alkylbenzol-sulfonaten (vgl. Abbildung 4) notwendig und reduzierte so die
Problematik durch verbesserte Bioabbaubarkeit. Neben der Synthese iiber die FRIEDEL-
CRrAFTS-Alkylierung wurden in den Folgejahren auch weitere Syntheserouten entwickelt, die
ausgehend von Olefinen eine gezielte Synthese linearer Produkte ermdglichen. Allerdings
bilden auch hier in der Regel Chlor-Alkane und -Alkene den Grundstein fiir die Reaktion, so

dass eine griine Reaktionsfiihrung nur bedingt moglich ist.!?%73!
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Abbildung 4: Synthese von ABS iiber Friedel-Crafts-Alkylierung und schematische Darstellung von TPS
und LABS.

Weitere Einschrankungen in der generellen Anwendbarkeit zeigten sich in neuesten Unter-
suchungen, die unter Anderem nahelegten, dass die verbleibende Konzentration an LABS in
Flissen und Seen zu einer massiven Beeintrichtigung des aquatischen Lebens im ent-
sprechenden Biom fiihrt, da die LABS eine hohe Toxizitidt gegeniiber den betroffenen Tieren
besitzen. Daraus resultierte in den letzten Jahren zunéchst eine Einschrinkung und schluss-
endlich ein Verbot des Einsatzes in herkommlichen Reinigungs- und Pflegeprodukten in der
EU und den USA. Auch die zweite grofStechnisch relevante Klasse an Tensiden, die Alkyl-
phenolpolyethoxylate wurde im gleichen Zeitraum stark eingeschrinkt, da sie einerseits ebenso
aus mittlerweile limitierten, petrochemischen Rohstoffen gewonnen werden. Andererseits
lieferten aktuelle Untersuchungen Hinweise auf eine Bioakkumulation im Fettgewebe von
Fischen. Die Anreicherung im Korper der Tiere fiihrte zu einer negativen Beeinflussung des
Fortpflanzungsverhaltens und des Hormonhaushalts durch die dstrogen-artige Aktivitdt der

Tenside.”32

1.2.3 Neue Routen zu nachhaltigen biobasierten Produkten

Aufgrund der oben genannten Problematiken hat sich sowohl der Fokus der Forschung als auch
das offentliche Interesse der Konsumenten hin zu griineren, nachhaltigeren Tensiden
verschoben. Vermehrt wird dabei eine ressourceneffiziente Produktion aus nachwachsenden
Rohstoffen angestrebt, deren Produkte bei hoher Leistung dennoch keinen negativen Einfluss
auf die Umwelt haben sollen. Eine Entwicklung, der auch im European Green Deal Rechnung
getragen wird. Von besonderem Interesse sind dabei zum einen natiirlich vorkommende
Tenside, die von Pflanzen und Mikroorganismen gebildet werden und oft Teil der natiirlichen
Abwehrmechanismen sind, und zum anderen Tenside, die auf biologischem oder chemischem
Wege aus nachwachsenden Substraten hergestellt werden konnen. Analoga zu den bereits
gezeigten LABS bilden dabei die Gruppen der Fettsduresulfonate und der Fettalkoholsulfate.

Hierbei werden die entsprechenden Substrate mit einer Kettenldnge von Cio- Cis analog zur



Methodik der LABS sulfoniert. Die erhaltenen anionischen Tenside zeigen sehr gute
Tensideigenschaften, wobei mit steigender Kettenldnge auch die Waschleistung zunimmt und
die Verbindungen hautfreundlicher werden. Das entsprechende Gegenion bildet, je nach
Herstellungs- und Neutralisationsprozess, ein Alkali- oder Ammoniumkation. %3335

Als nachhaltigere Alternativen, die auf den Sulphonierungs-Prozess und die damit verbundenen
Chemikalien verzichten, seien an dieser Stelle Zucker- und Aminosédure-basierte Tenside
genannt. Bei diesen bildet die namensgebende Gruppe die hydrophile Kopfgruppe und der
hydrophobe Part wird in der Regel durch Addition von Fettalkoholen oder Fettsduren gebildet.
Beide Stoffgruppen dominieren gemeinsam derzeit den Markt fiir die vollstindig biobasierten
Tenside, auch in Hinblick auf die akademische Forschung.>>* In den letzten Jahren wurden
beide Verbindungsklassen auch von global agierenden Unternehmen, wie der BASF, Evonik
und Unilever produziert.’®*” Dabei liefert der Einsatz der namensgebenden Saccharide vor
allem nichtionischen Tenside (vgl. Abbildung 5) wie Alkylglucoside (AG), Rhamno- (RL) oder
Sophorolipide (SL), die je nach verwendetem Fettalkohol und Zucker in ihren Eigenschaften
variieren. AG und Fettsduresulfonate werden dabei in der Regel chemisch hergestellt, wobei
die Herkunft der Substrate nicht zwangslaufig zu 100 % nachwachsenden Ursprungs sein
muss.!*
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Abbildung 5: Strukturen chemisch und biotechnologisch erzeugter Zucker-Tenside.

Die RL- und SL-Verbindungen hingegen sind oft Teil der natiirlichen biochemischen Prozesse
von Mikroben und dort zum Beispiel Teil der Inmunabwehr. Aktuelle Untersuchungen legen

daher hdufig den Fokus auf die Ganzzell-Katalyse, bei der Tenside in mikrobiellen Zellen



hergestellt werden und die mittlerweile sehr hohe Ausbeuten erlauben. Uber weitere
Identifizierung von Biotensid-produzierenden Mikroorganismen und genetische Optimierung
der Produktionsstimme wird das technisch zugédngliche Spektrum an verfligbaren Biotensiden
kontinuierlich erweitert.>8 4!

Die als Kopfgruppen eingesetzten Aminosduren und kurzkettigen Peptidstrukturen erzeugen
eine hohe Bandbreite von vor allem anionischen oder amphoteren Verbindungen.>**** Die
parallel zu den Zuckertensiden stehenden Verbindungen kdnnen, bedingt durch die Struktur der
Aminosauren, nach der Art der Verbindung von Aminosdure und hydrophobem Rest nochmals
unterteilt werden. Hieraus ergeben sich beispielsweise die Ester- und Amid-Tenside, die durch
die Reaktion der Sduregruppe mit einem Alkohol bzw. Amin erhalten werden. Dariiber hinaus
erzeugt die Reaktion der Amin-Funktion mit Alkylhaliden N-Alkyl-Aminoséure-Tenside und
mit Acylhaliden entsprechend N-Acylaminosiuren und N-Acylpeptide (vgl. Abbildung 6).4>4
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Abbildung 6: Synthesewege zur Herstellung von Aminosiure-Tensiden.

1.2.4 Aminosiure-Tenside: Acylaminosiuren und Lipopeptide

Aminoséuren sind wichtige Bausteine des Lebens und daher quasi omniprasent im téglichen
Leben. Ein Grofteil der Aminosduren ist dabei im Aufbau von Peptiden und Proteinen
gebunden, die verschiedenste Funktionen in den Zellen und im Kérper iibernehmen kénnen.*”
% Die Gewinnung und Synthese von Aminosiuren wurde aufgrund dieser vielfiltigen
Eigenschaften daher schon friih untersucht und weiterentwickelt. Erste Erfolge in der Synthese
wurden von ADOLPH STRECKER bereits 1850 mit der nach ihm benannten Cyanhydrin- bzw.
STRECKER-Synthese erzielt. Die Herstellung von Alanin gelang ausgehend von Acetaldehyd
durch Reaktion mit Ammoniak und Blauséure. Allerdings liefert die Synthese durch mangelnde

asymmetrische Induktion eine Mischung aus D- und L-Alanin.’"*? Auch die Synthese von



Cystein basierend auf der weiterentwickelten Methode von ASINGER und die Herstellung von
Methionin aus Acrolein, Blausdure und Methylmercaptan bendtigt nicht nur gesundheits- wie
auch umweltschédliche Chemikalien, sondern liefert in der Regel racemische Mischungen von
Aminosduren, die nach der Synthese noch chromatographisch getrennt werden miissen.
Attraktiver ist daher die Gewinnung von Aminosduren aus natiirlichen Peptid- und Protein-
quellen, wodurch zwar je nach eingesetztem Substrat eine Mischung von Aminosduren mit
unterschiedlichen Anteilen erhalten wird, allerdings auch nur Isomeren-reine L-Aminoséuren
erhalten werden. Die gingigste und auch grof3technisch angewandte Methode zur Spaltung der
Peptidbindungen ist die saure Hydrolyse durch Zugabe von Salzsdure, der eine chromato-
graphische Trennung der einzelnen Aminoséduren nachgeschaltet wird. Durch ihre
unterschiedlichen Polarititen kann eine gezielte Elution einzelner Aminosduren erreicht
werden. >3

Alternativ lassen sich die Aminosduren gezielt auf fermentativem Wege erzeugen, wobei unter
anderem Escherichia coli und Corynebacterium glutamicum eingesetzt werden. Beide
Bakterien-Gruppen finden vielfdltige Anwendung in der Produktion von Aminosduren und
akzeptieren eine hohe Bandbreite an Zuckern als Substrate. Coryneforme Bakterien liefern
bereits heute weltweit eine Produktion von circa 1 Mio. t/a an L-Glutaminsdure, das unter
anderem in Form von Mononatrium Glutamat in der Lebensmittelindustrie und verestert als
Detergens eingesetzt wird. C. glutamicum wird dariiber hinaus fiir die Erzeugung von
verschiedensten anderen Aminoséuren wie Phenylalanin, Serin, Prolin und Arginin eingesetzt.
Mit genetisch modifizierten Strangen von C. glutamicum kdnnen Lysin und Glutaminsiure mit
iiber 50 % Ausbeute hergestellt werden.’*®® Auch E. coli lisst sich als flexibles Werkzeug fiir
die Herstellung von unter anderem Lysin, Methionin, Tyrosin und Threonin einsetzen. Durch
Modifikation einzelner Gene ist PARK und LEE die selektive Herstellung der unpolaren
Aminosduren Valin, Leucin und Isoleucin gelungen, widhrend RODRIGUEZ ET AL. durch
selektive Modifikationen die gezielte Produktion der aromatischen Aminoséduren Tryptophan,

Tyrosin und Phenylalanin erreichte.%'-%4

1.2.4.1 Acylaminosduren

N-acylierte Aminosduren und Peptide sollen im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit
besonderer Aufmerksamkeit betrachtet werden, da sie mit N-Lauroyl-Glutamat bereits heute in
der industriellen Produktion von Bedeutung sind und sich durch die variable Seitenkette

interessante Moglichkeiten zur Strukturvariation bieten. Die Tenside werden dabei wegen ihrer



guten Bioabbaubarkeit und daraus resultierender geringen Okotoxizitdt als attraktive
Alternativen zu bisher etablierten, zumeist petrochemischen Tensiden betrachtet. Des Weiteren
zeichnen sie sich durch milde und hautschonende Eigenschaften aus, die sie auch in der
Anwendung von kosmetischen Produkten besonders vertrdglich machen. Die hohe technische
Verfiigbarkeit und der regenerative Charakter der benétigten Substrate in Form von
Aminosduren und Fettsduren erlaubt eine grilne Produktion in grolem Mafstab. Gleichzeitig
ermoglicht dies die Synthese von Verbindungen mit hohem Diversitéitsgrad. Die Fettsduren
konnen dabei in Kettenldnge, Verzweigung und Modifikation am Kohlenstoff-Gertist variiert
werden. Die Aminosduren hingegen erlauben den Zugriff auf ein Set bestehend aus den
20 proteinogenen und weiteren nicht-proteinogenen Aminosduren mit unterschiedlichen
strukturellen Motiven in der Seitenkette.?>%>%

Untersuchungen zu den kationischen Acylaminosduren, die aus Arginin und Lysin gebildet
werden konnen, zeigen hier neben guten physikochemischen Eigenschaften auch eine starke
antimikrobielle Wirkung gegen verschiedenste fiir die Nahrungsmittelindustrie relevante
Keime, aber auch gegen maritime Mikroben, die fiir Biofouling an osmotischen Membranen
verantwortlich gemacht werden.”® 7 Nachfolgende Evaluationen haben fiir N-Lauroyl-Arginin-
Ethylester (LAE) zusétzlich eine exzellente Bioabbaubarkeit und nicht vorhandene Toxizitit
durch Metabolisierung zur Laurinséure, Arginin und Ethanol ergeben. In Folge der Zulassung
durch die amerikanische Lebensmittel- und Arzneistoffzulassungsbehorde (Food and Drug
Administration, FDA) und die Europédische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (European
Food Safety Authority, EFSA) wird LAE auch grofitechnisch als antimikrobielles Lebensmittel-

additiv hergestellt und eingesetzt.”>’7 %

1.2.4.2 Lipopeptide

Ebenso nutzt auch die Natur Lipopeptide, also Strukturen aus kurzkettigen, oft zyklischen
Peptiden im Verbund mit hydrophoben Lipid-Resten, um tensidische Verbindungen zu
erzeugen. Prominente Beispiele hierfiir sind die hepta-Peptid-Verbindungen Surfactin und die
Gruppe der Iturine (vgl. Abbildung 7), deren Produktion durch Mikroorgansimen der Gattung
Bacillus nachgewiesen werden konnte. Die tensidischen Molekiile werden von den Zellen zur
Abwehr von konkurrierenden Mikroben freigesetzt.>*81:32 Durch eine Zunahme der Resistenzen
von Bakterien und der Entwicklung multiresistenter Keime, die vor allem die Behandlung von
ohnehin schon erkrankten Menschen erschwert, sind die natiirlich vorkommenden, Peptid-

basierten Verbindungen als Alternative fiir etablierte Antibiotika in den Fokus geriickt.



Ausgehend von den vergleichsweise groflen natilirlichen Lipopeptiden wurde daher in den
letzten Jahren auch vermehrt Entwicklungsarbeit zur Synthese und Etablierung von
antimikrobiell wirkenden Verbindungen geleistet. Ziel ist dabei eine effiziente, chemische
Synthese von so genannten kurzkettigen antimikrobiellen Peptiden (short antimicrobial
peptides, SAMP). Genauere Untersuchungen von HAUG, ISAKSSON und STROM zeigten dabei
eine hohe Wirkung durch Kombination der positiv-geladenen Aminosdure Arginin mit der
sterisch anspruchsvollen Aminosiure Tryptophan bzw. Derivaten von Trp. Vermutet wird die
Wirksamkeit dabei durch die Kombination beider Faktoren. Die kationisch bzw. partiell positiv
geladenen Aminosduren begiinstigen eine Anlagerung an die negativ geladenen Teile der
Zellmembranmolekiile. Die ausgeprdgten unpolaren und aromatischen Anteile hingegen
wechselwirken effektiv mit dem Inneren, ebenfalls unpolaren Anteil der Doppellipidschicht.
Die Einlagerung der Peptid-Verbindungen sorgt damit zur Ausbildung von Tunneln und
Liicken in der Zellmembran, wodurch der lebensnotwendige Konzentrationsgradient von
Salzen nicht aufrechterhalten werden kann und Peptide und Néhrstoffe austreten, wodurch

schlussendlich der Zelltod eintritt.33-%7
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Abbildung 7: Struktur von ausgewihlten natiirlichen und synthetischen antimikrobiellen Peptiden.

Die Gruppe um MAKOVITZKI hingegen nutzte zur Verstirkung des Effekts die basische
Aminosdure Lysin in Kombination mit Glycin oder Alanin zur Synthese kurzkettiger Peptide.

Eine anschlieende Acylierung am N-Terminus mit Palmitinséure begiinstigt das Verhalten zur



Einlagerung in Membranen.®®® Die Gruppe um LAVERTY nutzte mit Laurinsiure oder
Myristinsdure N-acylierte Peptide aus der nicht-proteinogenen Aminoséduren Ornithin und

Tryptophan, um antimikrobielle Lipopeptide zu erzeugen.”

1.3 Synthesestrategien zu Aminosiure-basierten Tensiden

Rein mechanistisch betrachtet werden die Verbindungen durch die Kondensationsreaktion der
Amin-Funktion einer Aminosdure bzw. eines Peptids und der Sduregruppe einer Fettsdure
gebildet. In der praktischen Anwendung hingegen fiihrt die Kombination von hydrophoben
Fettsduren und hydrophilen Aminosduren oft zu Loslichkeitsdifferenzen und der Konzentration
der Substrate in unterschiedlichen Phasen. Auch bei erfolgreicher Solubilisierung in derselben
Phase tritt in der Regel keine Produktbildung, sondern nur die Protonierung der Amin-
Funktionen ein, wodurch eine unreaktive Mischung ausgebildet wird.>*® Diese Hiirden kénnen
durch Zugabe von 16sungsvermittelnd wirkenden Stoffen reduziert werden, eine erfolgreiche
Umsetzung erfordert allerdings hiufig die vorherige Aktivierung der Sauregruppe. Zur
Synthese von Aminosédure-basierten Tensiden stehen verschiedene Moglichkeiten zur

Verfiigung, die in den folgenden Abschnitten ndher erldutert werden sollen.

1.3.1 Schotten-Baumann-Route

Die géngigste chemische und auch grofitechnisch angewandte Methode zur Aktivierung der
Fettsduren ist der Einsatz von Sédurechloriden im Rahmen der Schotten-Baumann-Route. Die
urspriinglich von CARL SCHOTTEN und EUGEN BAUMANN zur Bildung von Benzoesdureestern
aus Benzoylchlorid entwickelte Methode wird auch heute noch zur Umsetzung von Alkohol-
und Amin-Nucleophilen zu den entsprechenden Estern und Amiden eingesetzt.”'® Das
Reaktionsschema der Schotten-Baumann-Reaktion fiir Lauroylchlorid mit einer Aminoséure ist
in Abbildung 8 dargestellt. Die Bildung der Carbonsdurechloride geschieht dabei {iber die
Chlorierungsreagenzien Phosphortrichlorid, Phosgen oder Thionylchlorid.”* In der
theoretischen Betrachtung reicht die Zugabe des Chlorierungsagenten zur Carbonséure aus, um
unter Abspaltung von HCI das entsprechende Acylchlorid zu generieren. Dennoch wird zur
Steigerung der Reaktivitdt und der Ausbeuten in der Regel DMF in katalytischem Maf3stab
zugesetzt, wodurch sich wihrend der Chlorierung zunichst ein Chlor-Iminium-Ion, Vilsmeier-
Reagenz genannt, bildet.”>*® Das Iminium-lon wird im Anschluss von der Carbonsiure

nucleophil angegriffen, das Chlorid-Anion abstrahiert und das Iminium-Ion wieder hergestellt.



Das freie Chlorid kann sich dann an den Carbonyl-Kohlenstoff anlagern und unter Spaltung des

Esters DMF abspalten und in den Katalysezyklus einbringen.®”*8
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Abbildung 8: Reaktionsschema der Schotten-Baumann-Reaktion (blau) mit Katalysezyklus der DMF-
vermittelten Acylierung einer Carbonsiure mit Thionylchlorid (griin) und dem zugrundeliegenden
Mechanismus der Acylierung einer Aminosiure mit dem gebildeten Carbonséaurechlorid (rot).

Die mechanistische Betrachtung zeigt eine nucleophile Substitution durch Anlagerung der
Amin-Funktion an das Carboxyl-Kohlenstoffatom. Durch Umlagerung des Elektronenpaares
vom Oxid-Anion unter Wiederausbildung der Doppelbindung und konzertierte Abstraktion der
Chlorid-Gruppe wird zunéchst das protonierte Amid gebildet. Im anschlieBenden Schritt wird
das N-protonierte Amin durch das Hydroxid-Anion der Base deprotoniert und das Chlorid-
Anion bildet mit dem Natrium-Kation NaCl.”*%

Die Anpassung der Syntheseroute zur N-Acylierung von Aminosduren wurde von TAKEHARA
in den 1970ern demonstriert und wird seitdem fiir die industrielle Produktion von Acylamino-

siuren genutzt.!%

Wihrend in der organischen Synthese oft Pyridin anstelle von Alkali-
hydroxiden eingesetzt wird, verbleibt die Synthese von Acylaminosduren bei der Verwendung

von NaOH zur Neutralisation. Einerseits wird dies durch den ohnehin stark hydrophilen



Charakter von Aminosduren und die daraus resultierende Prdsenz von Wasser im System
begiinstigt, andererseits kann so auf eine aufwindige Abtrennung des Pyridiniumhydrochlorids
verzichtet werden und stattdessen das stochiometrisch anfallende NaCl durch Waschen mit
Wasser entfernt werden,>!+100:101

Besonders die stochiometrische Bildung und damit notwendige Neutralisation von HCI im
Verlauf der Reaktion als auch die initiale Chlorierung der Fettsduren unter Einsatz von Phosgen,
Thionylchlorid oder Phosphorchloriden und DMF bieten deutliches Verbesserungspotenzial in

Hinblick auf die griinere Reaktionsfiihrung.'%71%

1.3.2 T3P vermittelte Synthesen

Neben der initialen Chlorierung lassen sich Carbonséuren auf chemischem Wege durch diverse
Kupplungsreagenzien aktivieren. Das Uberfiihren in einen aktivierten und reaktiveren Zustand
funktioniert zwar mit einer Vielzahl erprobter Systeme, birgt aber den Nachteil, dass in der
klassischen organischen Synthese verwendete Reagenzien oft iiberstochiometrisch eingesetzt
werden miissen, zusitzliche Additive bendtigen und hiufig gesundheits- oder umweltschédlich
sind. Das Gefahrdungspotenzial und die direkte Schédlichkeit von Kupplungsreagenzien wie
HOBt, HATU, HBTU und PyBOP konnte durch Verwendung angepasster Reagenzien wie
COMU (vgl. Abbildung 9) deutlich reduziert werden. Durch Anpassung der Reaktions-
bedingungen, Losungsmittelwechsel und Anwendung von Mikrowellenstrahlung konnten die

Reaktionen zwar umweltfreundlicher und schonender gestaltet werden, allerdings verbleibt

dennoch die Problematik der zumindest stochiometrischen Anwendung der Reagenzien. %198
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Abbildung 9: Strukturformeln organischer Kupplunsgreagenzien.



Als attraktive Alternative bietet sich daher das Phosphor-basierte zyklische Propanphosphon-
sdure-Anhydrid (T3P) an, welches zwar ebenfalls stochiometrisch angewandt werden muss,
aber nach Abschluss der Reaktion mit der wissrigen Phase extrahiert und rezykliert werden
kann.!'?!1% Vorteil des Reagenzes ist neben der hohen Stabilitit bei Wasserausschluss auch die
im Vergleich zu herkdmmlichen Kupplungsreagenzien deutlich geringere Schédlichkeit fiir
Mensch und Umwelt.'"! Generell wird T3P bislang zur gezielten chemischen Kupplung von
Peptiden eingesetzt, wobei auch hier Schutzgruppen-Strategien zur Vermeidung von
Nebenprodukten und zur Erh6hung der Selektivitit genutzt werden. Darunter unter anderem
Carboxy-Methyl-Dipeptide als Inhibitoren fiir das Angiotensin-Umwandelnde-Enzym (ACE).
Dabei konnen auch sterisch anspruchsvolle Verbindungen synthetisiert und zyklisiert
werden.!1>"11* Zusitzlich dazu erlaubt das Reagenz auch den Einsatz in einer Vielzahl anderer
Reaktionen: Neben der Aktivierung von Carbonsdure-Gruppen und anschliefender Amidierung
bzw. Veresterung inklusive durch Ringspannung anspruchsvoller Lactame, wurde auch die
Bildung von Nitrilen ausgehend von Carbonsduren demonstriert.!!>"!1® Ebenso wurde die
Synthese von a-Aminophosphonsduren, die Einsatz als Pflanzenschutzmittel oder in Anti-
biotika finden, im Rahmen der Kabachnik-Fields-Reaktion mit T3P erfolgreich demonstriert.
Auch die Produktion von Coumarinen, die Anwendung in der Pharmaproduktion fiir die
Krebstherapie, fiir die Behandlung von HIV-Medikamenten und als Antioxidantien finden,
konnte durch die Perkin-Reaktion an Aldehyden und Ketonen sowie die Hydroxyaminierung
der Carbonyle gezeigt werden.''*!?0 Zu diesem Zeitpunkt liegt allerdings noch kein Bericht
iiber eine Anwendung in der gezielten Synthese von Acylaminosduren und ihren Derivaten vor.
T3P agiert dabei durch Anlagerung an die deprotonierte Carbonsduregruppe (vgl. Abbildung
10). Dabei bildet T3P in dem Carbonsédure-Addukt eine bessere Abgangsgruppe und kann im
Anschluss durch eine nucleophile Gruppe verdriangt werden. Im Verlauf der Reaktion nimmt
das zyklische T3P mechanistisch betrachtet ein Aquivalent Wasser auf, welches im Anschluss

thermisch entfernt und das T3P dabei rezykliert werden muss,!1%113:117.118,120,121
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des T3P-vermittelten Reaktionszyklus.

1.3.3 Biokatalytische Syntheserouten

1.3.3.1 Lipasen und Proteasen

In Hinblick auf die griinere Reaktionsfiihrung bilden vor allem enzymatische Ansétze den
Schwerpunkt der Forschung, da die Enzyme oft unter milderen Bedingungen und mit héherer
Selektivitét als chemische Reagenzien arbeiten. Generell wurden dabei auch Enzyme unter-
sucht, die unter reguliren Bedingungen nicht auf die Spaltung oder Verkniipfung von
Carbonsduren und Aminosduren ausgelegt sind.

Hierbei wurden sowohl Peptidasen, die in der Natur vor allem in der Hydrolyse von

Peptidbindungen Anwendung finden, als auch Lipasen in Betracht gezogen, die ihrerseits



Carbonsdureester spalten. Da die enzymatisch beeinflussten und katalysierten Reaktionen in
beiden Fiéllen Gleichgewichtsreaktionen sind, sind in der theoretischen Betrachtung beide
Enzymklassen in der Lage auch die Synthesereaktion unter Wasserabspaltung zu vermitteln

(vgl. Abbildung 1 1)_1227124
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Abbildung 11: Von Lipasen (A) und Proteasen (B) katalysierte Gleichgewichtsreaktionen.

Die Anwesenheit von Wasser ermdglicht und begiinstigt dabei das Ablaufen der Hydrolyse-
Route. Die Untersuchungen beschrinken sich vielfach auf die kommerziell immobilisiert
verfligbaren und robusten Enzyme Candida antarctica Lipase B (CALB) und Rhizomucor
Miehei Lipase (RMIM). In Tabelle 1 sind verschiedene Produkte und Ausbeuten aus der
Literatur aufgefiihrt. Erste Experimente legten den Fokus auf die Verbindung von organischen
Aminen mit Fettsduren und den Ubertrag der erfolgreichen Reaktion auf die polare Aminosiure
Lysin. Dabei zeigte sich das unterschiedliche Reaktions- und Ldslichkeitsverhalten von
Aminoséuren bei deutlich geringerer Ausbeute von 35 %.!2>!26 In der weiteren Entwicklung
erfolgte dann die Verbindung von Zucker-Aminen und Aminosduren mit langkettigen
Fettsduren.

Tabelle 1: Uberblick iiber die Anwendung und Ausbeuten von Lipasen in der Synthese von acylierten
Aminen und Aminosiuren

Enzym Zielprodukt Ausbeute Y [%] Literatur
1 RMIM N-Oleoyl-Lysin 35 125,126
2 CALB N-Oleoyl-Glucamin 96 4127128
3 CALB N-Oleoyl-Me-Glucamin 96
1-O-(N-Cbz-L-Phe)-3-0O-
4 CALB 80 129

Myristoylglycerol




Enzym Zielprodukt Ausbeute Y [%] Literatur

1-O-lauroyl-rac-glycero-3-O-
5 CALB 84
(Na -Boc-L-Arg)

1(2)-O-lauroyl-rac-glycero- 130

6 RMIM 3(2)-O-(Ny 82
-acetyl-L-Tyr)

7 N-Arachidonoyl-L-Gly 10

CALB 131
8 N-Arachidonoyl-L-GlyO-#-Bu 75
9 N-Oleoyl-L-Lys-Ser 57

CALB 132
10 N-Oleoyl-L-Carnosin 32

Bis(Ng-acyl-L-arginine) o,m-
11 Papain ‘ ( Y © ) 70 133
dialkylamide dihydrochloride

B. subtilis )
12 N-Lauroyl-L-Glycin 40 134
Protease

Mit der Lipase B aus C. antarctica konnte der Amino-Zucker N-Methyl-Glucamin mit Olsiure
verbunden werden. Initiale Experimente zeigten eine maximale Ausbeute von bis zu 96 %,
weitere Optimierungen und der Einsatz von Olsiduremethylester (OSME) konnten die
Reaktionszeit auf 10 h bei 90 °C reduzieren.**127:128

Eine Abwandlung der Reaktion nutzte die natiirliche Substratkombination aus Fettsduren und
Glycerin der Lipasen aus. Dazu wurden die N-geschiitzten Aminosduren zundchst C-terminal
mit Glycerin verestert und anschlieend das Glycerin-Derivat mit den Fettsduren enzymatisch
umgesetzt. Die Glycerin-Verlinkung von Arginin, Glutaminséure und Tyrosin mit Laurinsdure
lieferte so 75-85 % Ausbeute mit CALB und RMIM. Myristinsdure zeigte einen signifikant
langsameren Reaktionsfortschritt, so dass Reaktionszeiten von 25 — 40 h benétigt wurden. '2%13
Langkettige Arachidonoylglycine wurden erfolgreich mit immobilisierter CALB synthetisiert,
wobei der groBite Einflussfaktor hierbei die unterschiedliche Loslichkeit ist, so dass in
Acetonitril ausgehend von freiem Glycin maximal 6 % Ausbeute erhalten wurde, mit fert-
Butyl-veresterter Aminosdure hingegen, stieg die Ausbeute nach 24 h auf ca. 52 % an. Ein
Wechsel auf das unpolarere 2-Methyl-2-Butanon (2M2B) als Ldsungsmittel erhohte die
erhaltene Produktmenge auf 10 % bzw. 75 %.'3! Das Dipeptid Lys-Ser und Carnosin (B-Ala-

His) konnten in 2M2B erfolgreich mit Olsiure verbunden werden und lieferten Ausbeuten von

36 % bzw. 10 %. Der Wechsel auf die ionische Fliissigkeit [BMIM][PF¢] (1-Butyl-3-



Methylimidazolium-tetrachloroaluminat Phosphorhexa-fluorid) verbesserte die Loslichkeit
von Lys-Ser deutlich und fiihrte so zu erhdhten Ausbeuten von 57 %, Carnosin hingegen zeigte
keine Loslichkeit in der ionischen Fliissigkeit.!*? Eine Anwendung von Papain war vor allem
zur Verknilipfung von zwei Acyl-Argininen zur Ausbildung von Gemini-Tensiden
erfolgreich.!*®> Mit der Protease aus B. subtilis hingegen verlief auch die Verkniipfung von

Laurinsiure mit Glycin erfolgreich und lieferte bis zu 40 % Ausbeute.'>*

1.3.3.2 Aminoacylasen

Biochemisch betrachtet wird die Umsetzung von kurz-, mittel- und langkettigen Carbonsauren
acylierten Aminen bzw. Aminosiuren durch die Klasse der Aminoacylasen (EC 3.5.1.14)
katalysiert. Aminoacylasen lassen sich dabei als Hydrolasen mit dem Metall-Kofaktor Zink
einteilen, die die Amidbindung zwischen Amin und Carbonsiure beeinflussen (vgl. Abbildung
12). Die Bandbreite der Enzyme, welche in vielen Organismen gefunden werden, reicht dabei
von sehr eng ausgerichteten Enzymen, die nur bestimmte strukturelle Motive, ausgewihlte
Aminoséuren oder bestimmte Carbonsduren, oft Essigsdure bzw. Acetyl-Reste, akzeptieren, bis
hin zu sehr breit aufgestellten Enzymen, die einen weiten Bereich an Aminoséuren und mittel-

bis langkettige Fettsiuren umwandeln kénnen. '3!3
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Abbildung 12: Von Aminoacylasen beeinflusstes Gleichgewicht zwischen Acylaminosiure sowie Fettsiiure
und Aminosiure.

Die Verschiebung dieses Gleichgewichts zur Synthese von acylierten Aminosduren ist ein in
der Literatur hdufig beschriebener Ansatz, um die Fihigkeiten der Enzyme in der gezielten
Synthese nutzbar zu machen. Erste Versuche zur Prozessentwicklung und -implementierung
fokussierten sich vor allem auf kurzkettige Acetylreste und Fettsduren im Bereich von C; - Cs.
Ziel war dabei die gezielte Synthese kurzkettiger Acylaminosduren als Ausgangsstoff fiir unter
anderem Nahrungsmittelzusitze und Pharmazeutika.!’*!* Eine Ubersicht der verschiedenen
Enzyme und Produkte ist in Tabelle 2 dargestellt. Vor allem der Einsatz von wasserfreien

Losungsmittelsystemen oder solchen mit minimalem Wasseranteil basierend auf DMF, Dioxan



oder Hexan zeigte sich vorteilhaft. Die Verschiebung des Gleichgewichts nach dem Prinzip von

LE’CHATELIER lieferte in kurzer Zeit hohe Ausbeuten.!4%-14!

Tabelle 2: Uberblick iiber die Anwendung und Ausbeuten von Aminoacylasen in der Synthese von
acylierten Aminosiuren

Enzymquelle Zielprodukt Ausbeute Y [%]  Literatur
N-Acetyl-L-Met 5
Aspergillus sp. 138
N-Valeryl-L-Met 4
N-Acetyl-L-Met 90
N-Formyl-L-Met >85
139-141
N-Propyl-L-Met >85
N-Acetyl-L-Ala/Leu/Ser/Val >80
N-Capryloyl-L-Glu 29
Acylase I (Schweine N-Decanoyl-L-Glu 27
Niere / Innereien) N-Lauroyl-L-Glu 30
N-Myristoyl-L-Glu 0 -
N-Decanoyl-L-Arg 40
N-Lauroyl-L-Arg 82
N-Myristoyl-L-Arg 70
N-Palmitoyl-L-Arg 19
Ne-Capryloyl-L-Lysin 59
Ne-Lauroyl-L-Lysin >99
Streptomyces
Ne-Myristoyl-L-Lysin >99 143-146
mobaensis
Ne-Palmitoyl-L-Lysin <5
Ne-Oleoyl-L-Lysin <5
Ne-Lauroyl-L-Lysin 40
N-Capryloyl-L-Arg 20
N-10-Undecenoyl-L-Arg 24
N-Lauroyl-L-Arg 24
S. ambofaciens N-Oleoyl-L-Arg 8 147-149
N-Capryloyl-L-Met 20
N-10-Undecenoyl-L-Met 22
N-Lauroyl-L-Met 20

N-Oleoyl-L-Met 15



Enzymquelle Zielprodukt Ausbeute Y [%]  Literatur

N-Lauroyl-L-Arg 89
Burkholderia sp. N-Lauroyl-L-Phe 51 150
N-Lauroyl-L-Val 23

In darauf aufbauenden Arbeiten wurde zundchst die Anwendbarkeit von Enzymen, die
kurzkettige Fettsduren als Substrate akzeptierten, auf die Acylierung mit Fettsduren hoherer
Kettenldnge untersucht. Unter Einsatz der Aminoacylase I konnten so die tensidischen
Verbindungen N-Lauroyl-L-Glutaminsdure und -Arginin mit einer maximalen Ausbeute von
44 % und 82 %, nach einer Reaktionszeit von 24 h bzw. 144 h erhalten werden. Fettsduren mit
einer Lange von 8 - 12 Kohlenstoffatomen lieferten fiir Glutaminsiure konstante Ausbeuten im
Bereich von 40-50 %, fiir Tridecansdure (C13:0) hingegen nahm die Ausbeute stark ab und
Myristinsdure (C14:0) zeigte keinerlei Umsatz. Arginin hingegen erzielte vor allem fiir
Laurinsdure (82 %) und Myristinsdure (70 %) hohe Ausbeuten, wihrend ldngere und kiirzere
Fettsduren deutlich niedrigere Ausbeuten lieferten.'*!'¥> Hohere Spezifititen zeigten die
Acylasen aus Streptomyces-Stammen. Die e-Lysin-Acylase aus Streptomyces mobaraensis
zeigt eine hohe Affinitdt zur Acetylierung der e-Amin-Gruppe von Lysin (46:1 :a-NH2) und
akzeptiert dazu auch sterisch anspruchsvollere und unpolarere Fettsduren wie Benzoeséure,
Octansdure und Laurinsdure, wobei fiir Laurinséure keine a-Acylierung beobachtet werden
konnte. Durch Temperaturerhhung und Arbeiten mit hohem Lysin-Uberschuss wurde ein
anndhernd quantitativer Umsatz zum Ng-Lauroyl-Lysin nach 4 h erreicht. Decansdure und
Mpyristinsdure konnten analog innerhalb von 24 h vollstandig umgesetzt werden, wihrend
Octansdure 58 % Ausbeute und die langkettigen Fettsduren Palmitinsdure (C16:0) und
Stearinsdure (C18:0) weniger als 5 % Ausbeute lieferten. Durch weitere Optimierung und
Einsatz einer rekom-binanten Variante des Enzyms konnte die Substratkonzentration von
0,5 mM aufbis zu 500 mM gesteigert werden, wihrend gleichzeitig der notwendige Uberschuss
an Fettsdure im Vergleich zum Lysin von 20:1 auf 2:1 reduziert werden konnte. Reaktionen mit
50 mM bzw. 100 mM Fettsdure sind nach 4 h bzw. 6 h abgeschlossen, wihrend die Reaktion
mit 250 mM Laurinsiure nach 24 h bis zu 90 % Ausbeute liefert.!*3-146 Die Acylase aus
S. ambofaciens, lieferte in Tris-HCI Puffer nach 40 h bis zu 40 % Ausbeute in der Umsetzung
von Laurinsdure mit Lysin, wobei nur Ng-acyliertes Produkt beobachtet werden konnte. 10-
Undecenséure (C10:1) wird anndhernd analog zur Laurinséure akzeptiert, wahrend Octansdure

und Olsdure geringere Umsitze zeigen. Eine detailliertere Untersuchung des Aminoséure-



Spektrums erwies, dass das Enzym unpolare (Leu, Met, Phe) und kationische (Arg, Lys)
Aminoséuren als Substrate priferiert. Ester der Aminosiure Glycin (Me, Et, --Bu) sowie andere
kurzkettige polare-Verbindungen mit Amin und Sdure- oder Alkoholgruppe am
entgegengesetzten Ende wie Taurin, Ethanolamin und 6-Aminohexansdure werden nicht
akzeptiert.!4714

Die isolierte Aminoacylase aus Burkholderia sp. zeigte eine hohe Stabilitét bis 60 °C und im
pH-Bereich von 5-12, das sowohl in der Hydrolyse als auch in der Synthese langkettige
Lauroylreste akzeptiert. Die Synthesereaktion von N-Lauroyl-Aminosduren zeigte vor allem
fiir Phenylalanin und Arginin hohe Ausbeuten von bis zu 51 % bzw. 81 % innerhalb von

60 h.'*

1.3.4 Diels-Alder-Reaktion

1.3.4.1 Terpene als nachwachsende Rohstoffe

Generell lassen sich mit den zuvor erlduterten Methoden vor allem solche nachwachsenden
Rohstoffe einsetzen, die bereits eine nucleophile Gruppe tragen, die eine Bindung an eine
Aminosdure ermoglicht. Neben den bereits gezeigten Fettsduren und -alkoholen bietet aber
auch eine Vielzahl weiterer griiner Substrate attraktive Eigenschaften, die sie zur Verwendung
als hydrophoben Teil eines Tensids pridestiniert. Viele der itherischen Ole von Pflanzen
enthalten groBere Fraktionen unpolarer Verbindungen, wobei signifikante Anteile dieser
Fraktionen auf Terpen-Strukturen entfallen, die sich von der in Abbildung 13 gezeigten
Isopren-Grundstruktur ableiten. Formale Verkniipfungen des 2-Methyl-1,3-Butadiens im
pflanzlichen Organismus fithren zur Bildung von verzweigten und zyklischen Olefin-artigen
Molekiilen der Zusammensetzung (CsHg), mit oft charakteristischem Geruch. Hiufig vor-
kommende Vertreter sind die Monoterpene (Ci10H16) Myrcen, Limonen und a-Terpinen aus den
dtherischen Olen von Pinien bzw. von Zitruspflanzen. Lingerkettige Terpene wie das Farnesen
(C1sHa4) sind ebenso Teil der itherischen Ole bzw. wirken als Insektenpheromone und Squalen
(C30Hso) ist Teil der Hautlipide und kommt in vielen héheren Tieren vor.!>1-1%7

Gemein ist den Terpenen durch die formale Synthese aus den Isopren-Einheiten eine hohe
Dichte an C-C-Doppelbindungen bzw. durch das hiufige Vorkommen als Biomolekiil ein hoher
Funktionalisierungsgrad wie im Beispiel der Farnesyl- und Geranylphosphate oder der Duft-
stoffe Citronellol und Geraniol. Fiir die chemische Synthese sind diese Gruppen ebenso von

groem Interesse, da die enthaltenen Doppelbindungen eine Vielzahl an weiteren



Modifikationen erlauben. Die terminalen, konjugierten Doppelbindungen von Myrcen und

Farnesen haben die nachwachsenden Terpene verstérkt in den Fokus der wissenschaftlichen

P
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Abbildung 13: Schematischer Aufbau der Isopren-Grundstruktur von Terpenoiden und Strukturformeln
von ausgewihlten, bekannten Vertretern der Stoffklasse.

Untersuchungen geriickt und auch eine potenzielle Nutzung als griine, nachwachsende
Plattformchemikalien der Zukunft wurde evaluiert. Vielversprechend ist dabei neben der
klassischen Isolation aus therischen Olen und der Extraktion aus den entsprechenden Pflanzen

die direkte Produktion der Terpene in modifizierten Mikroorganismen,!3-164

1.3.4.2 Mechanismus und Uberblick

Die Verkniipfung von Dienen mit passenden Dienophilen erfolgt in einer konzertierten [4+2]
Cycloaddition, die erstmals von OTTO DIELS und KURT ALDER beschrieben wurde. Nach-
folgende Untersuchungen zeigten eine starke Abhéngigkeit des Reaktionsverlaufs und der
Geschwindigkeit vom Elektronenreichtum der benachbarten Gruppen sowohl im Dien als auch
im Dienophil. Durch die Kombination aus Elektronendonatoren am Dien und Elektronen-
ziehenden Gruppen am Dienophil kommt es zu einer Anndherung des hdchsten besetzten
Molekiilorbitals (HOMO) des Diens und des niedrigsten unbesetzten Molekiilorbitals (LUMO)
des Dienophils. Die Uberlappung der Elektronenorbitale der zwei Reaktanden fiihrt zum
Bindungsumorganisationsprozess und bildet dabei einen Sechsring aus. Die entsprechend
gegensitzliche Verteilung aus Donatoren und Akzeptoren fiihrt zur Absenkung des Dien-
LUMO und Anheben vom Dienophil-HOMO und ermdglicht eine analoge Uberlagerung der

Orbitale unter Bindungskniipfung.!6>-168



Der mechanistische Ablauf der Orbitaliiberlappung ist vor allem fiir die Anwendung in der
organischen Synthese wichtig, da dieser dazu fiihrt, dass sterische Informationen wie die (E)-
oder (Z)-Sténdigkeit von Substituenten erhalten bleibt. Ebenso essenziell ist fiir die Vorhersage
und Beurteilung der Stereochemie die Orientierung von Dien und Dienophil wihrend der
Reaktion, die zur Bildung eines endo- oder exo-Produkts fiihren kann. Im konkreten Fall der
Diels-Alder-Reaktion bezieht sich die endo/exo-Terminologie auf die Position des
Substituenten mit dem hochsten Elektronendirigierenden Effekt am Dienophil (vgl. Abbildung
14),169-172
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Abbildung 14: Schematischer Ablauf der Diels-Alder-Reaktion und Darstellung von endo/exo-Produkten
am Beispiel der Bildung von DCP.

Obwohl aus sterischer Sicht hierbei oft das exo-Produkt am thermodynamisch glinstigsten
erscheint, werden Mischungen von Produkten mit hoher Tendenz zum endo-Produkt
beobachtet. Entscheidendes Kriterium ist nach aktuellem Stand der Forschung die Anzahl an
iiberlappenden Orbitalen, die wihrend der Reaktion ausgebildet werden konnen. Fiir rigide
Systeme, wie die Reaktion mit zyklischen Dienen und Dienophilen, wird in der Regel fast
ausschlieBlich das endo-Produkt beobachtet. Namhafte Beispiele hierfiir sind die Auto-Diels-
Alder-Dimerisierung von Cyclopentadien zum Dicylcopentadien und Reaktionen von
Maleinsiureanhydrid (MSA) mit Cyclopentadien oder Furan.!7>:174

In der aktuelleren Forschung stellt die Diels-Alder-Reaktion nach wie vor einen interessanten
Aspekt der organischen Synthese dar. Schwerpunkte sind dabei sowohl in der gezielten
Synthese von komplexen Molekiilen im Bereich der Wirkstoff-, Naturstoff- und

Feinchemikaliensynthese vorhanden wie auch in Untersuchungen fiir eine Anwendung in

groflerem Malstab, meist dem polymerchemischen Umfeld. Die Moglichkeit, die Produkte im



Rahmen einer Retro-Diels-Alder-Reaktion wieder spalten zu koénnen, macht sowohl eine
Anwendung als Schutzgruppe fiir Doppelbindungen moglich, als auch eine Addition von
beispielsweise Maleinsdure zur Differenzierung von reaktiven Isomeren, !68:171.175-181

Gerade die Anwendung von Maleinsdure und Maleinsdureanhydrid als einfaches
Verbindungsstiick zwischen Dienen und Nucleophilen bietet diverse Ankniipfungspunkte fiir
Untersuchungen. So ldsst sich mit Maleinsdure und Maleinsdure-Derivaten eine Vielzahl an
Produkten bilden (vgl. Abbildung 15), vor allem die Anwendung als Monomere fiir die Bildung
von Polyestern und -amiden wurde schon friih untersucht. Die Verbindung von MSA mit der

Gruppe der zyklischen Terpinene liefert ein zyklisches Geriist mit zwei benachbarten Sdure-

bzw. einer Anhydrid-Funktion.'8?

Polymerisation 0 0

1,Farnesen _
R )\/M

Abbildung 15: Beispielhafte Darstellung von Literatur-bekannten Verbindungen aus der Diels-Alder-
Kopplung von Maleinsiure und Maleinsdureanhydrid mit Terpen-Einheiten.

Spitere Arbeiten haben dieses Grundgeriist um weitere Dien-Verbindungen, unter anderem das
Monoterpen Myrcen und das Sesquiterpen Farnesen, erweitert, um so Polymere mit
ungesittigtem Riickgrat her-stellen und bei Bedarf weiter modifizieren zu konnen. Fortlaufende

Entwicklung ermdglichte dabei die Etablierung eines Mikrowellen-unterstiitzten



kontinuierlichen Flussprozesses zur Synthese von Maleinsdure bzw. MSA basierten Diels-
Alder-Verbindungen, 83185

Ebenso préidestiniert die Kombination aus hydrophober Terpen-Einheit mit der polaren Di-
Saure oder der Kupplung an Nucleophile die Anwendung als Tenside. Dabei wurde sowohl die
durch Hydrolyse ringgedffnete Di-Séure als Tensid charakterisiert wie auch die durch

Kopplung an organische Nucleophile modifizierte Version. 36187



2 Ergebnisse und Diskussion

2.1 Synthesestrategien zu biobasierten Aminosaure-Tensiden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Syntheserouten untersucht, die sich auf die
moglichst selektive Reaktion der Amin-Funktion der Aminoséuren fokussieren. Dabei werden
primdr anionische und amphotere Tenside mit freier Carbonsdure-Funktion erhalten. Ein
Uberblick der in der vorliegenden Arbeit hauptsichlich untersuchten und evaluierten
Reaktionen zur Verbindung von Aminosduren mit hydrophoben Ketten ist in Abbildung 16

gegeben.

Abbildung 16: Untersuchte Typen verschiedener chemischer Reaktionen zur Verkniipfung von
hydrophoben Resten mit der Amin-Funktion von Aminosiuren: Acylierungsreaktion mit Fettsiuren
(blau), Kondensationsreaktion zur Alkyl-Aminoséure (gelb) und Verkniipfung hydrophober Reste mittels
organischer Linker (griin).



2.2 Referenzverbindungen iiber Schotten-Baumann Synthese

Referenz-Acylaminosduren wurden nach der bekannten Schotten-Baumann-Route
synthetisiert. Die Umsetzung der Aminosduren mit ausgewihlten Carbonsdurechloriden
erfolgte analog zur von TAKEHARA ET. AL. beschriebenen Methode in alkalischer
Wasser/Aceton-Mischung (vgl. 4.4.1).'% Die Acylaminoséuren sollten sowohl zur Etablierung
der HPLC-Analytik und von physikochemischen Methoden, als auch in der initialen
Charakterisierung der Aminoacylasen eingesetzt werden. Daher wurde bei der Isolierung und
Aufreinigung der Fokus auf die Gewinnung eines moglichst reinen Produkts gelegt. Die
erhaltenen Ausbeuten, Reinheiten wund Retentionszeiten fiir die verschiedenen
Acylaminosiuren sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Die Reaktion der Carbonsdurechloride mit proteinogenen Aminoséduren liefert hohe Ausbeuten
von iiber 70-99 % mit sehr guten Reinheiten der Zielprodukte von iiber 82 %. Als Ausnahmen
zeigen sich vor allem die Aminosduren Histidin und Threonin, die bei Zugabe von HCI nur
unvollstindig ausgeféllt wurden. Der suspendierte Feststoff konnte nur teilweise durch
Filtration zuriickgehalten werden, wodurch der anschlieBende Waschvorgang mit Ether und
VE-Wasser nur unvollstindig durchgefiihrt werden konnte, um zu vermeiden, dass das Produkt
ausgewaschen wird. Dies resultiert in einer Limitierung der Ausbeuten auf 45 % (His) bzw.

5 % (Thr) und einer Reinheit des erhaltenen Produkts auf 60 bzw. 68 %.

Tabelle 3: Isolierte Ausbeuten, Reinheiten und Retentionszeiten #.: der, mittels Schotten-Baumann-
Reaktion synthetisierten, Acylaminosiuren.

Aminosiure Ausbeute Y [%]  Reinheit %) trer [min]
N-Lauroyl-Alanin 72 94 13,3
N-Palmitoyl-Alanin 53 96 17,0
N-(p-Nitro-Benzoyl)-Alanin 28 95 4,2
N-Lauroyl-Arginin 74 98 8,7
N-Lauroyl-Asparaginsiure 79 89 8,5
N-Lauroyl-Cystein 86 99 13,6
N-Caproyl-Glutamin 69 98 7,7
N-Lauroyl-Glutamin 70 87 11,3
N-Palmitoyl-Glutamin 84 82 14,6

N-Lauroyl-Glutaminsiure 75 97 11,2




Aminosiure Ausbeute Y |%] Reinheit [ %) trer [min]

N-Lauroyl-Glycin 83 99 12,8
N-Lauroyl-Histidin 45 60 8,6
N-Lauroyl-Isoleucin 97 98 14,3
N-Lauroyl-Leucin 83 99 14,3
N-Lauroyl-Lysin 80% 30/35% 8,5
N-Capryloyl-Methionin 20 2 5,1
N-Decanoyl-Methionin 58 99 6,0
N-10-Undecenoyl-Methionin 36 99 5,9
N-Lauroyl-Methionin 99 99 13,8
N-Palmitoyl-Methionin 99 76 10,3
N-Oleoyl-Methionin 13 79 10,7
N-Zinnamoyl-Methionin 88 99 4,3
N-Lauroyl-Phenylalanin 90 80 14,2
N-Lauroyl-Prolin 0 - -
N-Lauroyl-Serin 85 94 18,6
N-Palmitoyl-Serin 51 24 8,3
N-Lauroyl-Threonin 5 68 14,4
N-Lauroyl-Tryptophan 99 98 13,8
N-Lauroyl-Tyrosin 70 97 14,1
N-Lauroyl-Valin 91 99 13,9

a) Lysin wurde als Mischung aus Mono- und Di-acyliertem Produkt erhalten. Die Ausbeute wurde
gravimetrisch bestimmt. Reinheitsbestimmung mittels HPLC-ELSD fiir Mono- (1. Wert) und
Di-acyliertes Produkt (2. Wert).

Die Acylierung der sekundéren, zyklischen Amin-Funktion von Prolin war unter den gewéhlten
Standardreaktionsbedingungen nicht erfolgreich, so dass keine Produktbildung beobachtet
werden konnte. Lysin hingegen wurde durch die zweite e-Amin-Funktion als Mischung von
mono- und di-acyliertem Produkt erhalten. In Hinblick auf Ausbeute und Reinheit der Produkte
liegen die Resultate dabei in guter Ubereinstimmung mit der Literatur. Sowohl die
Untersuchungen von TAKEHARA ET. AL. als auch nachfolgende Synthesen von einzelnen
Arbeitsgruppen zur Darstellung von Referenz- und Ausgangsverbindungen lieferten gute
Ausbeuten von in der Regel iiber 50 % mit hoher Reinheit der Produkte.”-1%188 Besonders

hervorzuheben ist allerdings die Abnahme der Ausbeute von Hexanoyl-Chlorid zur Acylierung



von Serin und Cystein durch QIA0, wohingegen die Ausbeute der Ci2 — Cis Derivate mit

zunehmender Kettenlinge steigt.®

2.3 Nachhaltige Routen fiir die Acylierung von Aminosiuren
2.3.1 Untersuchung von neuen Ansitzen fiir die Acylierung

Essenzieller Ansatzpunkt fiir die Etablierung von griineren und nachhaltigeren Syntheserouten
ist der reduzierte Einsatz von Losungsmitteln und der Verzicht auf stochiometrische
Reagenzien zu Gunsten von katalytisch wirkenden Verbindungen. Im Rahmen der Suche nach
neuen, griinen Synthesewegen zur Acylierung von Aminosduren wurden verschiedene, aus der
Literatur bekannte Synthesepfade auf ihre Ubertragbarkeit untersucht und evaluiert (vgl.
Abbildung 17). Dabei stiitzen sich die Reaktionen einerseits auf die Umwandlung der Fettsdure
in einen Zustand, der in Kombination mit der Aminosaure keinen ionischen Komplex bildet (a,
b) oder die Zugabe von nachhaltigen, aktivierend wirkenden Spezies zur Fettsdure, um so die

Reaktion mit der Amin-Gruppe zu vermitteln (¢, d).
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Abbildung 17: Untersuchte potenzielle Synthesewege zur Acylierung von Aminoséuren.



Die solvo-thermale Reaktion zwischen Fettsduren mit Aminen (Abbildung 17a, vgl. 4.4.2)
wurde fiir verschiedene Substrat-Kombinationen bereits beschrieben.!®® Die Reaktion setzt
dabei auf die in-situ Veresterung der Saure-Gruppe mit dem Losungsmittel Ethanol, worauthin
der entstandene Ethyl-Ester im Anschluss in einer Substitutionsreaktion zum Amid umgebildet
wird. Die Reaktion wurde direkt in der Reaktionskomponente Ethanol als auch unter Zugabe
von Toluol, 2M2B, DMSO und DMF mit Glutaminsdure und Lysin durchgefiihrt. In keiner der
angewandten Kombinationen konnte eine Umsetzung erreicht werden, wohingegen die
Umsetzung von Laurinsdure mit Hexylamin (vgl. 4.4.3) in Ubereinstimmung mit der
Originalliteratur erfolgreich verlief. Dabei wurde angenommen, dass die Unterschiede in der
Reaktivitdt sich einerseits auf unterschiedliche Loslichkeit von organischen Aminen und
Aminosduren im organischen Medium zuriickfithren lassen. Andererseits bilden Aminosaduren
auch interne Salze, die so eine hohere Reaktionstragheit aufweisen als die organischen Amine.
Alternativ zur in-situ Umwandlung konnen direkt Fettsdure-Ester eingesetzt werden, um das
Problem der Bildung von ionischen Komplexen zu vermeiden. Die Ester sollten dann im
Rahmen der solvo-thermalen Reaktionsfiihrung mit den Aminosduren eine Umesterung
durchlaufen und die entsprechenden N-Acylaminosduren bilden. Auch in der direkten
Umsetzung des Laurinsduremethylesters mit Glutaminsdure oder Lysin wurden unter
Mikrowellen-Unterstiitzung keine Produkte erhalten.

Der Einsatz von Fe*"-Ionen auf Montmorrilonit K-10-Triger (Abbildung 17b, vgl. 4.4.5) ist
eine alternative Herangehensweise zur Acylierung von Aminen. Ebenso erfiillt der Ansatz die
Kriterien ,katalytische Reaktionsfiihrung® sowie ,nachhaltige Reagenzien® und erginzt diese
noch um den Vorteil, dass das verwendete Katalysator-Material ein vergleichsweise hdufiges
und preisgiinstiges Element ist. Obwohl in der vorhandenen Literatur erfolgreiche Reaktionen
demonstriert wurden, war die Reaktionsfithrung mit Glutaminsdure und Lysin mit Laurinséure
nicht erfolgreich.!”>""! Dabei wurde zunichst eine Einschrinkung der Loslichkeit in den
organischen Losungsmitteln 2M2B, DMSO und THF angenommen, so dass ein alternativer
Ansatz unter Einsatz von Wasser und Wasser/EtOH als Losungsmittel untersucht wurde. Im
wissrigen Reaktionsmedium zeigten die Aminoséduren gute Loslichkeit, die Laurinsdure wurde
allerdings nicht gelost. Unter Einsatz von Wasser zur Losung der Aminoséduren und Ethanol als
Losungsvermittler fiir die hydrophobe Komponente wurde eine Losung beider Substrate
erreicht, allerdings konnte dennoch keine Produktbildung beobachtet werden, was auf eine
Inaktivierung des Katalysators durch Wasser zuriickgefiihrt wurde.

Durch die Fahigkeit, Aminosdure-Amid-Bindungen hydrolytisch zu Spalten und durch die

Berichte von erfolgreichen Synthesen von Peptid-Bindungen sind auch Proteasen attraktive



Kandidaten fiir die Verkniipfung von Aminosduren und Carbonséiuren.!**!°> Die Lipase-
vermittelte Acylierung von Aminosduren mit Fettsduren verschiedener Kettenldnge wurde in
der Literatur bereits gezeigt.'?”!°*!%* Dabei ist vor allem die Losungsmittel-freie
Reaktionsfiihrung (Abbildung 17¢, vgl. 4.3.1) in der Schiittelmiihle interessant, da durch die
Abwesenheit von Wasser die Synthese-Reaktion begiinstigt und die hydrolytische Spaltung der
Produkte unterdriickt werden sollte.!*>!%® Als Modellsubstrat wurde Laurinsiure mit Alanin
oder Lysin eingesetzt, welches durch die N,- und die N;-Amin-Gruppe verschiedene
Zielfunktionen besitzt. Unter Einsatz von Papain und Novozyme 435 (CALB) und den Basen
NaxCO3, NaHCO3 bzw. NaOH wurde fiir keine der eingesetzten Kombinationen die Bildung
von Produkt nachgewiesen.

In Anlehnung an die klassische chemische Herangehensweise zur Acylierung mit
Aktivierungsreagenzien wurde die Acylierung mit T3P (Abbildung 17d) untersucht. Das
zyklische = Phosphonsdure-Anhydrid  bietet die  Moglichkeit, als rezyklierbares
Kupplungsreagenz Amidbindungen zu kniipfen und findet dabei vor allem in der Synthese von
Peptiden Anwendung. Die Anwendung zur Herstellung von Acylaminoséuren wurde bislang
noch nicht gezeigt, erscheint aber prinzipiell moglich,!0%!11:119

Erste Anwendungsversuche zur Acylierung wurden im Ldsungsmittel der aktiven Spezies
EtOAc durchgefiihrt. Als Substrate wurden daher Laurinsidure und die unpolare Aminoséiure
Phenylalanin sowie Glutaminsdure (vgl. Abbildung 18a, b), die als N-Lauroylglutamat ein
industriell relevantes Produkt darstellt, gewdhlt. Im zweistufigen Verfahren wird zunéchst die
Fettsdure durch die Base und T3P aktiviert und im Anschluss dann die Kopplung mit der
Aminosdure durchgefiihrt (vgl. 4.4.6).

Dabei zeigte sich fiir Phenylalanin eine Mischung aus Produkten. Glutaminsdure hingegen
konnte nur in Form des Glutaminsdure-HCI-Salzes in Losung und zur Reaktion gebracht
werden, formte dann aber ein vergleichbares Produktschema.

Die Hauptprodukte konnten dabei durch Vergleich mit den Schotten-Baumann-
Referenzsubstanzen als N-Lauroyl-Phenylalanin bzw. N-Lauroyl-Glutaminsiure identifiziert
werden. In der weiterfilhrenden MS-Analyse der Produktmischung konnten die zusitzlichen
Peaks den Lauroyl-Dipeptiden (N-Lauroyl-Phenylalanyl-Phenylalanin bzw. N-Lauroyl-Glu-
Glu) und dem entsprechenden Lauroyl-Tripeptid zugeordnet werden. Dabei werden die
Phenylalanin-Produkte zunehmend hydrophober, so dass die Nebenprodukt-Peaks hoéhere
Retentionszeiten aufweisen, wihrend das Glutaminsdure-Dipeptid hydrophiler ist als das
Hauptprodukt und dadurch frither eluiert. Aus der erhaltenen Mischung kann geschlossen

werden, dass nach der initialen Aktivierung der Fettsdure noch aktives, also zyklisches, T3P
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Abbildung 18: HPLC-Chromatogramm der Umsetzung von Laurinsidure mit Phenylalanin (a) und
Glutaminséure (b) und MS-Spektrum der Hauptprodukte (c, d).

in der Reaktionsmischung vorhanden ist und so die Aminosdure im zweiten Schritt der Reaktion

aktivieren kann.

2.3.2 Evaluierung der T3P vermittelten Synthese

Tiefergehende Untersuchungen lieferten fiir das Glutaminsdure Hydrochlorid maximale
Ausbeuten von circa 45 %, wobei nur geringe Mengen an Nebenprodukt detektiert werden
konnten. Die Anwendung der identischen Reaktionsbedingungen auf Phenylalanin lieferte
leicht verringerte Umsatzgrade, so dass in EtOAc nur 37 % Produkt erhalten wurden,
wohingegen im unpolareren Losungsmittel Toluol zur Glutaminséure vergleichbare Ausbeuten
von 51 % erreicht wurden.

Im Vergleich zur Schotten-Baumann-Reaktion ermdglicht der Einsatz des Kupplungsreagenz
T3P in der Theorie eine sequenzielle Produktion von malBgeschneiderten Acylpeptiden. Die
Verbindung von Aminosdure und gewiinschtem Fettsdure-Rest initiiert die gewiinschte
Sequenz und kann dann am C-Terminus der Aminoséuren durch schrittweise Zugabe von T3P
und weiteren Aminosduren gezielt verldngert werden. Die schrittweise Addition der bereits
verwendeten Aminosduren Phenylalanin und Glutaminsdure wurde genauer untersucht, wobei

nicht nur die gewiinschten Reaktionsprodukte erhalten wurden, sondern auch eine Vielzahl an



Nebenprodukten, die in Konkurrenz-Reaktionen entstanden sind. In Abbildung 19 ist
beispielhaft das Chromatogramm der Umsetzung von Laurinsdure in der sequenziellen
Kopplung mit Glutaminsdure-Hydrochlorid und Phenylalanin dargestellt.
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Abbildung 19: Chromatogramm der sequenziellen Kopplung von Laurinséiure und Glutaminsiure
Hydrochlorid und der folgenden Umsetzung mit Phenylalanin.

Die Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Produkten erfolgte iiber Massenspektrometrie,
wodurch allerdings nicht endgiiltig festgelegt werden kann, in welcher Reihenfolge gemischte
Peptide sequenziert sind und an welche der freien Sduregruppen der Glutaminsiure das
Phenylalanin gekoppelt wurde. Dabei wurden nicht nur die erwarteten Produkte erhalten, die
Phenylalanin iiber eine verbriickende Glutaminsdure mit der Laurinsdure verbinden, sondern
auch reine Lauroyl-Phenylalanin-Derivate. Daraus kann geschlossen werden, dass das
verbleibende T3P in der Reaktionslosung nicht nur durch zu hohe Dosierung des Reagenzes
erklart werden kann, sondern auch die Aktivierung der Fettsdure nicht vollstindig verlduft.
Ebenso verbleibt auch Lauroyl-Glutamat in der Reaktionsmischung, so dass die Reaktion von
Laurinsdure und Phenylalanin bevorzugt zu der Kondensation mit Glutaminsdure abzulaufen
scheint. Das Zielprodukt N-Lauroyl-Glutamyl-Phenylalanin wurde ebenso gebildet und liefert
eine mittlere Retention zwischen Lauroyl-Glutaminsdure und Lauroyl-Phenylalanin.
Reaktionen, die mit Alanin oder Lysin unter analogen Bedingungen durchgefiihrt wurden,
zeigten vergleichbare Produktgemische.

In der klassischen Synthesechemie und damit auch in den Einsatzbereichen von T3P findet an
dieser Stelle vor allem der Einsatz von Schutzgruppen zur Steigerung der Selektivitdt
Anwendung, wobei dieser in der Regel diametral den Anforderungen der griinen Chemie

entgegensteht. 13115121

Als potenziell griiner Mittelweg wurde daher der FEinsatz von
Aminosdure-Estern untersucht, wodurch C-terminale Folgereaktionen unterdriickt werden
konnen. Die Ester konnen ausgehend von regenerativen Alkoholen wie EtOH gebildet werden

und die Veresterung katalytisch iiber unter anderem die Methode von TURHANEN ET. AL.



durchgefiihrt werden.!”” Der Einsatz von zweifach geschiitzter Glutaminsiure liefert wie
erwartet nur ein Produkt, das allerdings zunéchst aufgearbeitet und hydrolysiert werden muss,
bevor weitere Kupplungsreaktionen durchgefiihrt werden konnen. Der Einsatz von 5-Ethyl-
Glutamat hingegen steigert die Selektivitidt in begrenztem Ausmall, so dass zwar weiterhin
beide moglichen Mono-Aminosdure-Produkte erhalten werden, aber auch vermehrt die
gemischten Di- und Tripeptide (vgl. Abbildung 20a) gebildet wurden.

Generell wurden polare und hydrophile Aminosduren fiir die Anwendung in Tensiden als
vielversprechender als unpolare Aminosduren betrachtet, so dass die Synthese ausgehend von
N-Lauroyl-Glutamat und anschliefender Kopplung mit Arginin-Ethylester durchgefiihrt wurde.
Die Reaktionen liefern dabei analog zur Umsetzung mit Phenylalanin und Glutaminsgure

Produktmischungen aus verschiedenen Acylaminosiuren und Acylpeptiden (b).
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Abbildung 20: Chromatogramm der Produktmischung der sequenziellen Verbindung von (a)
Laurinsédure, S-Ethyl-Glutamat HCI und Phenylalanin und (b) der analogen Reaktion mit Glu - HCI und
ArgOEt - HCL

Insgesamt zeigt die Reaktion auch hier noch eine vergleichsweise geringe Selektivitit mit hoher
Tendenz zur Bildung von Nebenprodukten. Dabei fallen nicht nur kurze Peptide mit
verschiedenen Zusammensetzungen an, sondern auch unterschiedliche Acylaminosduren, die

von unvollstdndiger Aktivierung der Fettsdure und Abreaktion des T3P herrithren. Wie zuvor



erldutert, soll in diesen Untersuchungen auf die Verwendung von Schutzgruppen verzichtet
werden. In Kombination mit der Problematik, dass ,,griine” Basen wie Alkali-Salze nur schlecht
in organischen Losungsmitteln 16slich sind, wodurch organische, meist toxische Basen in hohen
Uberschiissen eingesetzt werden miissen und die Reaktion generell in organischen
Losungsmitteln ablaufen muss, da mit Wasser die Hydrolyse von T3P auftritt, wurden die
Arbeiten an dieser Stelle beendet. Weitere Untersuchungen zur gezielten Synthese von aktiven,
pharmazeutischen Substanzen erscheinen als sinnvoll und mit T3P generell durchfiihrbar,
allerdings muss dazu eine andere Strategie verfolgt werden, die mit den Zielen und

Anforderungen der vorliegenden Arbeit nicht in Einklang zu bringen ist.

2.4 Acylierung mit Aminoacylase PmAcy aus Paraburkholderia monticola

2.4.1 Evaluierung des synthetischen Potentials von PmAcy

Der Einsatz von Enzymen zur Katalyse von Reaktionen entspricht vielen der gewiinschten
Kriterien der griinen und nachhaltigen Reaktionsfiihrung. Die Reaktion erfolgt oft in wéssrigem
Medium und bietet durch die hohe Spezifitdt der Enzyme effiziente Umsetzung mit hoher
Selektivitit. Die Arbeiten wurden im Rahmen des Hochschul-Verbundprojekts LipoPep
gemeinsam mit der FH Aachen durchgefiihrt. Fiir die Evaluierung von Aminoacylasen wurden
chemisch synthetisierte Referenzsubstanzen (vgl. Kapitel 2.2) und Analysenmethoden fiir die
Reaktionsuntersuchung und Produktcharakterisierung bereitgestellt. Die rekombinant von
GERRIT HAEGER hergestellte Aminoacylase aus Paraburkholderia monticola (PmAcy) wurde
dann auf ihr synthetisches Potential untersucht. Die initiale Charakterisierung von PmAcy
zeigte, dass es ein Metall-abhidngiges Enzym mit hoher Temperaturstabilitdt von bis zu 70 °C
ist und welches ein hydrolytisches pH-Optimum im Bereich von pH 5 — 12 aufweist, wobei
auch bei pH 13 noch Aktivitéit verzeichnet werden konnte. In der Hydrolyse wird ein breites
Substratspektrum von N-Lauroyl- und N-Palmitoyl-Aminosduren akzeptiert, wohingegen
acetylierte Aminosiuren nicht umgesetzt werden.'”® Aufbauend auf den synthetischen Arbeiten
von  TAKAKURA ET. AL. wurden die anfanglichen Reaktionsbedingungen  mit
Substratkonzentrationen von 200 mM Aminosdure und 100 mM Fettsdure gewdhlt
(vgl. 4.3.2).15° Initiale Synthese-Untersuchungen wurden mit Alanin und Phenylalanin
durchgefiihrt, wobei nur mit Phenylalanin ein guter Umsatz erreicht wurde. Eine genauere
Analyse der Produktmischung wurde 1im Vergleich zur chemisch hergestellten
Referenzsubstanz durchgefiihrt (vgl. Abbildung 21). Die Analysen zeigten zunéchst eine

erfolgreiche Bildung eines Produkts mit identischer Retentionszeit.
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Abbildung 21: (a) Vergleich der HPLC-ELSD-Chromatogramme von /N-Lauroyl-Phenylalanin aus der
enzymatischen (oben) und chemischen (unten) Synthese, (b) LC-MS-Spektrum von enzymatisch
Synthetisiertem N-Lauroyl-Phenylalanin.

Fir weiterfiihrende Untersuchungen wurde das Produkt analog zur etablierten Schotten-
Baumann-Route iiber Sdurefdllung in hoher Reinheit isoliert und mittels LC-MS und NMR-
Analytik genauer identifiziert (vgl. Abbildung A 39 - Abbildung A 41).

Nachfolgende Experimente zur Untersuchung des optimalen pH-Werts fiir die Synthese von
N-Lauroyl-Phenylalanin wurden bedingt durch die hohe Stabilitdt und Alkali-Toleranz des
Enzyms bei der Hydrolyse im Bereich von pH 6 - 13 durchgefiihrt (vgl. Abbildung 22a), wobei
eine maximale Ausbeute von circa 45 % erzielt wurde. Die hochste Ausbeute an N-Lauroyl-
Phenylalanin wurde bei pH = 8 erreicht, wihrend die Reduktion des pH-Werts auf pH =7 in

einem drastischen Abfall der Ausbeute auf 16 % resultiert. Eine weitere Absenkung des pH-



Wertes fiihrt zunehmend zu einer Triibung der initialen Reaktionsmischung durch
unvollstindige Losung der Substrate und wurde daher nur bis pH =6 durchgefiihrt. Auch
hohere pH-Werte fithren zu einer konstanten Abnahme der Ausbeute, oberhalb von pH = 12
kann keine Synthese mehr beobachtet werden. In der Hydrolyse hingegen wurden die besten
Resultate bei pH = 12 erzielt. Bei hoheren pH-Werten bis pH = 13 zeigte das Enzym noch
reduzierte Aktivitit, ebenso sank die Hydrolyseaktivitdt bei niedrigeren pH-Werten.
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Abbildung 22: pH-Optimum von PmAcy fiir die Synthese von N-Lauroyl-Phenylalanin (a) Synthesen von
pH = 6,0 — 9,0 wurden in Tris-HCI] edurchgefiihrt, Synthesen im Bereich von pH = 9,0 — 13,0 in Na-Borat-
Puffer m; sowie die pKs-Werte-Bereiche der Substrate (b).!9%2%

Als mogliche Erkldrung fiir das pH-Optimum der Synthese wird hierbei der ionische Zustand
der Substrate und die daraus resultierende komplexe Mischung vermutet, die ein schmales
Fenster fiir die erfolgreiche Koordination an das katalytisch aktive Zentrum des Enzyms
benotigt. Die enzymatische Route setzt auf Fettsduren bzw. Fettsdure-Alkali-Salze, deren
Saure-Funktion bei niedrigen pH-Werten protoniert vorliegt, im alkalischen Bereich allerdings
deprotoniert und als Carboxylat-Funktion zur schlechten Abgangsgruppe wird. Gleichzeitig
sorgt ein niedriger Losungs-pH auch fiir die Protonierung der Amin-Funktion, wodurch ein
Ammonium-Kation ausgebildet wird und gegebenenfalls nicht mehr vom aktiven Zentrum
koordiniert werden kann. Im Vergleich dazu setzt die chemische Route auf einen alkalischen
pH-Wert im Bereich von 9 — 10, um ein freies Elektronenpaar an der Amin-Funktion der
Aminosdure zu gewdhrleisten. Hieriiber kann eine nucleophile Substitution am Acyl-
Kohlenstoff erfolgen, wobei ein Chlorid-Anion abstrahiert wird, welches auch im alkalischen
Bereich noch eine gute Abgangsgruppe darstellt. Bisher in der Literatur beschriebene
Aminoacylasen besitzen in der Regel ihr pH-Optimum im neutralen bis leicht alkalischen

Bereich von pH 7 —9: Die Aminoacylase pAcyl aus Schweine-Niere erzeugte die hochsten



Ausbeuten in der Umsetzung von Methionin und Lysin mit Laurinsdure bei pH = 7,5, wéhrend
SmAA aus S. ambofaciens fir die Umsetzung von Phenylalanin mit 10-Undecenséure ihr
Optimum bei pH = 8,0 besitzt.'*>!46 Die zu PmAcy stark homologe Acylase aus Burkholderia
sp. zeigt dhnliche Tendenzen und lieferte die hochsten Ausbeuten an N-Lauroyl-Phenylalanin
bei pH 9,0.'%

Neben der Umsetzung von Fettsduren verschiedener Kettenldngen spielt auch die Wahl der
polaren Kopfgruppe eine entscheidende Rolle bei den Eigenschaften und der mdoglichen
Anwendung des Tensids. Zusétzlich zur negativen Ladung der Sduregruppe kann iiber die
Seitenkette der Aminosédure eine weitere negative oder positive Ladung beigesteuert werden.
Somit kann die Kopfgruppe zweifach oder einfach negativ oder insgesamt neutral geladen sein.
Durch eine Modifikation der Sduregruppe konnen zusdtzlich nicht-ionische oder kationische
Tenside generiert werden. Ebenso konnen aliphatische und aromatische hydrophobe Reste die
Hydrophilie der Kopfgruppe abschwiichen.?#46.20!

In der Folge wurde die Substratspezifitit und Syntheseleistung des Enzyms fiir Fettsduren
verschiedener Kettenldngen genauer untersucht, wobei Kettenldngen im Bereich von Cg — Cig
mit Phenylalanin als Aminoséure-Cosubstrat (vgl. Abbildung 23a) eingesetzt wurden.
Kurzkettige Fettsduren (Cg—Cio) erzeugen hydrophilere Produkte, die vor allem
16sungsvermittelnd wirken, wéahrend mittlere Kettenlingen (Ci2 — Ci4) vor allem tensidische
Verbindungen liefern. Im Bereich hoherer Kettenlingen (Cis — Cig) hingegen liberwiegt der
hydrophobe Charakter und die Verbindungen wirken vor allem emulgierend.®®2%>2% Der pH-
Wert wurde in Ubereinstimmung mit den vorherigen Ergebnissen fiir die folgenden
Experimente auf pH = 8,0 festgelegt. Die Synthese mit der kurzkettigen Caprylsidure (C8:0)
zeigt vergleichbare Resultate wie die Umsetzung mit Laurinsdure. Die langkettigen Palmitin-
(C16:0), Stearin- (C18:0) und Olsiure (C18:1 cis) zeigten bedingt durch die hohere
Hydrophobizitit eine deutlich geringere Loslichkeit, so dass der Reaktionsmischung 10 % (v/v)
Ethanol zugegeben werden musste, um eine vollstindige Homogenisierung zu erreichen. Im
Verlauf von 24 h erreichten die langkettigen Fettsduren allerdings durchweg hohere finale
Umsitze von 70 - 75 %. Vergleiche mit entsprechender Literatur zeigen einen deutlichen
Unterschied der Akzeptanz von Fettsduren verschiedener Kettenldngen je nach eingesetzter
Aminoacylase. Viele Acylasen agieren in ihrem natiirlichen Umfeld vor allem mit kurzkettigen
Acetyl-Gruppen (C2:0) und zeigen daher nur geringe oder keine Aktivitit bei der Umsetzung
von langkettigen Fettsduren, wohingegen PmAcy die Acetyl-Aminoséduren nicht hydrolysiert.

Andererseits liegen auch Nachweise fiir dedizierte ,,Jong-chain“-Acylasen vor, die vor allem



die Hydrolyse und Synthese von langkettigen Acylaminen und Acylaminosduren katalysieren

und ihrerseits nur geringe Aktivititen mit Acetyl-Resten aufweisen, !40:146:148,150

1007 801

80

= 60
N B~
@ 2
= =
S 401 °
2 -
2 =
< 204 <
= =
04
< < £ L L3 >
N & o R R 4?
> > > > >
> . QS Q% d \%
) o o) “\0 Q
Q > & &
o‘b \)‘) ‘)\ %\'
]
(a) (b)

Abbildung 23: Ausbeuten der PmAcy-vermittelten Umsetzung von verschiedenen Fettsiuren mit
Phenylalanin (a) und Darstellung der hochsten Umsiitze fiir die PmA cy-katalysierte Synthese von
N-Lauroyl-Aminosiuren: basische Aminosiuren in orange, hydrophobe in griin (b).

Im Anschluss an das Screening verschiedener Fettsduren wurde daher das Aminosdure-
Spektrum von PmAcy anhand der 20 proteinogenen Aminosiuren untersucht. Als Cosubstrat
wurde Laurinsdure gewidhlt, welches solide Syntheseergebnisse liefert und im mittleren Bereich
der Hydrophobizitdt der untersuchten und akzeptierten Fettsduren liegt. Ebenso kann hierbei
eine Beeinflussung der Aktivitit oder Loslichkeit durch Ethanol ausgeschlossen werden.
Abbildung 23b zeigt die Aminosduren mit den hochsten erzielten Umsatzraten nach 24 h
Reaktionszeit. Das Enzym zeigt damit eine deutliche Tendenz zur Umsetzung von hydrophoben
(grlin) und basischen (orange) Aminosduren und liefert die hochsten Umsitze fiir Arginin und
Histidin mit 61 % bzw. 62 % Umsatz, gefolgt von Leucin und Phenylalanin mit je 57 % bzw.
48 %.

Lysin hingegen liefert geringere Umsétze von nur circa 30 %, wihrend die verbleibenden
unpolaren, aliphatischen Aminosiuren (Ile, Met, Val) mit geringeren Umsétzen von 7 - 15 %
deutlicher abfallen. Vor allem die Differenz zwischen Isoleucin und Leucin von circa 35 %
zeigt eine starke Selektivitdt fiir einzelne Aminosduren. Andere unpolare, polare und
aromatische Aminosduren (Ala, Asn, Ser, Thr, Trp, Tyr) wurden nur in Spuren zum Produkt
umgesetzt (vgl. Tabelle 10). Die sauren Aminosduren Asparagin- und Glutaminsiure, sowie
Cystein, Glutamin und Prolin wurden nicht als Substrat akzeptiert und zeigten keine

Produktbildung. Die Ergebnisse stehen damit im Einklang mit dem strukturell @hnlichen



Enzym, das TAKAKURA ET. AL. untersuchten, welches ebenso starke Selektivititen zugunsten
einzelner Aminosiuren zeigte.!>® Auch die von BOURKAIB ET. AL. untersuchte Acylase zeigte
eine ausgeprigte Priferenz fiir bestimmte Aminosduren und lieferte mit sauren Aminosduren
keine Ausbeute, wihrend beispielsweise Arginin, Lysin und Phenylalanin mit verschiedenen
Fettsiuren gute Aktivititen zeigten.'*® Der Einsatz von Arginin-Ethylester Hydrochlorid als
Substrat zeigte nach 24 h nur minimale Produktbildung, woraus ersichtlich wird, dass die
protonierte Sauregruppe zwar nicht zwingend erforderlich ist, allerdings zu einer deutlichen
Erhohung der Enzymaktivitit beitrdgt. Die zur Amin-Funktion benachbarte Saduregruppe
beeinflusst vermutlich sowohl die Koordination und die daraus resultierende rdumliche
Orientierung des Substrats im aktiven Zentrum als auch den Ladungszustand durch
Protonentransfereffekte. Dies deckt sich auch mit der Beobachtung, dass primére und sekundére
Amine mit sowohl aliphatischen als auch aromatischen Resten nicht als Substrate akzeptiert

werden (vgl. Anhang Tabelle 11).

2.4.2 Reaktionsoptimierung am Beispiel von /N-Lauroyl-Arginin

2.4.2.1 Optimierung der Synthesebedingungen

Der Einfluss des pH-Werts auf die Synthese von N-Lauroyl-Arginin (LA) wurde aufbauend auf
den vorherigen Untersuchungen und Uberlegungen zur Synthese mit Phenylalanin und den
etablierten Bedingungen der Schotten-Baumann-Reaktion im pH-Bereich zwischen 8 und 10
beleuchtet (vgl. Tabelle 4). Fiir die alkalischeren pH-Werte bei pH = 9 und 10 wurde erneut auf
einen Na-Borat-Puffer gewechselt.

Tabelle 4: Einfluss des pH-Werts auf die Synthese von N-Lauroyl-Arginin.

pH Puffer Ausbeute Y [%)]
8 Tris-HCI 61
9 Na-Borat 95

10 Na-Borat 21

Die Erh6hung des pH-Werts auf 9 und die Verwendung des 50 mM Na-Borat-Puffers fiihrte zu
einer deutlich schnelleren Losung der eingesetzten Substrate und resultierte gleichzeitig auch
in einem drastischen Anstieg der Ausbeute auf einen anndhernd quantitativen Umsatz. Eine
weitere Erhohung auf pH = 10 fiihrte hingegen analog zur Synthese mit Phenylalanin zu einem
signifikanten Einbruch der Ausbeute auf nur noch 21 %. Der Vergleich mit den Resultaten von

TAKAKURA ET AL. deutet auf einen Ausfall des gebildeten Produkts hin, der zu einer



Gleichgewichtsverschiebung zum Produkt fiihren konnte.'® Nachfolgende Untersuchungen
zeigten bei pH 8 und 9 eine Triibung der Losung nach einigen Stunden Reaktionszeit, die bei
pH 10 ausblieb. Ebenso konnte nach Beenden der Reaktion eine geringe Menge an
ausgefallenem, weillen Feststoff bei der Reaktionsmischung mit pH 9 beobachtet werden.

Da die Loslichkeit in der Regel auch mit der Reaktionstemperatur korreliert, wurden in der
Folge Experimente zur Temperaturabhédngigkeit der Produktbildung durchgefiihrt. Gleichzeitig
wurde die Ansatzgrofle auf ein Gesamtvolumen von 5 ml bei Reaktionsbeginn vergrofert, um
eine regelmifige Probennahme iiber den Verlauf der Reaktion zu ermdglichen. Die Aufnahme
der Zeit-Ausbeute-Kurven erfolgte bei pH 9 (Abbildung 24). Die Resultate zeigen hier deutlich,
dass eine Erhohung der Temperatur auf 65 °C zu einer deutlichen Abnahme der Ausbeute auf
77 % nach 24 h fiihrt, was sich auf die hohere Loslichkeit des Produkts LA durch die héhere
Temperatur zuriickfiihren ldsst. Die Reduktion der Temperatur auf 35 °C hingegen fiihrt zu
einem beschleunigten Reaktionsverlauf. So hat die Reaktion nach 24 h nach wie vor annidhernd
Vollumsatz erreicht, allerdings steigt die Ausbeute wiahrend der Reaktion deutlich schneller an,
so dass nach 8 h bereits 77 % der moglichen Ausbeute erreicht wurden, wihrend bei 50 °C und

65 °C nur 45 % bzw. 29 % vorliegen.
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Abbildung 24: Zeit-Ausbeute-Kurven fiir die PmA cy-katalysierte Synthese von LA bei verschiedenen
Temperaturen

Die bisherige Reaktionsfiihrung mit einem Substratverhiltnis von 200 mM Aminosdure und
100 mM Fettsdure bzw. Na-Laurat flihrt zu guten Ausbeuten, resultiert aber in circa 100 mM
verbleibendem Arginin nach Abschluss der Reaktion. Daher wurden verschiedene Verhéltnisse

der beiden Substrate eingesetzt, um den Einfluss der Mengen zu ermitteln. Die Konzentrationen



der Aminosdure wurden jeweils in den Schritten 50, 100, 200 und 400 mM variiert, die
Konzentration des Fettsdure-Salzes in den Schritten 100, 200 und 400 mM und die resultierende

Produktmenge analysiert (vgl. Abbildung 25).
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Abbildung 25: Einfluss von verschiedenen Substratverhéltnissen auf die absolute Produktkonzentration
(a) und die relative Ausbeute bezogen auf die Komponente im Unterschuss (b).

Eine Modifikation des Substratverhéltnisses fiihrt dem Prinzip von LE‘CHATELIER folgend
direkt zu einer Verdnderung der Gleichgewichtslage. Demnach resultiert die starke Erhohung
der Konzentration einer Komponente zwar in einer starken Zunahme der relativen Ausbeute,
resultiert aber gleichzeitig darin, dass hohe Konzentrationen des zweiten Substrats in der
Reaktionsmischung verbleiben und vom Produkt abgetrennt werden miissen. Die Erhéhung
beider Konzentrationen hingegen fiihrt zur Zunahme der absolut gebildeten Menge an Produkt,
allerdings auch zum Absinken der relativen Ausbeute, da das Gleichgewicht nicht mehr so stark
in Richtung des Produkts verschoben wird und sich das Reaktionsgleichgewicht zwischen
Edukten und Produkt einstellt. Die hochsten Ausbeuten in Relation zur eingesetzten
Substratkonzentration wurden mit 100 mM Na-Laurat und 200 bzw. 400 mM Arginin erzielt.
Fiir eine anfiangliche Na-Laurat-Konzentration von 100 mM werden bereits geringere relative
Ausbeuten von 48 % (24 mM) bzw. 62 % (62 mM) erreicht, wenn Arginin im zweifachen
Uberschuss (200 mM) eingesetzt wird. Werden beide Komponenten dquimolar mit 100 mM
eingesetzt werden 24 % relative Ausbeute (24 mM) erzielt. Bei Betrachtung der absoluten
Ausbeuten steigt die Konzentration des Produkts mit erhéhter Substratmenge kontinuierlich an
und erreicht maximale Werte fiir 400 mM Na-Laurat und 200 mM bzw. 400 mM Arginin.

Hierbei werden Produktkonzentrationen von 100 mM bzw. 125 mM N-Lauroyl-Arginin erzielt.



Allerdings ist hierbei auch die hohe Konzentration an verbleibenden Substraten mit jeweils
knapp 300 mM zu beachten. Ebenso darf fiir weitere Anpassungen der Reaktion nicht
vernachléssigt werden, dass Substratkonzentrationen von 400 mM bereits zu einer merklichen
Viskosititserhohung der Reaktionsmischung fithren und eine weitere Steigerung diesen Aspekt
noch verstirkt bzw. die Loslichkeitsgrenze fiir eine oder beide Komponenten iiberschreiten
kann.

Die erhaltenen Resultate durch die hohere Arginin-Konzentration bei 200 mM
veranschaulichen allerdings die Vorziige der Gleichgewichtsverschiebung. Eine analoge
Anwendung sollte fiir ein Scale-Up zur Batch-Produktion mdglich sein, wobei eine
anschlieBende Trennung von Produkt, verbleibendem Substrat und Enzym beachtet werden
muss. Hierbei wire vor allem eine Isolierung des Produkts durch Ausfillung und Filtration
attraktiv, da so die tiberstehende Phase mit Enzym und verbleibendem Substrat in einem neuen

Reaktionsansatz wiederverwendet werden kann.

2.4.2.2 Produktisolierung und Evaluierung des Enzym-Recyclings

In Hinblick auf eine potenzielle technische Anwendung und eine moglichst hohe Effizienz der
Reaktion stellt auch die einfache Isolierung und Abtrennung des Produkts einen wichtigen
Aspekt dar. Zundchst wurde daher in Anlehnung an die Untersuchungen von Lauroyl-
Phenylalanin und das beschriebene Vorgehen aus der Literatur zur chemischen Synthese eine
Fallung mit HCl untersucht. Wéhrend die saure Aufreinigung von N-Lauroyl-Phenylalanin
erfolgreich und in hoher Reinheit gelang (vgl. 4.3.3), fiel das analoge Arginin-Produkt lediglich
in einer 50:50 Mischung mit nicht umgesetzter Aminosiure aus (vgl. Abbildung 26). Die
Féllung als Mischung mit Arginin ist fiir die Anwendung als Lebensmittelzusatzstoff generell
unbedenklich und wird auch bei der chemischen Synthese von N-Lauroyl-Arginin-Ethylester
Hydrochlorid praktiziert,>** da sowohl das Produkt als auch die verbleibende Aminosiure im
Korper problemlos metabolisiert werden.””%® Allerdings resultiert die Verunreinigung mit
nicht-umgesetztem Substrat natiirlich in einer geringeren Wirksamkeit pro eingesetzter Menge
Produkt. Zusétzlich dazu besteht im Fall der enzymatischen Katalyse die Gefahr, dass das
eingesetzte Enzym durch das Ansduern auf pH < 2 denaturiert und im Anschluss nicht mehr
reaktiv ist. Da die bisherigen Ergebnisse ohnehin die Vermutung zulassen, dass die Loslichkeit
des Produkts in Wasser begrenzt ist und im Verlauf der Reaktion ein Ausfallen des Lauroyl-
Arginins auftritt, wurden Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur durchgefiihrt. Die

Reaktionsmischung wurde nach Ablauf der Reaktionszeit fiir 3 h auf 4 °C gekiihlt, wobei eine



Zunahme der ausgefillten Menge an Feststoff beobachtet werden konnte. Feststoff und
iiberstehende Losung wurden durch Zentrifugation getrennt, der gewonnene Feststoff
getrocknet und analysiert. Die Analyse des erhaltenen Rohprodukts zeigt eine Verteilung mit

hoher Konzentration an N-Lauroyl-Arginin, das einen Anteil von circa 85 % am isolierten

Feststoff hat.
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Abbildung 26: Anteil des N-Lauroyl-Arginins an der iiberstehenden Phase (a) und am, durch Kilte-
Féllung isolierten, Feststoff (b).

Die erfolgreiche Abtrennung des Produkts aus der Reaktionsmischung sowie die hohe Stabilitét

des Enzyms sollten ein Recycling ermoglichen. Erste Untersuchungen zum Einsatz der



iiberstehenden Enzym-LOsung in einem neuen Reaktionsansatz zeigen auch hier noch eine
erfolgreiche Produktbildung nach weiteren 24 h Reaktionszeit.

AnschlieBende Untersuchungen zur wiederholten Kaélte-Fillung und Rezyklieren der
iiberstehenden LoOsung mit dem Enzym und verbleibenden Substraten wurden bei
Konzentrationen von 200:200 mM und 200:100 mM Arginin:Na-Laurat (Bedingungen vgl.
4.3.5) durchgefiihrt. Die erhaltenen isolierten Ausbeuten sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Ausbeuten der Recycling-Runs fiir PmAcy

Relative Ausbeute Y(Carg:CNa-Laurat) [Y0]

Run
200:100 mM 200:200 mM
1 95+0.3 62+3
2 2+0.2 53+ 4

Unter den gewéhlten Bedingungen zeigen sich zunédchst vergleichbare Ergebnisse wie in den
Einzel-Experimenten zur PmAcy-vermittelten Acylierung von Arginin. Nachdem im ersten
Durchlauf bei 200:100 mM Arginin:Na-Laurat annéhernd quantitativer Umsatz erzielt wurde,
féllt der zweite Durchlauf allerdings drastisch ab und liefert nur noch minimale Ausbeuten. Bei
dquimolarer Reaktionsfiihrung hingegen werden sehr gute Ausbeuten von 62 % erzielt, wobei
zwischen erstem und zweitem Durchlauf eine Ausbeute-Abnahme um circa 9 % beobachtet
werden kann, die sich auch durch Verluste des Enzyms beim Uberfiihren und Zentrifugieren
sowie Schwankungen in der Analytik erklaren ldsst, zumal die Abweichung der Messungen
untereinander vergleichsweise klein ausfillt.

Da wihrend der Charakterisierung sowohl bei hohen Temperaturen als auch bei stark
alkalischem pH keine starke Aktivitdtsabnahme beobachtet wurde, sind mdglicherweise die
Recyclingbedingungen fiir die Inaktivierung verantwortlich.!”® Gegebenenfalls fiihrt die
Ausfillung des Produkts zur Co-Féllung des Enzyms, so dass hierbei ein Aktivititsverlust
auftritt. Ebenso konnte eine Verdnderung der Salzkonzentrationen, z. B. durch Ausfallen der
notwendigen Zn*"-Ionen durch Abkiihlen oder Komplexierung, zum Aktivititsverlust fiihren.
Dabei ist besonders die Reaktionsfiihrung mit einem Uberschuss an Arginin betroffen, so dass
gegebenenfalls das freie Arginin als Fehlerquelle betrachtet werden kann. Schlussendlich
konnen negative Beeinflussungen des Enzyms durch Immobilisierung und Abtrennung
reduziert bzw. ginzlich verhindert werden, da so nicht nur die Abtrennbarkeit verbessert
werden, sondern auch die Stabilitit des Enzyms erhoht werden kann.?>2% Allerdings ist
dadurch ebenso eine Beeinflussung der pH-Optima und der Eigenschaften des Enzyms

moglich, so dass eine erweiterte Untersuchung und Optimierung der Reaktion notwendig



wiire.!*® Ebenso wiire eine detailliertere Untersuchung der Salz-Gehalte nach der Reaktion und
nach dem Abtrennen des Produkts moglich, um diesen Faktor ausschlieBen oder korrigieren zu

konnen.

2.4.2.3 Etablierung eines Puffer-freien Systems

Einer der gravierendsten Nachteile des bislang entwickelten Systems ist die Verwendung des
Borat-Puffers in der Reaktion. Die zur Herstellung verwendete und im Puffergleichgewicht
noch vorhandene Borsdure wird als teratogen eingestuft und der Einsatz sollte daher sofern
moglich reduziert oder génzlich vermieden werden. Dies schlégt sich vor allem negativ in der
Herstellung von Tensiden fiir die Anwendung an Lebensmitteln und in Kosmetika nieder.
Daher wurde die Anwendung der Synthese in einem Puffer-freien wéssrigen System untersucht.
Da auch der moglichen Weiterentwicklung zu einer Anwendung im groBeren Malstab
Rechnung getragen werden sollte, wurden die Untersuchungen mit Substrat-Konzentrationen
dquimolar mit 200 mM und im etablierten Verhiltnis 200 mM Arginin zu 100 mM Na-Laurat
durchgefiihrt (vgl. Abbildung 27, Bedingungen in 4.3.4). Der pH-Wert wurde konstant
iiberwacht und durch Nachdosieren von 1 M NaOH auf pH = 9 gehalten.

Die Resultate zeigen eine anndhernd lineare Zunahme der Ausbeute iiber den Verlauf von 24 h
und liegen nach Beenden der Reaktion bei 49 % und 41 % fiir die Substrat-Konzentrationen
von 200:200 mM bzw. 200:100 mM Arginin zu Na-Laurat. Analog zu den vorherigen
Reaktionen wurden zundchst eine Triibung der Reaktionsmischung und anschliefend ein

Ausfall des weillen Feststoffs beobachtet.
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Abbildung 27: Zeit-Ausbeute-Verlauf der Synthese von N-Lauroyl-Arginin im wissrigen, Puffer-freien
System.



Die Ergebnisse liegen allerdings unterhalb der Ausbeuten der Reaktionen im Na-Borat
gepuffert System, was darauf hindeuten konnte, dass die zusétzlichen Ionen neben dem
Stabilisieren des pH-Werts noch weitere Effekt auf den Reaktionsverlauf haben konnten.
Einerseits konnte die Verfiigbarkeit des Cofaktors ZnCl, durch die hohere Ionendichte
verbessert werden, andererseits konnten die Natrium-Kationen und Borat-Anionen auch zur
Stabilisierung des Enzyms bzw. des aktiven Zentrums beitragen.?”?%® Dennoch stellt die
Puffer-freie Reaktionsfithrung durch die Vermeidung der gesundheitsschadlichen Substanzen

und die guten Ausbeuten eine attraktive Moglichkeit fiir zukiinftige Entwicklungen dar.

2.4.3 Griine Synthese des Zusatzstoffs Ethyl-NV-Lauroyl-Arginat

Die gute Umsetzung von Arginin zum N-Lauroyl-Arginin bietet potenziell einen attraktiven,
nachhaltigen Zugang zum antimikrobiellen Tensid Ethyl-N,-Dodecanoyl-Arginat Hydrochlorid
bzw. Lauroyl-Arginin Ethylester (LAE). LAE wurde in der Vergangenheit von der EFSA als
auch von der FDA als sicher (generally recognized as safe, GRAS) eingestuft und als
antimikrobieller und damit haltbarkeitsverlingernder Zusatzstoff fiir Lebensmittel
eingestuft.””’® Neben der hohen Wirksamkeit gegen nahrunsgmittelassozierte Bakterien-
stimme wie Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis und Pseudomonas aeruginosa
wurde auch die Inhibition von gastrointestinal wirkenden Stimmen wie Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli, sowie verschiedene Salmonella- (S. enterica, S. typhimurium) und Listeria-
Stimme (L. monocytogenes, L. innocua) gezeigt.”%’1:7>2%

Zur Herstellung von LAE mit PmAcy zeigen sich zwei verschiedene Ansédtze auf: einerseits die
direkte Acylierung von Argininethylester mit Laurinsdure und anderseits die Synthese von
N-Lauroyl-Arginin mit PmAcy sowie die anschlieBende Veresterung mit verschiedenen
Lipasen oder auf chemischem Wege (vgl. Abbildung 28). Der obere Reaktionspfad ist nach
vorherigen Untersuchungen zum Einsatz der veresterten Aminosédure (2.4.1) zwar generell
moglich, allerdings erscheint eine technische Anwendung durch den geringen Umsatz bzw. die
zum Ausgleich der geringen Aktivitit notwendige Enzymmenge nicht sinnvoll. Daher wurde
die Route iiber Acylierung des Arginins mit Laurinsdure gefolgt von chemisch oder
enzymatisch katalysierter Veresterung weiterverfolgt.

Als abschlieBender Schritt in der Synthese von LAE verbleibt die Veresterung der Carboxyl-
Gruppe von N-Lauroyl-Arginin mit Ethanol. In der bisher angewandten industriellen und
patentierten Synthese wird hierfiir die Carbonsdure mit Thionylchlorid aktiviert und im

Anschluss mit einem Uberschuss Ethanol umgesetzt.’** Analog zur Schotten-Baumann-



Reaktion besteht dabei einerseits das Problem des Umgangs mit gesundheitsschiddlichen
Reagenzien sowie die Bildung von stochiometrischen Mengen an HCI, die durch Zugabe einer

Base neutralisiert und entsorgt werden miissen.
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Abbildung 28: Gegeniiberstellung der Reaktionspfade zur zweischrittigen Synthese von LAE.

Eine griine Alternative stellt die katalytische Veresterung des Zwischenprodukts dar, wobei die
kommerziell-verfiigbaren und bereits immobilisierten Lipasen CALB und RMIM fiir erste
Untersuchungen ausgewdhlt wurden. Fiir Lipasen wurde bereits berichtet, dass sie auch in
anndhernd wasserfreien Systemen aus organischen Losungsmitteln aktiv sind.!?>210211
Veresterungen sollten unter diesen Bedingungen durch die Gleichgewichtsverschiebung sogar
hohere Umsitze liefern. Dabei werden sowohl einfache Alkohole und Fettsduren als auch
anspruchsvollere Substrate wie Aminosiuren und Zucker akzeptiert.?!>2! Ebenso wird die
Veresterung auf chemischem Wege evaluiert, wobei ein Dowex-Ilonentauscher eingesetzt wird,
der von TURHANEN ET. AL. erfolgreich fiir die Bildung von Methylestern verschiedener
Aminosiuen verwendet wurde.!”” Die genauen Reaktionsbedingungen fiir die enzymatische
und chemische Katalyse sind in 4.3.6 bzw. 4.4.7 aufgefiihrt und verwenden in Hinblick auf
Temperatur, Reaktionszeit und Durchmischung identische Bedingungen. Abbildung 29 zeigt
den Verlauf der Veresterung exemplarisch an den Chromatogrammen der Umsetzung mit dem
Ionentauscher.

Die Synthese von LAE ausgehend von per Schotten-Baumann-Route hergestelltem N-Lauroyl-

Arginin verlief innerhalb von 24 h erfolgreich mit allen getesteten Katalysatoren. Bei Einsatz



von Substrat, welches enzymatisch mit PmAcy gewonnen wurde, konnte zunidchst keine

vollstindige Losung erreicht werden und die Reaktion verzeichnete keine Produktbildung.
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Abbildung 29: Veresterung von N-Lauroyl-Arginin mittels Dowex-lonentauscher: (a) HPLC-ELSD
Chromatogramme der anfinglichen Mischung (oben), nach 2 h (mittig) und 24 h (unten); (b) MS-
Spektrum des erhaltenen Produkts.

Erst durch Zugabe von 10 ul HCl in MeOH und die damit verbundene Senkung des pH-Werts
konnte die Reaktion gestartet werden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von TURHANEN ET.

AL. und eigenen Experimenten mit dem Dowex-lonentauscher, die aufzeigten, dass die



Aminosduren nur dann erfolgreich mit MeOH und EtOH verestert werden konnten, wenn die
Aminoséure in ihrer Hydrochlorid-Form eingesetzt wurde.!”” Ebenso decken sich die
Ergebnisse mit fritheren Berichten zur Veresterung und Umesterung durch Lipasen, die
erfolgreich hohe Umsatzgrade bis zur anndhernd quantitativen Produktion von Estern
zeigten 212217218
Insgesamt war die nachhaltige Synthese von Ethyl-N,-Dodecanoyl-Arginat iiber zwei Schritte
erfolgreich und bietet weiteres Verbesserungspotenzial in Hinblick auf Synthese-Verlauf,

Verzicht auf Losungsmittel, Immobilisierung des Enzyms und Optimierung der

Gesamtreaktion.

2.5 Carbonyl-Kondensation & Reduktive Aminierung

Neben Fettsduren sind auch Fettalkohole kommerziell verfiigbar und stellen interessante
Substrate fiir die Synthese von Aminosduretensiden dar. Die daraus gebildeten N-Alkyl-
Aminoséuren sind stabile Tenside, die unter Annahme der idealen Syntheseroute direkt durch
katalytische reduktive Aminierung in-situ gebildet werden konnen.

Als Startpunkt fiir die Evaluierung des Reaktionspfads und fiir eine generelle
Machbarkeitsstudie wurden zunichst die entsprechenden Aldehyde eingesetzt. Dabei wurde die
Moglichkeit zur Kondensation von Aldehyden und Ketonen mit Nucleophilen, wie Amin-
Gruppen, genutzt, um unter Wasserabspaltung eine neue Bindung zwischen Nucleophil und
Carbonyl-Kohlenstoff zu bilden. Durch Zugabe des Carbonyls werden zunéchst Imine unter
Abspaltung von Wasser gebildet, die ihrerseits zum entsprechenden Amin reduziert werden
konnen.

Die Reaktion wurde unter Auswahl verschiedener Aldehyde untersucht, wobei der Fokus
zundchst auf der generellen Durchfiihrbarkeit der Reaktion als auch auf der Verwendung von
nachwachsenden und kommerziell verfiigbaren Verbindungen lag. Zur Synthese der
Alkylamine und -imine wurden dabei einerseits die linearen Fettaldehyde Octanal und
Dodecanal eingesetzt, aber auch das aromatische Zimtaldehyd oder die Terpen-Aldehyde
Citronellal und Citral bzw. das Terpen-Keton Pseudoionon (vgl. Abbildung 30).

Die Kondensationsreaktion wurde nach der Vorschrift unter 4.4.8 durchgefiihrt, wobei die
entsprechenden Alkylamine aufgrund der hoheren Stabilitdt und der Irreversibilitit der
Reduktion als eigentliches Produkt der Reaktion betrachtet wurden. In der initialen
Untersuchung der Reaktion lieferte die Kondensation von Alanin und Serin mit Dodecanal

innerhalb von kurzer Zeit die entsprechenden Imin-Zwischenprodukte, die allerdings nur in



geringem Male isoliert werden konnten. Durch die anschlieBende Reduktion mit NaBH4
konnten die entsprechenden N-Dodecylaminosiuren allerdings in hoher Reinheit mit isolierten
Ausbeuten von 96 % bzw. 60 % erhalten werden, wobei sich die Differenz auf die

unterschiedliche Loslichkeit von Serin und Alanin in Methanol zuriickfihren lasst.
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Abbildung 30: Schematischer Darstellung der Kondensations- & Reduktionsreaktion von Aldehyden mit
Aminosiuren (oben) und Strukturformeln der eingesetzten potenziell regenerativen Aldehyde (unten).

Ebenso kann verbleibendes Wasser nach der Trocknung das Reaktionsgleichgewicht der Serin-
Mischung beeinflusst haben, so dass die Kondensation nur unvollstidndig verlief.

Das Ubertragen der Reaktion auf die Aldehyde Octanal, Citronellal und Citral verlief
erfolgreich, die Produkt-Gemische der Terpene zeigten aber nach der Reaktion noch
verbleibende Aminosduren im Chromatogramm. Der Einsatz des Terpen-basierten Ketons
Pseudoionon zeigte keine Produktbildung, wobei angenommen wurde, dass die Reaktion des
Ketons durch die zusitzliche sterische Hinderung schlechter abliuft als die Reaktion von
ungehinderten Aldehyden.

Als erster Schritt in Richtung einer nachhaltigeren Synthese wurde versucht, die Reduktion
durch stochiometrisch eingesetzte Reduktionsmittel durch ein katalytisches Verfahren zu
ersetzen. Fiir die Reduktion wurde daher der heterogene Pd/C-Katalysator eingesetzt, der in
vielen Prozessen als effektiver Hydrier-Katalysator beschrieben wurde. Die katalytische
Durchfiihrung des Prozederes war allerdings nicht erfolgreich. Sowohl in Hinblick auf die
angestrebte, griine Reaktionsfiihrung als auch mit dem Ziel eines technischen Prozesses bieten

Fettaldehyde das Problem, der geringen Verfiigbarkeit und Lagerbarkeit. Aldehyde sind haufig



empfindlich gegeniiber Oxidation durch Luft-Sauerstoff zur entsprechenden Carbonséure oder
der Aldol-Reaktion, woraus langkettige Dimere mit interner Keton- bzw. -Hydroxy-Carbonyl-
Strukturmotiv erhalten werden.?!*-?2

Die attraktivere Alternative zum Einsatz von Aldehyden ist daher die direkte Reaktion mit
Fettalkoholen. Dabei durchlduft der Alkohol eine in-situ Kaskade aus Oxidation zum Aldehyd,
Kondensation mit dem Amin und anschlieBender Reduktion zum Alkylamin (vgl. Abbildung
31). Der Prozess der reduktiven Aminierung bzw. der zugrundeliegende ,,borrowing hydrogen*
Mechanismus ist auf vielfiltige Weise in der Literatur beschrieben.??!*?? In der Regel kommen
dabei Ubergangsmetall-Katalysatoren wie Rhenium, Ruthenium oder Palladium zum Einsatz,
wobei in aktuellerer Forschung vermehrt auch der Blick auf die giinstigeren Metalle Nickel,

Eisen und Aluminium gefallen ist.?* 2%
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Abbildung 31: Schematischer Ablauf der reduktiven Aminierung mit Alkoholen nach dem ,,borrowing
hydrogen“-Mechanismus.

Zur Ubertragung der Synthesen auf langkettige Alkohole wurden daher zunichst flexible,
bekannte Systeme ausgewéhlt. Besonders vielversprechend war der Einsatz von Eisen-Ionen,
die nicht nur durch ihren geringen Materialpreis liberzeugen, sondern auch fiir die Alkylierung
von Aminosiuren beschrieben waren.?*® Ebenso ist eine Fixierung in Montmorillonit-Granulat
moglich, was einerseits das Separieren von Katalysator und Produkt ermdglichen soll und

bereits als Tragermaterial flir dreiwertige Aluminium-, Eisen- und Indium-Ionen beschrieben



wurde."”®!”! Dennoch konnte unter Einsatz von Dodecanol in Kombination mit den
Aminosduren (vgl. 4.4.9) durch den Montmorillonit-K10-Fe**-Katalysator kein Umsatz
beobachtet werden. Auch die Alkylierung unter Druck mit Pd/C-Katalysator zeigte keine
Reaktivitit fiir die Alkylierung von Lysin mit Dodecanol. Im Vergleich zur zugrundeliegenden
Literatur ist vor allem zu beachten, dass dort nur Phenol bzw. Cyclohexanol und Cyclohexanon
eingesetzt wurden.?? Die Ringstruktur und der aromatischen Zustand des Phenols erzeugen
eine hohere Elektronendichte und kdnnen auf diese Weise die Koordination an das katalytische
Zentrum und die Amin-Funktion beeinflussen.

Ebenso wurde die direkte in-situ Alkylierung durch Zugabe von basischen Alkalimetall-Salzen
und einem Uberschuss des entsprechenden Alkohols untersucht (vgl. 4.4.11). Obwohl die
erfolgreiche Alkylierung von aliphatischen und aromatischen Aminen mit Alkoholen
verschiedener Kettenldnge und Struktur beschrieben ist, war die direkte N-Alkylierung von
Glutaminsiure, Lysin und Serin nicht erfolgreich.”%*! Ausschlaggebend konnte in dieser
Anwendung die unterschiedliche Struktur von organischen Aminen und Aminoséuren sein.
Einerseits liegt die Loslichkeit der Aminosédure unter der Loslichkeit des Amins im
entsprechenden organischen Substrat, andererseits wird ein deutlicher Uberschuss an Base
benotigt, da diese zundchst die Sdure-Funktion der Aminosdure deprotoniert, bevor die
eigentlich erwiinschte Reaktion katalysiert werden kann. Dazu kommt noch die
stochiometrische Bildung von Wasser durch Deprotonieren der Aminosdure, wodurch das in
der Literatur beschriebene Gleichgewicht zwischen Aldehyd und Alkohol negativ beeinflusst
werden konnte. 2232327233

Den oben beschriebenen Mechanismus greift auch der Ansatz der Aldehyd-vermittelten
reduktiven Aminierung (vgl. 4.4.12) auf, der die Reaktion durch eine geringe Menge an
zugesetztem Aldehyd initiiert. Im Anschluss erfolgt ein Basen-unterstiitzter Ubertrag der
Protonen vom Fettalkohol auf das entstandene Imin, wodurch erneut Aldehyde durch formelle
Oxidation des Alkohols gebildet werden und ein Fortlaufen der Reaktion stattfinden kann. Auch
hier zeigt sich, trotz sehr guter Resultate und Selektivititen in der Literatur, dass die Route nicht
direkt auf Aminosiuren iibertragen werden kann.?*® Ebenso liegt hier die Vermutung nahe, dass
die Sdure-Gruppe der Aminosdure mit dem zugegebenen Kaliumcarbonat wechselwirkt und so
die Protonen-Ubertragung verhindert. Zusitzlich muss auch beachtet werden, dass die Literatur
sich vor allem auf kompakte, elektronenreiche aromatische Substituenten an Amin und Alkohol
stiitzt, die durch die Ausprigung des m-Elektronensystems die Reaktivitit und Aciditdt der

Komponenten maBgeblich beeinflussen kénnen.



In Anbetracht der Notwendigkeit fiir stochiometrische Reduktionsmittel und die geringe
technische Verfiigbarkeit und Einsetzbarkeit fiir Aldehyde auf der einen Seite und die schlechte
Ubertragbarkeit der in-situ Reaktion auf ein System aus Fettalkohol und Aminoséuren auf der
anderen Seite wurden die Untersuchungen zur reduktiven Aminierung an diesem Punkt zu

Gunsten von alternativen Ansdtzen mit hoheren Erfolgsaussichten beendet.

2.6 Linker-basierte 3-Komponenten-Tenside

2.6.1 Kopplung mit Anhydriden und Modifikation

Einer der groBten Herausforderungen der Reaktion zwischen Fettsduren und Aminoséuren ist
die Bildung von ionischen Komplexen durch Protonierung der Amin-Funktion durch die Siure-
Gruppe. Das gebildete Carboxylat-Anion kann im Anschluss nicht mehr mit dem protonierten
Ammonium-Kation reagieren, so dass die Reaktion anderweitig vermittelt werden muss. Das
Problem kann wie zuvor beschrieben durch Enzyme, Katalysatoren und Kupplungsreagenzien
umgangen werden. Eine alternative Herangehensweise liegt in der Verwendung von ,,Linkern*
zwischen der Aminosdure und dem hydrophoben Fett-Rest, analog zur von MORAN ET. AL.
beschriebenen Methode, die zunichst C-terminal Gylcerin-Ester von Aminosduren hergestellt
haben und diese im Anschluss enzymatisch mit Fettsiuren umgesetzt haben. 3%

Zur Modifikation der Amin-Gruppe hingegen eignen sich vor allem Carbonsidure-Anhydride,
die unter Ausbildung des entsprechenden Amids stabile Verbindungen mit der Aminoséure
produzieren. Als besonders attraktive Substrate wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
cyclische Anhydride identifiziert, die nach der Ringdffnung eine weitere Sdure-Gruppe
besitzen, die dann mit Fettalkoholen oder Amiden modifiziert werden kann (vgl. Abbildung
32). Neben dem petrochemisch hergestellten Bernsteinsédure-Anhydrid sind vor allem das
potenziell biobasierte Maleinsdure-Anhydrid und die methylierten Derivate Citraconséure- und
Itaconsdure-Anhydrid zu nennen. Itaconsdure wird klassischerweise durch Decarboxylierung
aus Citronensdure gewonnen, wobei gute Ausbeuten, allerdings als Mischungen mit
Citraconsiure-Anhydrid erhalten werden.?*®** Aktuellere Untersuchungen haben auch die
potenzielle Nutzbarkeit von Itaconsdure als biobasierte Plattformchemikalie gezeigt, welche
dann katalytisch zum Anhydrid dehydratisiert werden kann.?**?*! Beide Derivate stehen im
thermodynamischen Gleichgewicht, wobei die interne Doppelbindung des Citraconsiure-
Anhydrids stark bevorzugt ist und so durch Temperaturerhohung selektiv aus dem Itaconsdure-

Anhydrid gewonnen werden kann.?** Zunichst wurde die Verbindung der Aminosiuren mit



den zyklischen Anhydriden genauer untersucht, um in einem zweiten Schritt dann die

Verkniipfung mit einem langkettigen Fettalkohol oder -amin durchfiihren zu kénnen.
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Abbildung 32: Schematische Synthese von Dodecanol-Aminosiure-Tensiden iiber einen organischen
Linker (oben) und Strukturen der bio-basierten Citraconsiure- und Itaconsiure-Anhydrids.

Die Reaktionen wurden, angelehnt an die Bedingungen der Schotten-Baumann-Reaktion,
zundchst in einem Wasser/Aceton-Gemisch durchgefiihrt, als weitere Losungsmittel wurden
Wasser, DCM, Aceton und Eisessig ausgewihlt. Analog zur T3P-vermittelten Synthese ist auch
hier die Nebenreaktion des Anhydrids mit einem nucleophilen Losungsmittel eine starke
Einschrankung in der Auswahl von potenziellen Losungsmitteln. Nachteilig ist auch hier die
geringe Loslichkeit der Aminosduren in organischen Ldosungsmitteln, so dass nur in Wasser
sowie Wasser/Aceton gute Umsitze flir alle eingesetzten Aminosduren verzeichnet werden
konnten, wobei allerdings auch die Hydrolyse-Nebenprodukte in Form der entsprechenden Di-
Sduren beobachtet werden konnten. Auch der Einsatz der Natrium-Salze von Aminosaduren
liefert keine hohere Loslichkeit. In Eisessig hingegen zeigten alle Aminosduren mit Ausnahme
von Asparaginsdure, Glutaminsédure, Histidin, Tryptophan und Tyrosin eine hohe Loslichkeit
bis 0,1 mmol 1", Dabei konnte in Eisessig allerdings nur fiir Cystein Produktbildung beobachtet
werden, wobei ein anndhernd quantitativer Umsatz und keine Nebenprodukt-Bildung
beobachtet wurde (vgl. Abbildung 33).

Die erhaltenen Resultate decken sich mit Berichten zur Anwendung von cyclischen Anhydriden
als Schutzgruppen fiir die Seitenketten der Aminosduren in der Peptidchemie. Dabei wurden
ebenfalls signifikante Teile an hydrolysiertem Nebenprodukt erhalten, die durch erhdhte
Stochiometrie und, sofern notwendig, nachgeschaltetes Waschen des Produkts ausgeglichen

wurden. >34



Wegen der vergleichsweise hohen Isomerisierungstendenz von Itaconsdure und Itaconsdure-
Anhydrid wurden die Folgesynthesen zur Kopplung mit Fettalkoholen und —aminen vor allem
mit Citraconyl-Aminosduren durchgefiihrt. Bernsteinsdure-Anhydrid wurde wegen der rein-
petrochemischen Herkunft ausgeschlossen. Fiir die hergestellten N-Citraconyl-Aminoséuren
bieten sich fiir die weitere Kopplung mit hydrophoben Resten sowohl eine Reaktion an der

freien Siure-Gruppe des Anhydrids als auch an der Doppelbindung an.

1AD2:ELSD
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Abbildung 33: Chromatogramm mit Zuordnung der Synthese von Citraconyl-Cystein.

Vielversprechend ist dabei die Veresterung bzw. Amidierung der Carbonsdure-Gruppe mit
Fettalkoholen oder —aminen oder die Umsetzung der Doppelbindung in Metathese oder Diels-
Alder-Reaktionen. Die Untersuchungen wurden zundchst mit den kommerziell verfiigbaren
Lipasen CALB und RMIM durchgefiihrt (vgl. 4.3.7).

Aufgrund der stark unterschiedlichen Polarititen und, damit einhergehend, Loslichkeiten der
Citraconyl-Aminosduren und Fettalkohole bzw. -amine konnte die Substrate der Folgereaktion
nur in kurzkettigen Alkoholen oder dem Wasser/Aceton-Gemisch erfolgreich geldst werden. In
beiden Varianten konnte unter Einsatz von immobilisierter Lipase keine Produktbildung mit
Alkoholen und Aminen im Bereich von C4— Ci2 erzielt werden. Wobei vermutet wurde, dass
die verzweigte Umgebung der Sdure-Funktion und der sterische Anspruch der Aminosdure-
Linker Kombination die Akzeptanz des Linkers stark vermindert hat. Ebenso arbeiten die
Lipasen vorwiegend mit lidngerkettigen Carbonsduren, wohingegen hier ein stark polares
Umfeld um die Sédure-Funktion gebildet wurde. Obwohl auch die von MORAN ET. AL.

eingesetzten Glycero-Aminosduren stark polar sind, wurden diese wiederum mit unpolaren,



langkettigen Fettsduren acyliert, so dass gegebenenfalls der hydrophobe Part an der Séure-
Funktion eine wichtige Rolle fiir die Substrat-Akzeptanz der Lipasen spielt.?!%213:237

Die Metathese mit Linalool und 1-Octen wurde sowohl mit Citraconyl-Lysin als auch, wegen
der hoheren Aktivitit der terminalen Doppelbindung, mit Itaconyl-Lysin durchgefiihrt (vgl.
Abbildung 34). Dabei konnten gingige Metathese-Katalysatoren, wie der Grubbs I und II-
Katalysator, wegen der Empfindlichkeit gegeniiber Wasser und Luftsauerstoff nicht eingesetzt
werden, so dass auf spezialisierte Katalysatoren, wie etwa den kommerziell verfiigbaren
AquaMet-Katalysator (vgl. 4.4.14), zuriickgegriffen werden musste.>**?*’ Der Katalysator

wurde bereits mit hoher Aktivitdt in der Metathese von Olefinen beschrieben und erfolgreich

in wissrigen Systemen angewandt.
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Abbildung 34: Schematische Darstellung der Metathese-Reaktion einer N-Itaconyl-Aminoséiure mit
Linalool und Strukturformel des Aqua-Met-Katalysators.

Dennoch war die Umsetzung weder fiir die interne Doppelbindung der Citraconyl-Verbindung
noch fiir die terminale Itaconyl-Doppelbindung erfolgreich und auch bei Verlingerung der
Reaktionszeit auf 24 h konnte keine Produktbildung beobachtet werden. Auch das lineare,
petrochemische Modellsubstrat 1-Octen konnte nicht iiber die Linker an Aminosduren
angehingt werden. Dieses Verhalten kann durch die Prdsenz von vielen, polaren Siure-
Funktionen im Substrat erklart werden, die ihrerseits an das metallische Zentrum koordinieren
konnen und so die Aktivitit des Katalysators storen konnten. Die zugrundeliegende Literatur
demonstriert zwar die Toleranz des Katalysators gegeniiber Alkoholen und Ammonium-Salzen,

nicht jedoch gegeniiber Siure-Gruppen.>*” Durch die Struktur des Substrats entsteht zusitzlich



ein Molekiil mit zwei Sdure-Funktionen, die das Metallzentrum chelatisierend koordinieren.
Die verbriickende Amid-Funktion, fiihrt zur Bildung von besonders stabilen Komplexen

analaog zu den ,,Pincer-Type Liganden. #3250

2.6.2 Diels-Alder vermittelte Synthese von Drei-Komponenten-Tensiden

2.6.2.1 Diels-Alder-Synthese des hydrophoben Rests

Ausgehend von den cyclischen, ungesittigten Anhydrid-Linkern bietet die Diels-Alder-
Reaktion eine gute Mdoglichkeit zur Verldngerung des hydrophoben Rests. Insbesondere der
Verzicht auf zusitzliche Kupplungsreagenzien, Katalysatoren und Additive flihrt zu einer
hohen Atomokonomie der Reaktion. Initiale Versuche zur Diels-Alder-Kopplung der, {iber das
Anhydrid eingebrachten, Doppelbindung mit hydrophoben Dienen wie Myrcen scheiterten
allerdings ebenso wie die Metathese und Veresterung mit Fettalkoholen an der kontriren
Loslichkeit der Citraconyl-Aminosduren und der Diene. Daher wurde die entgegengesetzte
Herangehensweise genauer beleuchtet und zunichst durch Verkniipfung von Dien und
cyclischem Anhydrid-Dienophil eine Fettsdure-artige, reaktive Struktur erzeugt, die dann mit
Aminoséduren weiter modifiziert werden kann (vgl. Abbildung 35).

Dabei wurde der Fokus auf das potenziell bio-basierte Maleinsdure-Anhydrid und das
vollstidndig bio-basierte Citraconsdure-Anhydrid gelegt und diese mit dem Monoterpen Myrcen
verbunden. Die verwendete Methode (vgl. 4.4.15) orientierte sich dabei an den Arbeiten von
HORNUNG ET. AL. und konnte daher so wie beschrieben fiir die Kombination aus Myrcen und
Maleinsiure-Anhydrid verwendet werden.'®* In Ubereinstimmung mit der Literatur, konnte die
Reaktion innerhalb weniger Minuten anniihernd quantitative Umsétze erzielen. Das Ubertragen
der Reaktion auf das Citraconsdure-Anhydrid lieferte ebenso das gewiinschte Produkt. Bedingt
durch den asymmetrischen Aufbau wurde angenommen, dass beide mdglichen Produkte
erhalten wurden, die Konstitutionsisomere allerdings bedingt durch ihre hohe Ahnlichkeit in
Hinblick auf Struktur und Polaritit weder liber GC- noch iiber LC-Analytik getrennt werden
konnten.

Die Reaktion des methylierten und sterisch gehinderten CA liefert Ausbeuten von bis zu 90 %,
wobei die Reaktion deutlich langsamer voranschreitet: Sind fiir Myrcen und MSA bereits nach
5 min. Umsatzgrade von circa 98 % erreicht, liegt der Umsatz des Citraconsidure-Anhydrids
dort erst bei circa 45 %; der maximale Umsatz wird hingegen erst nach 30 Min. erreicht.
Bemerkenswert ist an dieser Stelle, dass das MSA zunéchst in einem Losungsmittel wie THF

aufgenommen werden muss, CA hingegen Losungsmittelfrei verwendet werden kann und so



zusdtzlich zur griineren Reaktionsfiihrung, hoheren Atomdkonomie und Abfallvermeidung

beitrégt.
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Abbildung 35: Reaktionspfad der Diels-Alder-Reaktion von Myrcen und MSA bzw. CA (a), Vergleich der
Ausbeuten der Reaktion (b) und GC-Chromatogramme fiir MSA (c¢) und CA (d) nach 30 min.
Reaktionszeit.

2.6.2.2 Kupplungsreaktion mit Aminosduren

Die Reaktionsmischungen wurden im Anschluss zu Losungen von Aminosduren und NaOH in
Wasser oder Wasser/Aceton-Mischungen zugetropft (4.4.16) und bilden so unter nucleophiler
Ringoffnung die tensidischen Zielmolekiile aus (vgl. Abbildung 36).

Die Kondensationsreaktion mit dem modifizierten Anhydrid verlduft innerhalb der
Reaktionszeit von 4 h vollstindig, wobei neben der erwiinschten Reaktion zum Zielmolekiil
durch das notwendige wissrige Reaktionsmedium die Ringéffnung auch durch Wasser auftritt,
so dass dann als Nebenprodukt das Hydrolysat erzeugt wird. Die erfolgreiche Ring6ffnung und
Kopplung der Aminosdure konnten mittels NMR-Spektroskopie belegt werden. Zur besseren



Veranschaulichung sind in Abbildung 37 die '"H-NMR-Spektren des Hydrolyseprodukts und
das Kopplungsprodukt mit Phenylalanin dargestellt.
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Abbildung 36: Darstellung der Reaktion und der moglichen Produktisomere der Kondensation aus
Myrcen-MSA und Aminosiuren.

Bei der Anhydrid-Offnung durch Wasser entstehen zwei chemisch anniihernd identische
Sduregruppen, so dass die Protonen an den benachbarten tertidren Kohlenstoffatomen als
einzelnes Multiplett auftreten. In Folge der Ringdffnung durch die Aminosdure hingegen
kommt es zur Verdnderung des chemischen Umfelds, da eine der Carboxyl-Gruppen dann als
Amid-Funktion vorliegt. Das Amid reduziert die Elektronendichte in der Gruppe, so dass es zu

einer Tieffeld-Verschiebung kommt und das Multiplett in zwei Signale differenziert wird.
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Abbildung 37: Vergleich des 1H-NMR—Spektrums des Produkts der Ringéffnung mit Wasser (oben) und
mit Phenylalanin (unten) des Myrcen-MSA-Anhydrids.



In nachfolgenden Experimenten konnten mit Ausnahme der zyklischen, sekundiren Amin-
Funktion von Prolin alle Aminoséuren erfolgreich mit dem modifizierten Anhydrid-Intermediat
umgesetzt werden. Die hochsten isolierten Reinheiten im Bereich von 80 — 90 % wurden fiir
tendenziell eher polare Aminosduren (Gly, His, Lys, Met, Phe, Ser und Trp) erhalten. Die
sauren Aminosduren (4, 7) Glutamin- und Asparaginsdure lieferten 61 % bzw. 71 % Reinheit
im Produkt, wohingegen die entsprechenden Amide (3, 6) geringere Selektivitit zeigten. In
Hinblick auf die Literatur sind hohere Mengen an Nebenprodukten zu erwarten, da diese in der
Regel mit nicht-nucleophilen Lésungsmitteln arbeitet und so die Nebenreaktion vermeiden
kann.!®® Alternativ kamen bereits funktionalisierte Ester zum Einsatz, so dass die Reaktion auf
SiO,-Triger durchgefiihrt und mit organischen Losungsmitteln extrahiert werden konnte.!”’
Durch die schlechte Loslichkeit der Produkte in rein-organischen Systemen und die starke
Affinitdt von Silica zu Wasser ist dieser Ansatz fiir die Aminosédure-Tenside allerdings nicht
umsetzbar gewesen.

Die Reaktion konnte erfolgreich auf die Kopplung mit dem Myrcen-CA-Anhydrid (23 - 27)
iibertragen werden und wurde beispielhaft fiir eine Auswahl von Aminosiduren mit
unterschiedlicher Seitenkette wiederholt: Die basischen Aminoséduren (Arg, Lys) unterscheiden
sich deutlich, da Arginin in hoher Ausbeute isoliert werden konnte, die Reinheit der Mischung
allerdings nur bei ca. 50 % lag. Die Mono- und Di-Acylierung von Lysin lieferte niedrigere
isolierte Ausbeuten mit guten bis sehr guten Reinheiten von 95 bzw. 75 %. Dabei enthilt der
Ansatz zur Di-Acylierung vor allem das Mono-Acyl-Lysin als Nebenprodukt, wohingegen kein
Hydrolysat beobachtet werden kann. Die saure Aminosidure Glutaminsdure liefert nur geringe
isolierte Ausbeuten, dafiir konnte eine hohe Reinheit von 82 % erhalten werden. Das unpolar-
aromatische Phenylalanin wurde mit einer guten Reinheit von 68 % erhalten. Im Vergleich zur
klassischen Methode der Synthese nach Schotten-Baumann-Route werden somit &hnliche
Ausbeuten erhalten. Wie zuvor aufgezeigt liefert die Acylierung mit Fettsdurechloriden in
Abhéngigkeit von der Auswahl von Kettenlinge des Acyl-Chlorids und der Aminosdure
Ausbeuten im Bereich von 24 — 95 %.%!% Die Reinheiten der Schotten-Baumann-Produkte
liegt im Durchschnitt insgesamt hoher, was sich auf den zusitzlichen Féllungs- und
Waschschritt zurtickfiihren ldsst, der die unpolaren Nebenprodukte und Teile der verbleibenden
Aminosdure bzw. das entstandene NaCl entfernt. In Hinblick auf die Atomdkonomie und das
Ziel eine griinere Syntheseroute zu entwickeln, bilden diese Schritte allerdings einen Nachteil
durch erhohten Chemikalienaufwand und Abfallproduktion.?”?*! Die isolierten Ausbeuten und

Reinheiten der Myrcen-MSA- und Myrcen-CA-Aminoséuren sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.



Bedingt durch die Struktur konnen theoretisch fiir MSA zwei und fiir CA insgesamt vier
Produktisomere erhalten werden, die sich allerdings nur gering voneinander unterscheiden und
daher nicht chromatographisch getrennt werden konnten, so dass nur jeweils ein Signal erhalten

wurde.

Tabelle 6: Isolierte Ausbeuten und Reinheiten der Kondensationsreaktion von Myrcen-MSA und Myrcen-
CA- mit den 20 proteinogenen Aminosiuren und Wasser.

Nr. Nucleophil Ausbeute Yiso [%o] Reinheit [%]

Ausgehend vom Myrcen-MSA-Anhydrid:

O
1 \‘)J\OH 69 53

NH,
NH e}
2 HZN JJ\N WJ\OH 68 93
H NH,
0
3 HzNNOH 46 63
O NH,
o}
4 HONOH 88 50
O NH,
o}
5 HS /YJ\OH 99 57
NH,
0 0
G A 55 0
NH,
0 0
7 HOWOH 99 81
NH,
0
8 91 61
HZN\)J\OH
0
9 </N NOH 91 89
HN NH,
- 0

10 \/:\A)%H 32 67
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Ausgehend vom Myrcen-CA-Anhydrid:




23 95 50

24

g i
H,N N/\/ﬁ)kOH
H

NH,
O (@]
HOWOH
NH,
(0]
25 H2N\/\/\HJ\OH 51 91
NH,
(0]
H,N
2 \/\/\HJ\OH
NH,
(@]
OH
NH,
HO

25 82

26 99> 75

27 78 68

28 99 99

a) Lysin wurde bei dquimolarer Umsetzung als Gemisch aus Mono- und Di-acyliertem Produkt erhalten;
b) Lysin wurde mit zweifachem Uberschuss an Anhydrid umgesetzt, um das Di-acylierte Molekiil zu

erhalten; n.d. = nicht detektiert

Lysin hingegen kann durch die zweite Amin-Gruppe in der Seitenkette mit MSA bis zu vier
bzw. acht Isomere mit CA bilden, die allerdings ebenso nur geringe Varianzen aufweisen, so
dass die Mono-acylierten Produkte insgesamt in einem Peak resultieren. Des Weiteren wurde
bei der Umsetzung von Lysin auch die Bildung des Di-acylierte Produkts (vgl. Abbildung 38)
beobachtet, welches dann Ahnlichkeit zu Gemini-Typ Tensiden besitzt. Die zusitzliche
hydrophobe Gruppe ermoglicht fiir Lysin die Synthese von Tensiden mit hoherem
hydrophobem Anteil, ohne dabei auf die Verldngerung der Terpen-Einheit angewiesen zu sein.
Dementgegen zeigten die anderen Hydroxy-Gruppen von Serin, Threonin und Tyrosin sowie
die Thiol-Gruppe von Cystein keine zweifache Acylierung. Weiterfithrende Untersuchungen
zum Ablauf der Kopplung von Lysin wurden mit tert-Butoxycarbonyl (boc)-Schutzgruppen
durchgefiihrt. Ausgehend von Ny- und Ng-boc-Lysin wurde die Acylierung mit dem Myrcen-
MSA-Anhydrid erneut durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Acylierung der freien
Ne-Gruppe erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, wobei nur N,-Myrcen-MSA-Lysin
erhalten wurde. Die wiederholte Durchfiihrung der gleichen Reaktion mit Ng-boc-Lysin

hingegen lieferte kein Produkt. Dadurch kann angenommen werden, dass die Bildung des di-



acylierten Lysins zunéchst iiber Acylierung der Ne-Gruppe und anschlieBende Acylierung der

No-Amin-Gruppe abléuft.
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Abbildung 38: HPLC-Chromatogramm des Produktgemisch der Lysin-Acylierung (a); Schematische
Darstellung des Mono- und Di-acylierten Lysin (b) und Massen-Spektren des Mono-acylierten (c) und di-
acylierten Lysin (d).

2.6.2.3 Physikochemische Charakterisierung der Verbindungen

Fiir die Untersuchung und Bewertung der nachhaltig synthetisierten Tenside als Alternative zu
etablierten Verbindungen sind vor allem ihre physikochemischen Eigenschaften von grofer
Bedeutung. Daher wurde im Anschluss an die chemische Charakterisierung das
Schaumverhalten und die Oberflachenaktivitit untersucht. Zur Vereinheitlichung der
Ergebnisse wurde eine 4 mmol 1! Mischung bezogen auf die Tensid-Komponente erzeugt und

bei haut-freundlichem pH von 5,5 vermessen (vgl. 4.2.5 & 4.2.6). In Abbildung 39 sind die



Schaumhohen zu Beginn der Messung und nach 5 min sowie die minimal-erreichten

Oberflichenspannungen aufgefiihrt, die genauen Messwerte sind in Anhang in Tabelle 12
aufgefiihrt.
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Abbildung 39: Minimale Oberflichenspannungen owi» und Schaumhoéhen der Diels-Alder-Tenside
basierend auf Myrcen, MSA (a) bzw. CA (b) und Aminosiuren mit Darstellung der Anhydrid-
Zwischenstufen.

Die Verbindung des Terpen-Anhydrid-Riickgrats mit Aminosduren beeinflusst die Struktur und
Ladung der Kopfgruppe malBigeblich, was in einer Zunahme der Oberflichenaktivitdt und
sowohl der Aufschdumbarkeit als auch der Schaumstabilitit resultiert. Die Losung des
Hydrolyse-Produkts liefert eine leichte Abnahme der Oberflichenspannung auf 61 mN m™,
Schaum wird unter den gewihlten Testbedingungen zwar gebildet, besitzt allerdings keine
Stabilitdt, so dass mit Beenden des Luftstroms der erhaltene Schaum innerhalb von
20 Sekunden wieder vollstindig kollabiert. Durch Addition einer Aminosdure wird die
Aufschiaumbarkeit um circa 30 % erhoht, wodurch initiale Schaumhohen von 110 - 140 mm

erreicht werden. Die Schaumstabilitdt hingegen nimmt deutlich zu, wodurch vor allem fiir



polare Aminosduren nach 5 min Messzeit noch signifikante Schaumhdhen detektiert wurden.
Dabei erzielen Arginin, Serin, Tryptophan und sowohl mono- als auch di-acyliertes Lysin
Schaumhohen von circa 120 mm, wahrend Threonin und Tyrosin bei etwa 80 mm Schaumhdhe
liegen. Valin liefert als einzige unpolare Aminosdure einen vergleichsweise stabilen Schaum
mit einer Resthohe von 40 mm nach 5 min Zerfallszeit.

Ebenso zeigen sich je nach eingesetzter Aminosdure auch drastische Unterschiede in der
erreichten Oberfldchenspannung. Die sauren Aminoséuren Asparaginsdure und Glutaminsiure
zeigen nur geringe Oberflichenaktivitit und erreichen Werte von omin > 50 mN m!, wobei die
Vermutung auftritt, dass die hohe Polaritit durch zwei Sdure-Gruppen in der Aminosdure
zusitzlich zur freien Sdure-Gruppe des Anhydrid-Riickgrats eine zu hohe Polaritdt fiir den
kompakten hydrophoben Rest aufweist. Fiir einen Teil der unpolar, hydrophoben Aminoséduren
(Ala, Ile, Met) werden &hnlich niedrige Aktivititen erhalten, wobei die verbleibenden
unpolaren Aminoséuren (Leu, Phe, Trp, Val) bessere Resultate von ca. 40 mN m™' erreichen
und vor allem Tryptophan mit 38,7 mN m! in den Bereich der aktiven Tenside einzuordnen ist,
was sich unter Umsténden auf ein Wechselspiel des groBen hydrophoben Rests und die darin
enthaltene, polare Amin-Gruppe der Seitenkette zuriickfiihren ldsst. Auch die polaren
Aminosédure-Kopfgruppen liefern Resultate mit hoher Streuung, wéhrend Glutamin eine
geringe Aktivitdt aufweist, zeigen viele der Aminoséuren (Asn, Gly, Ser, Tyr) eine mittlere
Senkung (omin =45 mN m™) der Oberflichenspannung und die Aminosduren Cystein und
Threonin liefern gute Resultate mit 34,0 bzw. 38,7 mN m!. Ebenso zeigt sich die Varianz auch
bei den basischen Aminosiuren, wo Histidin nur wenig Aktivitit zeigt (56,7 mN m™), wihrend
Arginin zu einer signifikanten Absenkung der Oberflichenspannung fiihrt (38,0 mN m™') und
mono- und di-acyliertes Lysin nochmals bessere Resultate mit 36,1 bzw. 32,5 mN m''
erreichen.

Die Vermessung der Citraconsdure-Anhydrid-basierten Tenside wurde analog dazu
durchgefiihrt. Dabei erzeugte das Hydrolysat niedrigeren Schaum als das MSA-Pendant mit
ebenso geringer Schaum-Stabilitdt. Die erreichte minimale Oberflichenspannung lag mit
56,9 mN m™!' marginal niedriger. Glutaminsiure zeigt auch hier geringe Schaumentwicklung
als mit MSA-Linker, liefert aber eine vergleichbare, geringe Absenkung der
Oberflichenspannung. Die polare Aminosdure Cystein und die basische Aminosiure Arginin
zeigten leicht verbesserte Oberflichenspannungen mit 32,1 bzw. 31,8 mN m™!. Ebenso wurde
die Schaum-Stabilitit von Cystein durch den Wechsel auf das Citraconsidure-Anhydrid als
Linker deutlich verbessert, wihrend der verbleibende Schaum fiir Arginin auf die Halfte

reduziert wurde. Mono- und di-acyliertes Lysin zeigen unter Einsatz des CA-Linkers geringere



Schaumhohen als die MSA-Lysin-Tenside. Die erhaltenen minimalen Oberflichenspannungen
konnten nochmals leicht verbessert werden, so dass das mono-acylierte Lysin Resultate von
33,4mNm’ liefert und das di-acylierte Lysin mit 31,5 mN m™ die niedrigste gemessene
Oberflachenspannung in diesem Datensatz liefert. Phenylalanin liefert vergleichbare Daten wie
das MSA-Pendant mit einer erreichten Oberflichenspannung von 44,5 mN m™! und nur bedingt
stabilem Schaum.

Ausgewihlte Aminosduren mit guten Ergebnissen in Hinblick auf ihre Schaumstabilitit wurden
erneut eingesetzt, um das Schaumverhalten {iber einen lingeren Zeitraum zu beobachten. Dabei
wurde erneut eine Konzentration von 4 mmol I, bezogen auf die Tensid-Komponente
eingesetzt. Der Verlauf der Schaumhdhen iiber einen Zeitraum von 30 min ist in Abbildung 40
dargestellt. Die Schaumhdhen fiir die Hydrolysate sind zum Vergleich der Stabilitdt und des
Einflusses der Aminosdure-Kopfgruppe abgebildet.
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Abbildung 40: Entwicklung der Schaumhdhen iiber einen Zeitraum von 30 min fiir 4 mM Losungen der
Diels-Alder-Tenside mit MSA (a) und CA (b) als Linker.

Am Kurvenverlauf zeigt sich deutlich die Verbesserung der Schaumhohe und -stabilitdt durch
Addition von polaren Aminosduren. Die Steigerung ldsst sich durch die verdnderte

Ladungsverteilung im Molekiil erkldren, die die Balance zwischen hydrophilem und



hydrophobem Teil verbessert. Vor allem unter der Annahme, dass das Lysin vor allem an der
e-Amin-Funktion acyliert wird erzeugt sehr lineare Molekiile analog zu Acylaminoséduren. Die
Myrcen-Maleinsdureanhydrid-basierten Tenside mit Arginin- und Lysin-Kopf zeigen
anndhernd identische Stabilitdt, wodurch nach 30 min Messzeit noch jeweils ca. 90 mm
Schaumhohe verbleiben. Cystein zeigt eine geringere Stabilitdt, wobei die Abnahme innerhalb
der ersten 15 min nach Aufschdumen langsamer verlduft als in der zweiten Hilfte der
Untersuchung. Der Effekt kann dadurch erklirt werden, dass das Schaummessgerét mittels
Absorption die Schaumhohe bestimmt, wodurch an der AuBenwand des Glaszylinders
haftender Schaum eine grofere Schaumhohe suggeriert, wiahrend der Schaum in der Mitte der
Schaumsiule bereits begonnen hat, langsam zu kollabieren. Dennoch ist auch der fiir Cystein
erreichte Wert von ca. 50 mm nach 30 min noch als gutes Ergebnis zu werten. Bei
Untersuchung der Citraconsidure-Anhydrid-basierten Tenside zeigt sich eine vergleichbare
Tendenz. Hierbei schneiden beide Lysin-Derivate allerdings deutlich besser ab, und bilden auch
nach 30 min Messzeit noch eine stabile Schaumséule von ca. 90 mm Hoéhe. Der Schaum des
Arginin-Tensids hingegen ist bis zur Messung nach 12 min stabil und kollabiert danach
zunehmend. Die Fragmente nach 20 min lassen sich durch nach-rutschenden Schaum erkliren,
der die Messung kurzfristig beeinflusst und dann ebenfalls in sich zusammenfallt.

Generell liefern vor allem die basischen Aminosduren Arginin und Lysin ebenso wie die polare
Aminosdure Cystein sowohl in Hinblick auf die erreichte Oberflachenspannung im Bereich von
30 — 35 mN m! als auch auf die Schaumhdhen und —Stabilititen gute Resultate. Dennoch ist
im Vergleich zu den bereits untersuchten und kommerziell verfiigbaren, mit Fettsduren
acylierten, Aminosdure-Tensiden festzustellen, dass die Oberflichenspannung mit
vergleichbarem Ci»-Kohlenstoffgeriist in der Regel geringer ausfallen. So wurde unter anderem
fiir N-Lauroyl-Serin und Glycin minimale Oberflichenspannungen von 29,9 bzw. 41,2 mN m'
erhalten, diese zeigten allerdings auch eine starke Abnahme des Schaumvolumens innerhalb
von 5 Minuten.%’ Die urspriinglichen Untersuchungen zur Synthese und Charakterisierung von
Lauroyl-Glutamat resultieren sogar in Oberflichenspannungen von ca. 25 mN m! fiir eine
10 mM Losung, mit sehr stabilem Schaum iiber einen Zeitraum von 30 min.*> Das von
TABOHASHI ET. AL. untersuchte C12HEA-Glu (N-[3-Lauroyloxy-2-hydroxypropyl]-L-Arginin
L-Glutamat) als Glycerin-verlinktes Tensid liefert vergleichbare Oberflachenspannungen bei
ca. 30 mN m™.2% Nachhaltige Tenside basierend auf Vanilin-Strukturen und Sarconisat als
Kopfgruppe zeigen bei vergleichbaren Konzentrationen von 3,6 - 4,5 mmol I' #hnliche

Oberflichenspannungen im Bereich von 32 — 37 mN m™!. Der initial von den Vanilin-Derivaten



gebildete Schaum zeigt eine dhnliche Hohe, wobei die Abnahme innerhalb von 5 min deutlich
schneller verlduft, so dass dort nur etwa 50 - 60 mm Resthohe verbleiben.3?%

Wihrend die erhaltenen Resultate und physikochemischen Eigenschaften der Myrcen-basierten
Verbindungen mit basischen Aminosduren interessante Ansatzpunkte flir eine technische
Anwendung zeigten, lieferten die Derivate mit anionischen Aminosduren wie Glutaminsiure
eine deutlich niedrigere Leistung als die vergleichbaren Lauroyl-Aminosiuren. Als mogliche
Erklarung hierfiir wird die abweichende Struktur der eingesetzten Linker-Tenside vermutet. Bei
gleicher Kohlstoffzahl (Ci2) wie die kommerziellen Laurinsdure-Tenside wird der erhaltene
hydrophobe Rest durch die, wihrend der Diels-Alder-Cycloaddition erzeugte, Ringstruktur
deutlich kompakter. Ebenso bedingt der Einsatz von zyklischen Anhydriden den Nachteil, dass
durch die Ringdffnung eine zusétzliche polare Sidure-Gruppe am Anfang des hydrophoben
Rests erzeugt wird, die so das Verhiltnis aus hydrophilem zu hydrophobem Teil beeinflusst.
Zusitzlich dazu ist das Packungsverhalten und die mogliche Flexibilitit bei der Anordnung an
der Oberfliche ein essenzieller Parameter bei der Beeinflussung der Oberflichenspannung und
dem Schaumverhalten. Diese Anordnung kann bereits durch kleine Verdnderungen der

Struktur, wie durch den Sechsring oder die zusitzliche Methyl-Gruppe, beeinflusst werden.

2.6.2.4 Antimikrobielle Tests

Tenside mit Aminosduren- oder kurzkettigen Peptid-Funktionen als Kopfgruppe besitzen
hiufig antimikrobielle Eigenschaften und konnen daher neben der primédren Anwendung als
wachaktive Substanz oder Emulgatoren auch zusétzlich Wirkung in der industriellen
Anwendung finden. Besonders kationische und sterisch anspruchsvolle hydrophobe bzw.
aromatische Aminosduren zeigen das Potenzial, sich in mikrobielle Membranen einzulagern
und mittels Zellwand-Ruptur zum Zelltod der Mikroben beizutragen.

Im Rahmen der Charakterisierung der neuentwickelten und hergestellten Tenside wurde daher
die Wirkung sowohl gegen grampositive (B. subtilis, C. glutamicum) als auch gegen ein
gramnegatives (E. coli) Bakterium sowie die Hefe Candida vishwanathii untersucht.
C. glutamicum wurde zusétzlich zu B. subtilis als gram-positives Bakterium getestet, da es sich
in der Struktur und dem Aufbau seiner Zellwand unterscheidet und durch das enthaltene
Mycolat in der duBeren Membran dem pathogenen Mycobacterium tubercolosis ihnelt.?>* Das
Protokoll zu den antimikrobiellen Tests ist in 4.2.7 genauer beschrieben. Neben dem Einsatz
der schon genauer charakterisierten Molekiile wurden auch die Ethyl-Ester der kationischen

Aminosduren Arginin, mono- & di-Acyl-Lysin hergestellt. Ziel war die Synthese von rein-



kationischen Tensiden durch Blockieren der freien Saure-Gruppen, wobei die Aktivierung fiir
préaparative Zwecke durch Zugabe von Chlor-(Trimethyl)Silan (TMS-CI, vgl. 4.4.17) erreicht
wurde. Als Alternative fiir zukiinftige Synthesen ist die bereits fir LAE erfolgreich
demonstrierte, katalytische Veresterung iiber Lipasen oder Ionentauscher in Betracht zu ziehen.
Durch Vergleich der erhaltenen Inhibitionsradien bei Konzentrationen von 5 - 40 mmol 17! (vgl.
Tabelle 7) konnten Riickschliisse auf die jeweilige Aktivitit der Verbindungen gezogen werden.

Tabelle 7: Inhibitionswirkung fiir die Myrcen-Anhydrid-basierten Drei-Komponenten-Tenside gegen
grampositive (B. subtilis und C. glutamicum) und -negative (E. coli) Bakterienstimme, sowie die Hefe
C. vishwanathii bei Konzentrationen von 5 - 40 mM.

Anhydrid- Kopf- C
B. subtilis C. glutamicum E. coli
Precursor gruppe vishwanathii
H>O n.d. n.d. n.d. n.d.
Arg n.d. n.d. n.d. n.d.
Myr-MSA 40 ++/20 + 40 +/20 0/
ArgOEt? 40 + /20 - 40 x / 20 -
/1007/5 - 10 -
Phe 40 + /20 - 40 +/20 - 40 x / 20 - n.d.
H>O n.d. n.d. n.d. n.d.
Myr-CA Arg n.d. n.d. n.d. n.d.
40 ++/20 +
ArgOEt? 40 + /20 - 40 + /20 - 40 + /20 -
/10+/50

Erlduterung: a) Veresterung der Produkte wurde mit EtOH und TMS-CI durchgefiihrt, wodurch alle vorhandenen
Sauregruppen an Aminosdure und hydrophobem Riickgrat in die entsprechenden Ethyl-Ester umgewandelt
wurden; ++ = deutlich erkennbarer Inhibitionsradius, + = deutlich erkennbarer Inhibitionsradius, o = erkennbarer,
kleiner Inhibitionsradius, - =schwacher Inhibitionsradius, uneindeutiges Resultat, n.d. = keine Inhibition bei

hochster Konzentration erkennbar.

Eine erginzende Darstellung von Kulturen mit Hemmhof-Tests findet sich im Anhang in
Abbildung A 1). In Untersuchungen der Drei-Komponenten-Aminosdure-Tenside zeigte das
N-Myrcen-MSA-Phenylalanin eine schwache Inhibierung der drei getesteten bakteriellen
Mikroorganismen, wohingegen die untersuchte Hefe nicht inhibiert wurde. Vergleichbare
Resultate in Form einer schwachen Inhibition wurden mit dem strukturell dhnlich aufgebauten
N-Lauroyl-Phenylalanin erzielt.>® Die verbleibenden Aminosiure-Tenside zeigen, ebenso wie

die Hydrolysate keine Inhibition der untersuchten Mikroorganismen. Auch die amphoteren



Verbindungen, die durch die Umsetzung der basischen Aminosduren Arginin und Lysin
erhalten werden, zeigten zundchst keine Wirksamkeit. Durch vollstindige Veresterung konnten
die Arginin-Derivate in deutlich aktivere Verbindungen iiberfiihrt werden, die eine starke
Inhibition des mikrobiellen Wachstums aufweisen. Die Veresterung der enthaltenen Séure-
Funktionen liefert ein kationisches Tensid, dass sich durch die positive Ladung an bzw. in die
negativ geladenen Zellmembran einlagern kann, wodurch somit eine Schidigung der Bakterien
und der eingesetzten Hefe eintritt.>> 28, Unter Beriicksichtigung der bekannten Wirkung von
antimikrobiellen Tensiden wie LAE zeigt sich eine schwéchere Wirkung bei den Drei-
Komponenten-Tensiden. Auch im direkten Vergleich mit natiirlich vorkommenden und
synthetischen AMPs und SAMPs zeigt sich eine geringere Wirksamkeit. So zeigen die
modifizierten und mit kurzkettigen Alkoholen bzw. Aminen C-terminal umgesetzten Tripeptid-
Wirkstoffe basierend auf Tryptophan und Arginin bereits im Mikrogramm pro Milliliter
effektive Inhibition von verschiedenen Pilzen und Bakterien.®>?* Analoges Verhalten wurde
auch fiir die unmodifizierten und nicht-acylierten Hexapeptide aus Tryptophan und Arginin
nachgewiesen.®*?%° Ebenso besitzen auch die Lauroyl- und Palmitoyl-acylierten Tetrapeptide
stirkere Wirkung gegeniiber Bakterien und sind auch in hoheren Verdiinnungsgraden noch
aktiv.%*% Dennoch lisst sich der Nachweis von antimikrobieller Aktivitit als positiver
Ansatzpunkt fiir weitere Arbeiten deuten. Eine generell vorhandene Wirksamkeit kann durch
Anndherung der erzeugten Strukturen an effektivere Substanzen gegebenenfalls ausgebaut und
verstirkt werden. Analog zur Betrachtung der physikochemischen Eigenschaften zeigt sich
auch hier, dass Substrate mit groBerem hydrophilem Anteil effektivere Inhibitoren sein
konnten. Auch die Kopplung von Peptiden an einen hydrophilen Rest, wie etwa die
beschriebenen Benzyl-Tripeptide bringt bereits drastische Wirkung mit sich, so dass eine

Kopplung eines Tripeptids an den Myrcen-Rest vergleichbare Wirkung erzielen konnte.

2.6.3 Diels-Alder-Synthese von Tensiden mit langkettigen Dienen

Als Hauptproblematik der bisher synthetisierten Strukturen war die, in Relation zum
hydrophilen Teil und der zusétzlich erzeugten Sdure-Gruppe, zu kurze hydrophobe Sektion der
Tenside. Daher wurden weitere Untersuchungen mit langkettigen Dienen angestrebt, wobei als
einfach zugingliche Ressource vor allem das Sesquiterpen -Farnesen (Cis) und die konjugierte
Linolsédure (C18:2 cis) identifiziert wurden. Farnesen ist dabei vor allem als Isomeren-Gemisch
kommerziell verfiigbar, wobei das a-Isomer oft iiberwiegt. Erste Untersuchungen und Diels-

Alder-Reaktionen zeigten, dass die kommerziell in gréBerem Mal3stab verfiigbaren Rohstoffe



nicht iiber die ausreichende Reinheit verfiigten, um eine selektive Synthese zu erlauben. Daher
wurden nachfolgende Untersuchungen auf die Synthese, Aufreinigung und Konjugation, sowie

die Folgereaktionen von Linolsdure (Abbildung 41) fokussiert.
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ausgehend von Disteldl zur Verbesserung der Ubersicht ist nur jeweils eins von vier moglichen Produkt-
Isomeren dargestellt.



Diese kann aus Distel6l gewonnen und durch Fallung mit Harnstoff isoliert werden. Ausgehend
von den Triglyceriden des Disteldls kann die Esterspaltung wahlweise hydrolytisch zur freien
Fettsdure oder alkoholytisch zum entsprechenden Fettsdureester ablaufen. Die
Herangehensweisen bieten fiir die Tensid-Synthese deutlich unterschiedliche Produkte, da das,
aus der Fettsdure erzeugte Tensid eine freie Sdure-Gruppe in einer der beiden Alkyl-Ketten
trdgt und so eine Bola-Tensid-Struktur erhélt. Unter Einsatz von Fettséureestern hingegen ist
die polare Sdure-Funktion hingegen geschiitzt und fiigt sich in die hydrophobe Struktur der
Kohlenwasserstoffkette ein, wodurch ein Gemini-Tensid gebildet wird.

Die anschlieende katalytische Konjugation erzeugt dann eine Mischung des 9Z, 11E- oder des
10E, 12Z-Isomers.?*'2%* Die Reaktion beider Isomere in der Diels-Alder-Reaktion mit
Maleinsdure-Anhydrid und zyklischen Imiden zur anschlieBenden Trennung der Isomere wurde
sowohl fiir die freie Linolsiure als auch fiir die entsprechenden Ester bereits beschrieben.!”>!17¢
Die sequenzielle Umsetzung des erhaltenen Anhydrid-Intermediats mit Aminosduren liefert
dann Gemini-Tensid-artige Strukturen mit zentral platzierter hydrophiler Kopfgruppe und zwei
hydrophoben Resten.

Im Zuge der durchgefiihrten Synthesen wurde sowohl die Hydrolyse als auch die Methanolyse
des Triglycerids betrachtet (vgl. 4.4.18). Die Hydrolyse mit KOH in einer Mischung aus Wasser
und Ethanol verlief innerhalb von 90 min. und in Ubereinstimmung mit der zugrundeliegenden
Literatur vollstindig.?** Aus der leichteren Ol-Phase wurden nach Trocknen und Entfernen des
Losungsmittels circa 480 g der Kalium-Seifen der Fettsduren erhalten wurden. Kommerziell
erhiltliches, Linolsdure-reiches Distelol hat einen Linolsdure Anteil von maximal 83 %,
wihrend durchschnittlich 68 % enthalten sind. Den Grofteil der iibrigen Fettsduren an der
Gesamt-Mischung machen Olsiure und Palmitinsiure mit 5 — 22 % bzw. 5 — 8 % aus.?%?% Die
enthaltenen ungesittigten und einfach geséttigten Fettsduren wurden mit Harnstoff (vgl. 4.4.19)
ausgefillt, so dass nach Trocknen des Filtrats sehr reine Linolsdure (96 %, vgl. Abbildung 42)
in einer Ausbeute von 74 % (bezogen auf die theoretische Ausbeute bei einem
durchschnittlichen Linolsiure-Anteil von 68 % im Disteldl) erhalten wurde.?” Die analoge
Durchfiihrung der Veresterung mit KOMe in Methanol und anschlieBende Aufreinigung
lieferte den Linolsduremethylester mit etwas geringerer Reinheit (88 %) in einer Ausbeute von
45 % (bezogen auf den theoretisch mdglichen Wert). Dabei tritt bei #., = 8,1 min eine geringe
Verunreinigung auf (ca. 6 %), die im Spektrum der Hydrolyse nicht beobachtet werden konnte.
Bei der Verunreinigung handelt es sich voraussichtlich um eine kurzkettige und in der
Folgereaktion unreaktive Fettsdure. Die insgesamt niedrigere Ausbeute wurde durch eine

schlechtere Trennung im Rahmen des Ansduerns vermutet. Ebenso kann es bei der Féllung zu



einer Co-Fillung des Methylesters gekommen sein, der so mit der Olsiure eingeschlossen und
verworfen wurde.

Die Konjugation der internen Doppelbindungen (Prozedur vgl. 4.4.20) erfolgte fiir die freie
Linolsdure nach dem in der Literatur beschriebenen Protokoll von CHIN ET. AL. durch Zugabe
von NaOH in Ethylenglycol.?%?%° Bei der Konjugation des isolierten Methylesters muss
hingegen der Ausschluss von Wasser beachtet werden, da bei Anwesenheit bereits geringer
Mengen von Wasser die Spaltung des Esters vermutet wurde. Daher wurde zur Konjugation
trockenes KOMe in Methanol anstelle von NaOH verwendet und die Substratmischung vor
Zugabe des Katalysators zur Entfernung von Wasser unter leichtem Vakuum auf 120 °C erhitzt.
Die gaschromatographische Untersuchung der Reaktionsprodukte zeigte keine Verdnderung
der Chromatogramme oder Retentionszeiten, was durch die minimale Anderung der

Elektronenverteilung im Molekiil erklirt werden kann.
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Abbildung 42: Gegeniiberstellung der GC-Chromatogramme von aufgereinigter und hydrolysierter
Linolséiure (a) und dem Linolsduremethylester (b) sowie die entsprechenden Produkt-Chromatogramme
nach der Umsetzung mit MSA (c, d).

Die erhaltene CLA bzw. CLA-OMe wurden fiir die Folgereaktion mit MSA unter angepassten

Bedingungen eingesetzt (vgl. 4.4.15). Die Reaktionstemperatur wurde in Ubereinstimmung mit



der Literatur zur Isomerentrennung mittels MSA auf 160 °C erhoht.!”>!¢ Die Analyse der
Reaktionsmischung analog zu den Versuchen mit Myrcen iliber GC zeigte eine nur
unvollstindige Umsetzung ausgehend von der freien Séure, wohingegen die Peaks des
Zwischenprodukts ausgehend vom CLA-Methylester deutlich stirker ausgepragt waren. Bei
der Bewertung der Ergebnisse fiir die freie Sdure sind prinzipiell zwei Szenarien denkbar:
Einerseits kann die freie Sdure die Diels-Alder-Reaktion mit dem Anhydrid negativ
beeinflussen, so dass optimierte Reaktionsbedingungen und eventuell verlédngerte
Reaktionszeiten notwendig sind. Andererseits besteht auch die Moglichkeit, dass die
Isomerisierung der freien Sdure deutlich schlechter verlduft und so fiir die Diels-Alder-Reaktion
nur geringe Mengen an Substrat verfligbar sind. Die genaue Charakterisierung der Mischungen
war allerdings durch sehr dhnliche Retentionszeiten nicht mdglich und miisste in nachfolgenden
Arbeiten mit spezialisierten Mitteln, wie etwa zur Trennung von Fettsdure-Isomeren
entwickelten WAX-Sdulen durchgefiihrt werden. Das erzeugte CLA-Anhydrid wurde im
Anschluss exemplarisch sowohl mit der Aminoséure Serin als auch zur Referenzierung der

Reaktion mit Wasser gekoppelt. Die in Abbildung 43 dargestellten Spektren zeigen die erfolg-
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reiche Synthese des CLA-OMe-MSA-Serin-Tensids. Dabei werden zwei benachbarte Peaks fiir
die Isomere erhalten, dennoch sind neben dem Hydrolyse-Produkt auch grof3ere Mengen nicht-
reagierten Serins und von Maleinsdure zu verzeichnen. Die direkte Hydrolyse des Anhydrid-
Zwischenprodukts verlief erfolgreich, allerdings sind auch hier noch Restmengen von nicht
reagierter MSA und des Linosduremethylesters im Produkt vorhanden. Grundlegend ist der
gewidhlte Syntheseansatz damit allerdings erfolgreich und bietet eine attraktive Route, um
ausgehend von nachwachsenden Rohstoffen in effizienten Prozessen griine Tenside
herzustellen.

Dabei muss die Optimierung aller einzelnen Schritte der gesamten Reaktionskette in
nachfolgenden Arbeiten betrachtet werden, da sowohl die Ausbeuten der Diels-Alder-Reaktion
von CLA und MSA niedriger liegen als die Reaktion zwischen Myrcen und MSA, als auch die
Selektivititen der CLA-Ester-Gewinnung sowie die der abschlieBenden Kondensation noch
verbessert werden konnen. Auch der Einsatz von Methanol zur Veresterung muss noch
evaluiert werden, da hier der Einsatz von Ethanol in Hinblick auf die Toxizitidt und die

Problematik von im Produkt verbleibenden Reagenzien unbedenklicher ist.



Zusammenfassung & Ausblick Tristan Jolmes

3 Zusammenfassung & Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit und der zugehdrenden Forschungsarbeit zum
Themenkomplex von nachhaltigen Aminosdure-Tensiden wurde in einer zwei-geteilten
Herangehensweise betrachtet (vgl. Abbildung 44). Einerseits bildet die Entwicklung und
anschlieBende Evaluierung von neuen, griineren und nachhaltigen Synthesestrategien fiir
bereits etablierte Tenside einen Schwerpunkt. Das Syntheseziel bildeten dabei
Acylaminosduren, die bereits seit Jahren als industriell relevante Produkte in den Tensidmarkt
einflieBen. Andererseits sollten ausgehend von Aminosduren als polare Kopfgruppe auch
komplett neue Synthesestrategien erarbeitet werden, wodurch die Vielfalt an strukturellen

Motiven, wie auch die Anzahl potenzieller, biogener Substrate erhoht werden kann.
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Abbildung 44: Generelle Aufteilung der Arbeit mit ausgewiihlten enzymatisch- (griin) und chemisch-
(blau) vermittelten Routen.

Die offene Zielstellung bietet dabei das Potenzial verschiedener Herangehensweisen, die vor

Beginn der Arbeit durch festgelegte Parameter genauer definiert wurden:

80



» Die entwickelten Synthesen sollten mit den Anforderungen der griinen Chemie
vereinbar sein

» Die Kopfgruppe der Tenside sollte durch Aminosduren gebildet werden

» Synthesestrategien wie auch neue Verbindungen sollten nach Moglichkeit komplett auf

biogenen & nachwachsenden Rohstoffen basieren

Entwicklung nachhaltiger Syntheserouten

Die untersuchten Routen zur Synthese von Acylaminosduren konnen dabei in zwei Kategorien
eingeteilt werden: chemische und enzymatische Routen. Auf der chemischen Seite wurden
verschiedene katalytische und direkte Kupplungsmethoden in Betracht gezogen, wobei die aus
der Literatur-bekannten Routen zwar als erfolgreich fiir die Verbindung von Fettsduren und
organischen Aminen beschrieben wurden, dieses Verhalten allerdings nicht direkt auf die
anspruchsvollere Kombination aus Fettsdure und polar zwitterionischer Aminosaure iibertragen
werden konnte. Als effektive, in dieser Arbeit betrachtete, Routen wurden die bereits industriell
angewandte Schotten-Baumann-Methode und die Kupplung mittels T3P identifiziert.

Die T3P vermittelte Synthese zeigte die erfolgreiche Bildung des gewiinschten Produktes in
Ausbeuten von bis zu 50 %, wobei auch die Folgereaktion mit weiteren Aminosduren
beobachtet wurde. Durch den zugrundeliegenden Reaktionsmechanismus ergibt sich zudem der
grof3e Vorteil, dass die erhaltenen Acylaminosduren in Folgesynthesen konsekutiv mit weiteren
Aminosduren verknlipft werden konnen, wodurch zielgerichtet Acylpeptid-Sequenzen erzeugt
werden kénnen und je nach Auswahl von zusitzlichen Faktoren auch weitere Modifikationen
vorgenommen werden konnen. Als grofite Herausforderungen haben sich dabei einerseits der
Einsatz von organischen Basen im Uberschuss erwiesen und andererseits die geringe
Selektivitdt der Reaktion unter Verwendung von nicht-modifizierten Substraten. Dennoch
steigt die Selektivitit malgeblich unter Verwendung von veresterten Aminosduren, die
ihrerseits mittels Ionentauschern griin und nachhaltig produziert werden konnen. Eine
Anwendung in der gezielten Synthese von Spezialchemikalien und Pharmaka wird daher
dennoch als sinnvoll umsetzbar erachtet. Vor allem modifizierte antimikrobielle Peptide, wie
sie bereits in der Literatur beschrieben wurden, bieten dabei attraktive Zielverbindungen. %0260
Im Anschluss miissten Untersuchungen zur Steigerung der Selektivitit und zur Entwicklung
eines effektiven Reaktionsprofils mit Aminosdure-Estern und deren Spaltung vor Initiierung

der Folgereaktion stattfinden.



Das, im Rahmen des Verbundprojektes LipoPep entwickelte und exprimierte, Enzym PmAcy
konnte erfolgreich charakterisiert und das akzeptierte Aminosdure- und Fettsdurespektrum
identifiziert werden. Vor allem die hydrophoben Aminosduren Phe und Leu liefern Umsétze
von bis zu 50 %, wihrend mit den basischen Aminosduren Arg und His bis zu 60 % Umsatz
bei hohen Substratkonzentrationen von 200 mM Aminoséure erreicht wurden. Auch Fettsduren
im Bereich von Ci2—Cis werden vom Enzym akzeptiert und wurden erfolgreich mit
Phenylalanin verkniipft.

Tiefergehende Optimierungen der Reaktion konnten die Ausbeute mit Arginin auf bis zu 95 %
steigern, wobei ein Teil des gebildeten Produkts bereits wihrend der Reaktion ausfiel und mit
einer entsprechenden Gleichgewichtsverschiebung einherging. Das Ausfillen und die
Isolierung des Produkts konnten durch Kiihlen auf 4 °C weiter erhdht werden, wodurch reines
N-Lauroyl-Arginin (ca. 90 %) erhalten wurde. Im Zuge der Kéltefdllung konnte auch ein
potenzielles Enzymrecycling untersucht werden, wobei eine dquimolare Reaktionsfiihrung im
zweiten Durchlauf hohere Ausbeuten von bis zu 55 % lieferte.

Ebenso konnte zur Vermeidung der Arbeiten mit gesundheitsschdadlichem Borat-Puffer eine
Puffer-freie, wissrige Durchfiihrung der Reaktion erfolgreich demonstriert werden, wobei der
pH-Wert des Reaktionsmediums durch automatisiertes zudosieren von NaOH stabilisiert
wurde. Dabei konnte ebenso das Ausfallen des Produkts beobachtet und innerhalb von 24 h
eine Ausbeute von ca. 50 % erreicht werden.

Das erhaltenen N-Lauroyl-Arginin wurde sowohl enzymatisch mit den kommerziell
verfiigbaren, immobilisierten Enzymen RMIM und CALB als auch chemisch mit dem Dowex
50WX8 Ionentauscher verestert, wodurch das antimikrobielle Nahrungs-Additiv N-Lauroyl-
Arginin-Ethylester erhalten wurde. Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte katalytische
Syntheseroute bietet damit durch Kombination aus zwei katalytischen Schritten einen
nachhaltigen Zugang zum industriell relevanten LAE, welches bislang unter Einsatz von
stochiometrischen Mengen von Chlorierungsreagenzien hergestellt wird.?”

In folgenden Untersuchungen muss die Immobilisierung und das Enzymrecyling adressiert
werden, um die Stabilitdt und Nutzbarkeit des Enzyms weiter zu erhdhen. Ebenso bietet die
physikochemische Charakterisierung der Acylaminosduren die Chance, weitere attraktive
Zielverbindungen wie Acyl-Histidin mit Lauroyl-Rest oder langkettigen Fettsduren zu
identifizieren. Auch die Puffer-freie Synthese bietet Potenzial zur Optimierung, zumal das

Ausfallen des N-Lauroyl-Arginins die Chance eine einfache Isolierung des Produkts verspricht.



Synthese von biobasierten Tensidverbindungen

Die erfolgreiche Verkniipfung von Linker-basierten Drei-Komponenten Tensiden iiber die
Verbindung von Terpenen mit zyklischen Anhydriden und Aminosduren ermoglicht den
Zugriff auf ein breites Portfolio an vor allem anionischen und amphoteren Tensiden. Der
Einsatz von MSA und CA erlaubt die Synthese von Anhydrid-Precursoren in hoher Selektivitat
mit Umsatzgraden von iiber 90 %, wobei das biobasierte CA zusétzlich den Vorteil einer
Losungsmittelfreien Synthese bietet.

Die Kupplung mit Aminosduren bietet den einfachen Zugang zu vollstindig biobasierten
Tensiden mit Ausbeuten von bis zu 90 %. Die kationischen Aminosduren Arginin und Lysin
erreichen gute minimale Oberflichenspannungen von circa 31 mN m™! und eine hohe Schaum-
stabilitdt von iiber 30 min. bieten. Damit sind die Resultate vergleichbar zu den erreichten
Werten von Strukturell dhnlichen Tensiden. In ersten Tests konnte zudem die antimikrobielle
Aktivitdt gegeniiber den grampositiven Bakterienstimmen B. subtilis und C. glutamicum und
dem gram-negativen E. coli durch das N-Myrcen-MSA-Phenylalanin gezeigt werden. Eine
Veresterung der Sduregruppen erzeugt aus den amphoteren Arginin-Derivaten kationische
Tenside, die eine gute Inhibition der untersuchten Bakterien erreichen und ebenso gegen die
Hefe C. vishwanathii wirksam sind.

In aufbauenden Untersuchungen konnte bereits die erfolgreiche Synthese von Tensiden aus
Aminoséure, Anhydrid und der konjugierten Linolsdure demonstriert werden, wobei ein grof3er
Anteil an Hydrolyse-Nebenprodukt detektiert wurden. In Folge muss noch der Ablauf der
Reaktion weiter optimiert werden, um den Umsatz und die Selektivitit weiter zu erh6hen.
Eine Verlangerung der Kohlenstoffkette beeinflusst auch die physikochemischen und
gegebenenfalls die antimikrobiellen Eigenschaften der Verbindungen, so dass nach der
Optimierung der Reaktion mit CLA auch die Charakterisierung der Substanzen von hoher
Wichtigkeit ist. Als Ziel fiir nachfolgende Untersuchungen bietet sich auch die Reaktion mit
langeren Terpen-Derivaten wie Farnesen an, wodurch ebenfalls der hydrophobe Anteil des
Tensides vergréBert wiirde. Dariiber hinaus wird die technische Anwendbarkeit derzeit durch
das Volumen der Mikrowellen-ReaktionsgefiBe limitiert, so dass eine Ubertragung in gréBere

Volumina oder in einen kontinuierlichen FlieBprozess eine sinnvolle Erweiterung darstellt.!”



4 Material und Methoden

4.1 Allgemeine Vorschriften

Alle beschriebenen Reaktionen wurden mit kommerziell erhéltlichen Reagenzien und
Losungsmitteln durchgefiihrt (Sigma Aldrich, Merck, Acros, Carl Roth, TCI, Alfa Aesar) und
sind im Detail unter 6.1 tabellarisch aufgefiihrt. Die Chemikalien wurden, wenn nicht anders
beschrieben, ohne weitere Aufreinigung verwendet. Aminoacylase aus P. monticola wurde von
Gerrit Haeger synthetisiert, aufgereinigt und anschlieBend in der aufkonzentrierten Form
verwendet.'”® Reaktionen unter Ausschluss von Luft oder Feuchtigkeit wurden, sofern
notwendig, nach den bekannten Methoden der Schlenktechnik durchgefiihrt.?’! Trockene
Losungsmittel wurden entweder wie kommerziell erhiltlich verwendet oder im durch Zugabe
von Molsieb 3A grundlegend von Wasser befreit, als Schutzgas wurde Stickstoff verwendet.

Reaktionen mit Mikrowellenunterstiitzung wurden mit einer CEM Discover Labormikrowelle
durchgefiihrt. Fiir die Reaktion wurden passende, temperatur- und druckstabile
Mikrowellengefdle mit Septum verwendet. Reaktionen im Schiittler im Bereich von
Raumtemperatur bis 65 °C wurden in einem Infors HT Multitron Laborschiittler durchgefiihrt,
Reaktionen unterhalb der Raumtemperatur (5 - 20 °C) wurden in einem Infors HT Ecotron
Laborschiittler durchgefiihrt. Lyophilisierung von Substraten und Produkten fand nach
entfernen des Losungsmittels und Einfrieren in fliissigem Stickstoff mit einem Christ Alpha

LSCbhasic Labor-Gefriertrockner statt.

4.2 Analytik & Strukturaufklarung

4.2.1 GC-Analytik

GC-Analytik wurde mit einem Shimadzu GC 2010 System durchgefiihrt, ausgestattet mit einer
Restek GmbH MTX-Biodiesel TG Sdule (0,16 um Filmdicke, integra gap, 0,53 mm
Durchmesser, 14 m Lénge) und einem Shimadzu-FI-Detektor. Die chromatographische
Trennung wurde iiber einen Temperatur-Gradienten von 45 -390 °C (vgl. Tabelle 8) und einer
Gesamt-Flussrate von 1 ml min™!, das Injektions-volumen betrug 1 pl, ein Split-Verhltnis von
1:12 wurde gewdhlt. Produkte wurden in Heptan oder EtOH geldst und mit 2,5 pl Hexadekan

als internem Standard versetzt.



Tabelle 8: Temperatur-Gradient der GC-Analytik

Zeit ¢ [min] Ziel-Temperatur T [°C] Rampe [°C min™]
0 45 -
3.0 75 10
15.6 390 25
17.6 390 -

4.2.2 HPLC- & LC-MS-Analytik

HPLC-Analytik und Reaktionskontrolle wurde an einem Shimadzu Nexera XR System mit
Hitachi LaChrom II Séule (C18, Sum, 4.6 x 250 mm) und einem ELSD 100 (Evaporative Light
Scattering Detektor) von VWR durchgefiihrt. Die Produkte wurden in einer 50:50 Mischung
aus ACN und VE-Wasser mit je 0,1 Vol-% Ameisensdure geldst; 20 ul der Losung wurden
injiziert. Die Saulentemperatur betrug 50 °C und die Produkte wurden mit einem Gradienten

ausgehend von 50:50 % ACN:Wasser (vgl. Tabelle 9) bei einer Gesamt-Flussrate von 1 ml min

! getrennt.
Tabelle 9: Losungsmittel-Gradient der HPLC-Chromatographie
Zeit ¢ [min] cacn [%] cuzo [%]
0 50 50
1,5 75 25
3 85 15
5 90 10
10 90 10
12,5 50 50
15 50 50

LC-MS-Analytik wurde an einem Shimadzu Nexera XR System, ausgestattet mit einer Hitachi
LaChrom II Séule (CI18, 5um, 4.6 x 250mm) und einem Shimadzu LCMS-2020-
Massenspektrometer durchgefiihrt. Die Sédulentemperatur betrug 50 °C, die Flussrate
1 ml min"!. Anwendung der gleichen Gradienten-Methode ermdglicht ein direktes Vergleichen

der Chromatogramme und eine einfache Zuordnung der Spektren.



4.2.3 NMR-Spektroskopie

'H- und "*C-NMR-Spektren wurden an einem Bruker Avance III HD 400 MHz System
aufgezeichnet. 30 mg aufgereinigtes Produkt wurden in 650 pl deuteriertem LOsungsmittel
gelost und bei 400 MHz (1H-NMR) bzw. 100 MHz (13C-NMR) vermessen. Chemische Shift-
Werte sind in d-Einheiten (ppm) referenziert auf das interne Losungsmittel-Signal 6 (CDCls:
7,26 ppm fiir 'H- und 77,00 ppm fiir '*C-Spektren; CD;OD: 3,31 ppm fiir 'H- und 49,00 ppm
fiir 1*C-Spektren; D,0: 4,79 ppm fiir 'H-Spektren) oder TMS (0,00 ppm) angegeben. Alle
Kopplungskonstanten (J) sind in Hz aufgefiihrt. Multiplizitdt wird durch ein oder mehrere der
folgenden Buchstaben kodiert: s (Singulet), d (Doublet), t (Triplet), q (Quartet), m (Multiplet).

4.2.4 Praparative Aufreinigung von Verbindungen

Rohprodukte wurden vor der Untersuchung auf ihre antimikrobielle Wirkung mittels
praparativer HPLC gereinigt. Verwendet wurde ein Interchim Inc. PuriFlash 450-LC System,
ausgestattet mit einer priparativen Kromasil-Séule (C18, 5 um, 250 x 200 mm) und PDA-
Detektor. Die Rohprodukte wurden in einer 1:1 Mischung aus ACN und Wasser geldst, und in
den Injektor liberfiihrt. Die chromatographische Trennung wurde mit einer Gradientenmethode
beginnend bei einem ACN-Anteil von 20 % und endend bei 90 % ACN durchgefiihrt. Beiden
Laufmittel-Komponenten wurde 0,1 Vol-% Ameisensdure zugegeben, um die Trennleistung zu
verbessern. Die gesuchten Fraktionen wurden gesammelt, vereint und das organische
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der wissrige Riickstand wurde eingefroren und das

verbleibende Wasser im Anschluss durch Lyophilisieren entfernt.

4.2.5 Schaummessungen

Schaummessungen wurden mit einem Kriiss DFA100 bei 20 °C mit einer Losung des Tensid-
Rohprodukts durchgefiihrt. Die Konzentration der Losung betrug 4 mmol 1! bezogen auf die
untersuchte Tensid-Komponente und beinhaltete auch das Hydrolyse-Nebenprodukt und die
nicht-umgesetzte Aminosdure. Der pH-Wert der Losung wurde mit 0,1 mM Zitronenséure-
bzw. 0,1 mM NaOH-Losung auf pH = 5,5 eingestellt. Um die Losung aufzuschdumen, wurde
eine Kriiss FL4551-Filter (12 —25 pm) und ein Gesamt-Luftstrom von 0.4 1 min™! fiir 15s
eingesetzt. Die Stabilitit des gebildeten Schaums wurde fiir insgesamt 5 min beobachtet, dabei
wurde wihrend der Aufschdum-Phase mit einer Frequenz von 5 Hz gemessen und mit 2 Hz

wiahrend der Zerfalls-Phase.



4.2.6 Messung der Oberflichenspannung

Ein DataPhysics OCA Kontakwinkel-Messsystem wurde eingesetzt, um die Oberfldchen-
spannung der Tensid-Losungen iiber die Hangende-Tropfen-Methodik zu untersuchen. Das
Volumen des hidngenden Tropfens wurde mit einer Dosiergeschwindigkeit von 1 p s’
eingestellt und die Tropfenkontur wurde iiber einen Zeitraum von 10 min gemessen. Die
Analyse und Evaluation des Tropfens wurde mit der zugehorigen SCA22-Software
durchgefiihrt. Eine 4 mmol I''-Ldsung, bezogen auf die Tensid-Komponente, wurde zur
Messung der Oberfldchenspannung eingesetzt. Der pH der Messlésung wurde vor Messbeginn

mit 0,1 mM Zitronensdure bzw. 0,1 mM Natronlauge auf pH = 5,5 eingestellt.

4.2.7 Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitit

Die potenzielle, antimikrobielle Aktivitdt der Tensid-Verbindungen wurde gegen die gram-
positiven Bakterienstimme C. glutamicum (ATCC 13032) und B. subtilis (ATCC 6051) und
das gramnegative E. coli (DSM 102052) getestet. Bakterienkulturen wurden initial auf LB-
Medium angelegt und 3 Kolonien in 0,9 % NaCl-Losung auf Vs = 200 ml verdiinnt. 3 ml der
verdiinnten Kulturen wurden auf Platten mit LB-Medium (20 ml pro Platte, h =3 mm)
ausgebracht, tiberstehende Kultur-Fliissigkeit entfernt und die Kulturen fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Platten durch Einstechen von Lochern mit dem
breiteren Ende von Pasteurpipetten (d=35,5 mm) weiterbearbeitet. 30 ul gereinigte
Probensubstanz (vgl. 4.2.4, cmaxr =20 mg ml! in 0,9 % NaCl-Losung) wurden in die Locher
pipettiert und die praparierten Platten fiir 24 h bei 37 °C inkubiert. The Inhibitionsradius wurde
gemessen, um die Stirke der antimikrobiellen Wirksamkeit zu bestimmen. Alle Tests wurden

bei verschiedenen Konzentrationen und in dreifach Bestimmung durchgefiihrt.

4.3 Biokatalytische Reaktionsvorschriften
4.3.1 Mechanochemische Acylierung mit Papain oder CALB

Laurinsdure (16,6 mg, 0,08 mmol) und Alanin (7,9 mg, 0,12 mmol, 1,5eq.) bzw. Lysin
(16,9 mg, 0,12 mmol, 1,5eq.) wurden mit Base (0,24 mmol, 3eq.) in ein 1,5ml-
Mikroreaktionsgefdl eingewogen. Papain (7,0 mg) oder immobilisierte CALB (10,0 mg,
Novozyme 435)) wurde hinzugefiigt und das Gemisch mit Glasbeads auf das doppelte Volumen
aufgefiillt. Die Gefdle wurden in eine Retsch Schiittelmiihle eingebracht und fiir 2 h bei 25 Hz

gemahlen.



Das Reaktionsgemisch wurde durch Aufnehmen mit 0,5 ml Wasser von den Glasbeads getrennt

und im Anschluss getrocknet.

4.3.2 Generelle Reaktionsvorschrift fiir die enzymkatalytische Acylierungsreaktion

mit PmAcy

Reaktionen zur Untersuchung des Reaktionsverhaltens der Aminoacylase aus P. monticola
wurden, wenn nicht anders erwéhnt, mit unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 200 mM
Aminosédure, 100 mM Fettsdure und 500 uM ZnCl, wurden in Tris-HCl Puffer (50 mM,
pH=28) in einem verschlieBbaren 25 ml Gefdl vorgelegt, das Gesamtvolumen der
Reaktionsmischung betrug 1 ml. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,6 U PmAcy gestartet
und die Reaktion bei 50 °C und 250 rpm fiir 24 h geschiittelt. Fettsduren, Aminosduren und der
pH-Wert der Mischung wurden in einem ,,one factor at a time* (OFAT) Ansatz variiert. Alle
20 proteinogenen Aminosduren wurden untersucht, Fettsduren verschiedener Kettenldngen
(Cg- Cig) wurden mit Phenylalanin als Cosubstrat variiert, bei Einsatz der Fettsduren mit
Kettenlidnge Ci6 - C1s wurde zusétzlich 10 Vol-% EtOH zugesetzt, um die Losung der Fettsdure
zu unterstiitzen. Der pH-Wert wurde im Bereich von pH 6 - 13 untersucht, als Puffer wurden
Tris-HCI1 (pH 6 - 9) oder Natrium-Borat (pH 9 — 13) bei einer Konzentration von 50 mM
verwendet. 10 pl Probeldosung wurde entnommen, die Reaktion durch Zugabe von 990 ul ACN
und anschliefende Inkubation bei 100 °C fiir 30 min. beendet und anschlie3end mittels HPLC-
ELSD und LC-MS analysiert. Quantifizierung von Arginin und Lauroyl-Arginin erfolgte per
HPLC-ELSD durch Kalibrierung mit einer 1| mM TrpOEt « HCI als internem Standard.

4.3.3 Scale-Up der Synthese und Isolierung von N-Lauroyl-Phenylalanin

Die gezielte Synthese von N-Lauroyl-Phenylalanin wurde durch Vorlegen von 200 mM
Phenylalanin, 100 mM Natrium-Laurat, 500 uM ZnClz und 3,0 U PmAcy in 50 mM Tris-HCI-
Puffer (pH = 8) mit einem Gesamtvolumen von 5 ml durchgefiihrt. Die Reaktionsmischung
wurde fiir 1 h bei 50 °C und 250 rpm geschiittelt. AnschlieBend wurde die Losung analog zur
Schotten-Baumann-Methode (vgl. 4.4.1) durch Zugabe von 5 N Salzsédure auf pH 1 eingestellt
und der ausgefallene Feststoff durch Zentrifugation von der liberstehenden Losung getrennt.

Das Produkt wurde im Vakuum getrocknet und analysiert.



4.3.4 Acylierung von Arginin in einem Puffer-freien System

Die Reaktion wurde analog zu 4.3.2 durch Lésen von 200 mM Arginin und 200 bzw. 100 mM
Na-Laurat und 0,5 mM ZnCl; in destilliertem Wasser vorbereiten. Der pH-Wert der Losung
wurde manuell durch Addition von 1 M HCI auf pH = 9 eingestellt und das Gesamtvolumen
auf 5 ml erhoht. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,6 Units PmAcy gestartet und bei
35 °C und 250 rpm fiir 24 h geriihrt. Der pH-Wert der Losung wurde konstant mit einem S/
Analytics TitroLine 7000 liberwacht und durch automatisiertes Nachdosieren von 1 M NaOH
konstant gehalten. Die Probennahme, -vorbereitung und -analytik erfolgte wie in 4.3.2

beschrieben.

4.3.5 Recycling-Untersuchungen fiir PmAcy

Die Experimente wurden angelehnt an die optimierten Bedingungen basierend auf 4.3.2
durchgefiithrt. Der Maflstab wurde auf ein Gesamtvolumen von 10 ml erhdht, die
Zusammensetzung der Anfangsmischung bestand aus 200 mM Arginin, 100 mM bzw. 200 mM
Na-Laurat, 500 uM ZnCl> in 50 mM Na-Borat-Puffer (pH =9,0) eingewogen in ein
verschlieBbares Glasgefill mit einem Gesamtvolumen von 25 ml. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 0,6 U PmAcy gestartet und bei 35 °C und 250 rpm fiir 21 h durchgefiihrt. Die
Probennahme, -vorbereitung und -analytik erfolgte wie in 4.3.2 beschrieben. Die verbleibende
auf 35 °C temperierte, Reaktionsmischung, wurde in 50 ml-Falcon-Tubes tiberfiihrt und fiir 3 h
auf 4 °C gekiihlt. Der ausgefallene Feststoff wird durch Zentrifugation (4500 rpm, 4 °C,
20 min.) abgetrennt und die liberstehende Losung fiir einen neuen Reaktionsansatz verwendet.
Mittels der kalibrierten Ergebnisse aus der HPLC-Analytik wird der Umsatzgrad bestimmt und
anhand dessen die Substrat-Konzentrationen und das Gesamt-Volumen der Mischung fiir den

Folgedurchlauf wieder auf den Anfangswert eingestellt (s.o.).

4.3.6 Veresterung von N-Lauroyl-Arginin zur Bildung von LAE

LAE wurde aus dem enzymatisch (4.3.2, 4.3.4) und chemisch (4.4.1) erhaltenen N-Lauroyl-
Arginin hergestellt. Lauroyl-Arginin (178,3 mg, 0,5 mmol, 1,0 eq.) wurde in 10 ml EtOH in
einem verschlossenen Gefdll vorgelegt und mit der immobilisierten Lipase Novozyme 435 bzw.
Lipozyme RMIM (80 mg) versetzt. Enzymatisch gewonnenes Lauroyl-Arginin muss mit
geringen Mengen 1,25 M HCl in MeOH (10 pl) angesduert werden, um eine Losung und
Produktbildung zu erzielen. Die Reaktionsmischung wurde dann fiir 24 h bei 55 °C bei 250 rpm



geschiittelt und im Anschluss auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die Lipase wurde durch
Filtration abgetrennt, das Losungsmittel entfernt und das Produkt durch Lyophilisation

erhalten.

4.3.7 Enzymatische Veresterung der organischen Linker

Das aus 4.4.13 erhaltene Produktgemisch (50,0 mg, ca. 0,15 mmol) wird in 20 ml Aceton gelost
und mit Dodecanol (55,86 mg, 0,30 mmol, 2,0 eq.) versetzt. Zu dem Gemisch wird CALB
(30 mg) gegeben und das Reaktionsgefdll verschlossen. Das Gefdll wird dann fiir 48 h bei 45 °C
und 175 rpm. in den Schiittler gestellt. Das Produktgemisch wird durch Entfernen des
Losungsmittels erhalten und per HPLC analysiert.

4.4 Chemische Reaktionsvorschriften

4.4.1 Acylierung von Aminosauren nach der Schotten-Baumann-Methode

In einem Becherglas werden Alanin (891,0 mg, 10,00 mmol) und feste Natriumhydroxid-
Pellets (399,9 mg, 10,00 mmol, 1,0 eq.) vorgelegt und unter Kiihlung im Eisbad in Wasser
(7ml) und Aceton (5 ml) gelost. Ebenso wird separat Natriumhydroxid (599,8 mg,
15,00 mmol, 1,5 eq.) in Wasser (2 ml) geldst. Zu der Losung der Aminosdure werden unter
Riihren und konstanter Kiihlung im Eisbad {iber einen Zeitraum von 30 min. die Natronlauge
und Lauroylchlorid (2405,2 mg, 11,00 mmol, 1,1 eq.) zugetropft. Nach vollstindiger Zugabe
wird die Mischung fiir weitere 5 h bei 0 °C geriihrt. Im Anschluss wird der pH-Wert der
Mischung mit 6 N HCI langsam auf pH =2 abgesenkt, wodurch das Produkt als weier
Feststoff ausfdllt. Das Rohprodukt wird {iber eine Nutsche abfiltriert, dreimal mit je 25 ml

Petrolether gewaschen und getrocknet.

4.4.2 Solvothermale Umsetzung von Aminosiuren

In einem Mikrowellengefdl wurde zu fester Laurinsdure (200,1 mg, 1,00 mmol) und
Glutaminséure (176,5 mg, 1,20 mmol) Ethanol (2,80 ml, 2,80 ml mmol™') gegeben. Das Gefil3
wurde mit einem Septum verschlossen und das Gemisch durch Riithren homogenisiert. Die
Reaktion wurde in der Mikrowelle durchgefiihrt. Als Reaktionsparameter wurden 7' = 160 °C,
Pmax = 30 bar, Pnax = 100 W festgelegt und die Reaktionsmischung fiir 3 h geriihrt. Das Gefal3

wurde aus dem Mikrowellenreaktor entnommen und auf Raumtemperatur abgekiihlt.



4.43 Solvothermale Umsetzung von Hexylamin

In einem Mikrowellengefdl wurde zu fester Laurinsdure (200,1 mg, 1,00 mmol) und
Hexylamin (121,4 mg, 0,16 ml, 1,20 mmol) Ethanol (2,80 ml, 2,80 ml mmol') gegeben. Das
Gefd3 wurde mit einem Septum verschlossen und das Gemisch durch Riithren homogenisiert.
Die Reaktion wurde in der Mikrowelle durchgefiihrt. Als Reaktionsparameter wurden
T =160 °C, pmax = 30 bar, P = 100 W festgelegt und die Reaktionsmischung fiir 3 h gertihrt.
Das Gefdl wurde aus dem Mikrowellenreaktor entnommen und auf Raumtemperatur

abgekdihlt.

4.4.4 Synthese des Montmorrilonite K-10 Fe** Katalysators

Eisen-(I1I)-chlorid (10,20 g, 62,5 mmol) wurde in 62,5 ml VE-Wasser gelost. Zur gelblichen
Losung wurde der Montmorrilonit-K10-Lehm (5,00 g) gegeben. Die Losung wurde fiir 70 h bei
Raumtemperatur geriihrt, die Losung zentrifugiert und die iiberstehende Losung dekantiert. Der
Feststoff wurde durch wiederholte Zugabe von VE-Wasser, Suspension im Ultraschallbad und
Zentrifugation gewaschen, bis keine Cl-lonen mehr in der iiberstehenden Losung
nachgewiesen werden konnten. Der verbleibende Feststoff wurde iiber Nacht bei 120 °C

getrocknet. Das Produkt wurde als beiger Feststoff erhalten.

4.4.5 Acylierung mit Montmorillonit K10-Fe3*-Katalysator

Laurinsdure (42,9 mg, 0,2 mmol) wurde mit dem Montmorrilonit-KlO-Fe3+-Katalysat0r m
Kolben vorgelegt. Die Glutaminsdure (32,0 mg, 0,2 mmol, 1,0 eq.) wird in 5ml THF
suspendiert und zu Laurinsdure und Katalysator zugegeben und mit 5 ml THF nachgespiilt. Das
Gemisch wird unter Riithren fir 12h auf 70°C erhitzt. Im Anschluss wird das
Reaktionsgemisch auf Raumtemperatur abgekiihlt und das Losungsmittel unter reduziertem

Druck entfernt.

4.4.6 Acylierungsreaktion mit T3P

Laurinsdure (200,0 mg, 1,0 mmol, 1,0 eq.) und Pyridin (400,0 pl, 10,0 mmol, 10,0 eq.) werden
in I ml EtOAc vorgelegt und gelost. Zu der Mischung wird T3P in EtOAc (595,0 pl, 636,0 mg,
1,0 mmol, 1,0 eq., 50 %) zugegeben und bei 30 °C und 250 rpm fiir 60 min geschiittelt. Im
Anschluss wird die feste Aminosaure (1,0 mmol, 1,0 eq.) zugegeben und fiir weitere 120 min

bei 30 °C geschiittelt.



Mehrschrittige Reaktionen wurden durch Zugabe von frischem T3P (595,0 ul, 636,0 mg,
1,0 mmol, 1,0eq., 50 %) und Pyridin (400,0 ul, 10,0 mmol, 10,0 eq.) zum Rohprodukt
begonnen. Im Anschluss wurde die ndchste Aminosdure (1,0 mmol, 1,0 eq.) zugegeben und
erneut fir 120 min bei 30 °C und 250 rpm geschiittelt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
4 ml Wasser gestoppt. Nach Zugabe von HCI (12 N, 250 pl), 4 ml EtOAc und 0,5 ml gesattigter
NaCl-Losung wurden die Phasen getrennt und die wissrige Phase weitere zweimal mit 4 ml
EtOAc extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt.

4.47 Chemische Veresterung von N-Lauroyl-Arginin zur Bildung von LAE

LAE wurde aus dem enzymatisch (4.3.2, 4.3.4) und chemisch (4.4.1) erhaltenen N-Lauroyl-
Arginin, angelehnt an die Methode von TURHANEN ET AL., hergestellt. Der Dowex 50WXS§-
Ionentauscher wurde wie in der Literatur beschrieben pripariert.'®’

Lauroyl-Arginin (111,3 mg, 0,31 mmol) wurde in 5 ml EtOH in einem verschlossenen Gefaf3
vorgelegt und mit dem Dowex50WX8-lonentauscher (50 mg) versetzt. Enzymatisch
gewonnenes Lauroyl-Arginin muss mit geringen Mengen 1,25 M HCI in MeOH (10 pl)
angesduert werden, um eine Losung und Produktbildung zu erzielen. Die Reaktionsmischung
wurde dann fiir 24 h bei 55 °C bei 250 rpm geschiittelt und im Anschluss auf Raumtemperatur
abgekiihlt. Der Dowex-lonentauscher wurde durch Filtration abgetrennt, das Losungsmittel

entfernt und das Produkt durch Lyophilisation erhalten.

4.4.8 Kondensation & Reduktion von Aminosiuren mit Aldehyden

Die Aminoséure (20,0 mmol, 1,0 eq.) wird in 15 ml MeOH vorgelegt und mit NaOH (799,8 mg,
20,0 mmol, 1,0 eq.) in 20 ml MeOH versetzt und durch Riihren in Losung gebracht. Das
Losungsmittel und wird im Vakuum entfernt und der Riickstand getrocknet und dann erneut in
50 ml EtOH aufgenommen. Zur Losung wird der Aldehyd (20,0 mmol, 1,0 eq.) zugegeben und
die Losung fiir 30 min bei RT geriihrt. Das Losungsmittel und das im Verlauf der Reaktion
entstandene Wasser wird im Vakuum entfernt und der Riickstand erneut in 30 ml MeOH
aufgenommen. Die Mischung wird im Eisbad gekiihlt, Natrium-Borhydrid (794,4 mg,
21,0 mmol, 1,05 eq.) langsam portionsweise zugefiigt und die Reaktion fiir 1 h geriihrt. Im

Anschluss wird die Reaktionsldsung auf RT erwédrmt und fiir weitere 2 h geriihrt. Die Reaktion



ist beendet, sobald keine Gasbildung mehr stattfindet. Das Losungsmittel wird erneut entfernt
und das Rohprodukt im Vakuum getrocknet.

Ubergangsmetallkatalysierte Reduktion wurde durch Zugabe von Pd/C-Katalysator (35,0 mg,
10 % Pd) anstelle von Natrium-Borhydrid und anschlieBendes Aufpressen von 10 bar H»
durchgefiihrt.

449 Reduktive Aminierung mit Pd/C-Ubergangsmetall-Katalysator

Aminoséure (2,00 mmol, 1,0 eq.) der Katalysator (0,40 mmol, 0,2 eq.) und NaOH (79,9 mg,
2,00 mmol, 1,0 eq.) werden im Kolben unter Schutzgas vorgelegt und mit Dodecanol
(558,6 mg, 3,00 mmol, 1,5 eq.) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird dann unter Riihren fiir 3 h
auf 150 °C erhitzt, wobei eine Losung des Lysins im Dodecanol beobachtet werden konnte.
Nach Ablauf der Reaktionszeit wird das Gemisch auf Raumtemperatur abgekiihlt mit Ethanol
versetzt und der Katalysator durch Filtration entfernt. Das Losungsmittel wird im Vakuum

entfernt.

4.4.10 Reduktive Aminierung mit Fe**-Ubergangsmetall-Katalysator

Aminoséure (2,00 mmol, 1,0 eq.) der Montmorrilonit-K10-Fe**-Katalysator (40,0 mg, vgl.
4.44) und NaOH (79,9 mg, 2,00 mmol, 1,0 eq.) werden in 5 ml VE-Wasser gelost. Zur
Reaktionsmischung wird Dodecanol (763,9 mg, 4,10 mmol, 2,0 eq.) zugegeben und die
Mischung unter Riihren fiir 30 min auf 90 °C erhitzt. Im Anschluss wird die Temperatur auf
155 °C erhoht, wodurch die Reaktionsmischung einphasig wird. Nach 6 h wird die Mischung
auf RT abgekiihlt, mit 20 ml EtOH versetzt und der Katalysator durch Filtrieren entfernt. Das

organische Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Produkt als braunes Ol erhalten.

4.4.11 Reduktive Aminierung mittels fester Base

Lysin-Monohydrat (291,3 mg, 2,00 mmol) und NaOH (119,9 mg, 3,00 mmol, 1,5 eq.) werden
im Kolben vorgelegt. Auf 60 °C vortemperiertes Dodecanol (3728,0 mg, 20,0 mmol, 10,0 eq.)
wird gravimetrisch zugefiigt. Das Reaktionsgemisch wurde im Olbad unter Riihren fiir 6 h auf
160 °C erhitzt, wobei eine Losung des Lysins im Dodecanol beobachtet werden konnte. Nach

Ablauf der Reaktionszeit wird das Gemisch auf Raumtemperatur abgekiihlt und die viskose

Fliissigkeit per HPLC und LC-MS untersucht.



4.4.12 Aldehyd-vermittelte reduktive Aminierung

Lysin-Monohydrat (328,42 mg, 2,0 mmol, 1,0 eq.) und K»COs (331,84 mg, 2,4 mmol, 1,2 eq.)
werden in 15 ml VE-Wasser vorgelegt. Im Anschluss werden Octanol (414,0 ul, 333,39 mg,
2,6 mmol, 1,3 eq.) und Octanal (62,0 ul, 52,09 mg, 0,4 mmol, 0,2 eq.) zugegeben und das
Gemisch durch Zugabe von 15 ml +~BuOH homogenisiert. Das Reaktionsgemisch wird im

Anschluss bei 250 rpm auf 100 °C erhitzt und fiir 2 h geriihrt.

4.4.13 Kopplung mit organischen Anhydriden

Lysin-Monohydrat (82,5 mg, 0,5 mmol) wird mit 1 M Natronlauge (0,5 ml, 0,5 mmol, 1,0 eq.)
in Losung gebracht. Citraconsdureanhydrid (84,07 mg, 67,0 uL, 0,75 mmol, 1,5 eq.) wird in
2 ml Aceton vorgelegt und bei Raumtemperatur geriihrt. Die Lysin-Losung wird in Schritten
von je 20 pL langsam zur Anhydrid-Losung zugetropft. Das Reaktionsgefdll wird verschlossen
und die Losung fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die gelbe Losung wird zentrifugiert, um
den entstandenen Feststoff abzutrennen. Das iiberstehende, viskose gelbe Ol wird dekantiert

und getrocknet. Das Produkt wurde als viskoses Ol erhalten (105,5 m, 82 %).

4.4.14 Metathese von Anhydrid-modifizierten Aminosiuren

Das nach 4.4.13 mit Itaconsdureanhydrid erhaltene Produkt (1,0 mmol) wird in einer Mischung
aus VE-Wasser (3 ml) und Aceton (8 ml) geldst und mit 1-Octen (313,0 pl, 2,0 mmol, 2,0 eq)
und dem Metathese-Katalysator AquaMet (10,8 mg, 5 mol-%) versetzt. Die Mischung wird im
Anschluss auf 40 °C erwirmt und fiir 24 h bei 250 rpm gertihrt. Der Reaktionsfortschritt wird
durch regelméfBige Entnahme von Proben (10 pl) per HPLC-ELSD und LC-MS iiberwacht.

4.4.15 Diels-Alder-Reaktion von konjugierten Dienen und zyklischen Anhydriden

In einem Mikrowellengefd3 werden das Dien (5,36 mmol, 1,0 eq.) und Citraconséureanhydrid
(543,0 ul, 666,8 mg, 5,95 mmol, 1,1 eq.) bzw. Maleinsdureanhydrid (666,8 mg, 5,36 mmol,
1,0 eq.) vorgelegt und das Gefdal mit einem Septum verschlossen. Maleinsdureanhydrid wird
zuvor in 1 ml THF geldst. Das Reaktionsgemisch wird in die CEM Discover Mikrowelle
eingebracht und dort fiir 30 min auf 120 °C erhitzt (Pmax = 100 W, ppuax= 20 bar). Das Produkt
wird als gelbliches Ol erhalten.



Konjugierte Linolsdure und die entsprechenden Ester konnen ohne Zugabe von THF auch mit
MSA verwendet werden. Die Reaktionsbedingungen miissen auf 160 °C fiir 30 min. angepasst

werden.

4.4.16 Kondensation der Diels-Alder-Zwischenstufen mit Aminoséiuren

Aminosdure (5,36 mmol, 1,0 eq.) wird mit NaOH (214,35 mg, 5,36 mmol, 1,0 eq.) in einer
Mischung aus Wasser und Aceton vorgelegt und im Ultraschallbad geldst. Die Losung wird im
Eisbad gekiihlt und das fliissige Rohprodukt aus der Diels-Alder-Reaktion von Myrcen und
Anhydrid (4.4.15) langsam {iber einen Zeitraum von 15 min zugetropft. Die
Reaktionsmischung wird nach Beenden der Zugabe fiir weitere 4 h geriihrt, das Losungsmittel
unter Unterdruck entfernt und die verbleibende viskose Mischung lyophilisiert. Das Produkt
wird als pulvriger Feststoff erhalten. Die Reaktionsvorschrift wurde analog fiir alle
Aminosduren verwendet, fiir Glutaminsdure und Asparaginsdure wurde die doppelte Menge
NaOH (428,70 mg, 10,72 mmol, 2,0 eq.) eingesetzt, Lysin wurde sowohl in dquimolarem
Verhiltnis als auch im Unterschuss (Verhéltnis Aminosdure: Anhydrid 1:2)zur Synthese des Di-
acylierten Produkts eingesetzt.

CLA bzw. CLA-Estern-Anhydrid-Intermediate mussten wegen der hohen Viskositit bei Rt
zundchst in THF aufgenommen werden, bevor eine Zugabe zur Aminoséure-Losung erfolgen

konnte.

4.4.17 Chemische Veresterung der N-Terpen-Anhydrid-Aminosiuren

Die aus 4.4.16 erhaltenen Produkte wurden zur Untersuchung des antimikrobiellen Effekts in
kleinem Mafstab, ausgehend von gereinigtem Produkt, verestert. Die Substrate (0,25 mmol,
1,0 eq.) wurden in EtOH (5 ml) vorgelegt und langsam mit Chlor(trimethyl)silan (TMS-CI,
5,0 mmol, 20,0 eq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 16 h auf 50 °C erwérmt, die
Reaktion im Anschluss auf Raumtemperatur abgekiihlt und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Rohprodukt wurde vor Einsatz in den antimikrobiellen Untersuchungen wie zuvor

beschrieben préparativ aufgereinigt (vgl. 4.2.4).

4.4.18 Hydrolyse und Umesterung von Distelol

Die Hydrolyse erfolgte in einem 2,5 1 Rundkolben mit angeschlossenem Riickflusskiihler. Es

wurden 0,5 kg Distelol (kommerzielles Gemisch aus dem Supermarkt), Kaliumhydroxid



(125 g, 2,22 mol) sowie 0,5 1 Ethanol und 0,5 1 Wasser eingewogen und die Reaktionsmischung
angelehnt an WU ET. AL. bei 105 °C iiber 90 min refluxiert.’ Das Reaktionsgemisch wurde auf
Rt abgekiihlt und mit rauchender Salzsdure auf pH-Wert von ca. 2,5 eingestellt. Die Losung
wurde in einen 6 | Scheidetrichter tiberfiihrt und die entstandenen Phasen separiert. Die obere,
gelbliche zunichst triibe Olphase wurde dreimal mit je 11 VE-Wasser gewaschen, wobei die
Olphase zunehmend aufklarte und die Triibung in die wissrige Phase iiberging. Das
verbleibende Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt (p = 40 mbar, T = 50 °C).
Die Methanolyse erfolgte angelehnt an die Biodieselproduktion mit Natrium-Methanolat von
RASHID ET. AL. in einem 11 Rundkolben mit angeschlossenem Riickflusskiihler und
aufgesetztem Calciumchlorid-Réhrchen.?’? 500 g Distelol (kommerzielle Mischung aus dem
Supermarkt) wurden eingewogen und auf 60 °C vortemperiert. Eine frisch angesetzte Losung
von Natrium-Methanolat in 440 mL {iber Molsieb 3 A getrocknetem Methanol (99,8 %) wird
zum Ol hinzugegeben und unter Riihren auf 70 °C erhitzt. Die Suspension wird unter Riickfluss
fiir 120 min geriihrt, wobei eine Kldrung der Reaktionsmischung beobachtet werden konnte.
Nach Ablauf der Zeit wurde die Reaktionsmischung abgekiihlt und zur Phasentrennung in einen
2 I Scheidetrichter tiberfiihrt. Die untere, Glycerin-haltige Phase wurde abgetrennt und die
obere Phase erneut mit frisch angesetzter Natrium-Alkoholat-Suspension zur Reaktion
gebracht. Nach erneuter Reaktion und anschlieBender Phasentrennung wurde das

Losungsmittel im Vakuum entfernt.

4.4.19 Anreicherung der Linolsiure

Die Anreicherung der ungesittigten Fettsduren aus dem Rohprodukt nach 4.4.18 wurde in
Anlehnung an die Arbeiten von HAYES ET AL. und WU ET AL. durchgefiihrt.?6*?*7 Zur
Anreicherung von Linolsdure wurde die gesamte erhaltenen Fettsduremischung (480 g) mit ca.
480 g (8,00 mmol) Harnstoff und 2,5 1 Ethanol in einem 5 1 Becherglas versetzt und auf 70 °C
erwdarmt. Nach vollstdndiger Losung des Harnstoffs wurde das Gemisch fiir weitere 60 min bei
70 °C geriihrt, auf Raumtemperatur abgekiihlt und fiir 48 h zur Co-Kristallisation von Harnstoff
und Fettsduren auf 4 °C gekiihlt. Mit einem Biichnertrichter wurde der kristalline Feststoff
abfiltriert und das Filtrat mit 2,5 | Wasser versetzt und mit 37 % Salzséure auf eine pH-Wert
von 2 eingestellt. Die entstandenen Phasen wurden separiert und die Olphase dreimal mit je 1 1
VE-Wasser gewaschen, mit NaxSO4 getrocknet und das verbleibende Losungsmittel entfernt.

Die Isolierung der Linolsduremethylester erfolgte nach dem gleichen Protokoll.



4.4.20 Konjugation der Doppelbindungen zur CLA

Die Konjugation der freien Linolsdure wurde nach der Methode von CHIN ET. AL. durch Zugabe
von NaOH durchgefiihrt.?®® In einem Dreihalskolben mit Riickflusskiihler, Thermometer und
Stickstoffanschluss wurde 150 g NaOH in 2900 g Ethylenglycol gelost. Die erhaltene Fettsdure
(250 g) wurde zu der Mischung gegeben und unter inerten Bedingungen fiir 2 h auf 180 °C
erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden 320 ml konzentrierte Salzsdure zugegeben
und fiir weitere 15 min geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit HCI auf pH 4 eingestellt, in
einen Scheidetrichter {iberfiihrt und zweimal mit je 500 ml n-Hexan extrahiert. Die vereinten
Hexan-Phasen wurden dreimal mit je 250 ml 5% NaCl-Lésung extrahiert, mit 3 A Molsieb
getrocknet und iiber einen Biichner-Trichter filtriert. Das Filtrat wurde am Rotationsverdampfer
eingeengt und der Riickstand mit Eis gekiihlt, bevor das Vakuum beliiftet wurde. Es wurden
172 g eines gelben Ols erhalten.

Die Konjugation der Linolsduremethylester erfolgte nach abgewandeltem Protokoll mit
Kaliummethanolat. Das erhaltene Produkt (4.4.19; 150 g) wurde unter Riihren fiir 1 h auf
120 °C erhitzt. Im Anschluss wurde die Temperatur auf 130 °C erhoht und KOMe (9 g, 35 %
in MeOH) zum Ol zugegeben. Nach vollstindigem Verdampfen des Methanols zeigte die
Reaktionsmischung dunkelrote Farbe und wurde fiir weitere 3 h bei 130 °C geriihrt. Nach
Ablauf der Zeit wurde die hochviskose Mischung auf 100 °C abgekiihlt, mit Phosphorsiure
(8 ml, 85 % in H»0) versetzt und langsam Vakuum angelegt. Durch Zugabe der Sdure wurde
die Viskositdt der Losung stark herabgesetzt, wodurch eine wassrige, klare Konsistenz erhalten
wurde. Die Mischung wurde im Vakuum fiir 2 h bei 100 °C geriihrt und im Anschluss auf

Raumtemperatur abgekiihlt.
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6 Anhang

6.1 Verwendete Chemikalien

Substanz Reinheit CAS-Nummer Hersteller
(10E,12Z)-Linolsiiuremethylester 99% 21870-97-3 BioMol
(9E,11Z)-Linolsiuremethylester 99% 13058-52-1 BioMol
1,5,7-Triazabicyclo[4.4.0]dodec-5-en > 98% 5807-14-7 TCI
1,5-Diazabicyclo[4.3.0]non-5-en 99% 3001-72-7 FisherScientific
1-Ethylimidazol >98% 7098-07-9 TCI
1-Hexen 99% 592-41-6 Acros Organics
1-Octen 99% 111-66-0 Acros Organics
2-Amin-4,6-Hydroxypyrimidin 98% 56-09-7 Sigma Aldrich
2-Ethylimidazol 98% 1072-62-4 TCI
2-Furanséure >98% 88-14-2 Alfa Aesar
2-Methylfuran >99% 534-22-5 Merck
2-Methyl-Tetrahydrofuran >98% 96-47-9 Merck
4-Chlorbenzylamin 98% 104-86-9 Sigma Aldrich
4-Nitrobenzoyl Chlorid 98% 122-04-3 Alfa Aesar
5-Ethyl-L-Glutamat >98% 1119-33-1 TCI
5-Methyl-L-Glutamat >97% 1499-55-4 TCI
6-Aminoindazol 98% 6967-12-0 BLD Phamatech
9-Fluorenmethoxycarbonylchlorid 98% 28920-43-6 Alfa Aesar
Aceton 99% 67-64-1 FisherScientific
Acetonitril 99% 75-05-8 FisherScientific
Aluminiumoxid, basisch 98% 1344-28-1 FisherScientific
Amberlyst 15 nass - 9037-24-5 FisherScientific
Amberlyst 15 trocken - 9037-24-5 FisherScientific
Ameisensiure 99% 64-18-6 Acros Organics
ArgOEt - HCI - 36589-29-4 Bachem
Benzoylchlorid >99% 98-88-4 CarlRoth
Benzylamin 99% 100-46-9 Sigma Aldrich
Borsiure >99% 10043-35-3 FisherScientific
Bromelain - 9001-00-7 Carl Roth
Calciumoxid 97% 1305-78-8 FisherScientific




Substanz Reinheit CAS-Nummer Hersteller
Citraconsiure Anhydrid 97% 616-02-4 FisherScientific
Citronellol 95% 106-22-9 FisherScientific
COMU 97% 1075198-30-9 Acros Organics
Cyrene >98,5% 53716-82-8 Sigma Aldrich
Decanal >97.5% 112-31-2 TCI
Deuteriumoxid >99.8% 7789-20-0 TCI
Dicyclohexylamin 99% 101-83-7 Merck
Diethyl L-Glutamat - HCI >98% 1118-89-4 TCI
Diethylether >99% 60-29-7 FisherScientific
Dimethyl L-Glutmat - HCI > 98% 23150-65-4 TCI
Di-n-Butylamin 99% 111-92-2 Acros Organics
Di-#-Butyl-Dicarbonat 99% 24424-99-5 FisherScientific
DMSO >99,5% 67-68-5 Carl Roth
Dodecanoylchlorid 98% 112-16-3 FisherScientific
Dodecyltrimethylammonium > 08% 1119.94.4 TCl
Bromid
Dowex-50Wx8-200 Mesh
- 11119-67-8 FisherScientific
Ionentauscher
D-Phenylalanin >98,5% 673-06-3 Carl Roth
Ethanol 96% 64-17-5 Carl Roth
Ethanolamin 99% 141-43-5 FisherScientific
Ethylacetat 99% 141-78-6 FisherScientific
Farnesen - 502-61-4 Sigma Aldrich
Ficin - 9001-33-6 TCI
Fmoc-L-Asp(Obz)-OH >98% 86060-84-6 TCI
Fmoc-L-Glycin >98% 29022-11-5 TCI
Fmoc-L-Lys(Z)-OH >98% 86060-82-4 TCI
Fmoc-L-Phenylalanin >98% 35661-40-6 TCI
Fmoc-L-Serin-OfBu >98% 71989-33-8 TCI
Fmoc-LysOH 95% 105047-45-8 Carl Roth
Fmoc-SerOH - H20 97% 73724-45-5 Carl Roth
Fmoc-SerO7Bu >99% 71989-33-8 Carl Roth
Furfural >98% 98-01-1 TCI
Geraniol 97% 106-24-1 FisherScientific




Substanz Reinheit CAS-Nummer Hersteller
HCl 37% 7647-01-0 Carl Roth
Hexanoylchlorid 97% 142-61-0 Sigma Aldrich
Hydroxychinolin - 148-24-3 FisherScientific
Hydroxymethylfurfural 98% 67-47-0 ABCR
Isophorondiamin 95% 2855-13-2 Merck
Isopropylamin 99,5% 75-31-0 Sigma Aldrich
Kaliumcarbonat 99% 584-08-7 FisherScientific
Kaliumethanolat 99% 917-58-8 Acros Organics
Kaliumhydrogencarbonat 99,5% 298-14-6 FisherScientific
Kaliummethanolat 30-35% 865-33-8 Acros Organics
KOH > 85% 1310-58-3 Carl Roth
Kupfer(I)acetat - H,O >98% 6046-93-1 FisherScientific
L-Alanin > 98,5% 56-41-7 Carl Roth
L-Ala-OEt - HC1 >98% 1115-59-9 FisherScientific
L-Ala-OMe - HCI 99% 2491-20-5 FisherScientific
L-Arginin >99% 74-79-3 Carl Roth
L-Arg-OMe - 2HCI 98% 26340-89-6 FisherScientific
L-Asparagin >99% 70-47-3 Carl Roth
L-Asparaginsiure >99% 56-84-8 Carl Roth
Laurinsiure 95% 143-07-7 Sigma Aldrich
Laurinsiuremethylester >99,5% 111-82-0 TCI
L-Cystein >99% 52-90-4 Carl Roth
L-Arginin - HC1 >98,5% 1119-34-2 Carl Roth
L-Glutamin >99% 56-85-9 Carl Roth
L-Glutaminséure >98,5% 56-86-0 Carl Roth
L-Glycin >99% 56-40-6 Carl Roth
L-Histidin >99% 5934-29-2 Carl Roth
Linolsiure 60% 60-33-3 FisherScientific
L-Isoleucin >98.5% 73-32-5 Carl Roth
L-Leucin >98.,5% 61-90-5 Carl Roth
L-Leucin tert-Butylester
Hydrochlorid > 98% 2748-02-9 TCI
L-Lysin - HCI >98,5% 657-27-2 Carl Roth
L-Lysin - H,O >98,5% 39665-12-8 Carl Roth




Substanz Reinheit CAS-Nummer Hersteller
L-Lys-OEt - 2HCI 99% 3844-53-9 FisherScientific
L-Lys-OMe - 2HCI1 99% 26348-70-9 FisherScientific

L-Methionin >99% 63-68-3 Carl Roth
L-Phenylalanin >98,5% 63-91-2 Carl Roth
L-Prolin >98.,5% 147-85-3 Carl Roth
L-Prolin-O7Bu >98% 5497-76-7 TCI
L-Serin >99% 56-45-1 Carl Roth
L-Ser-OEt - HC1 99% 26348-61-8 FisherScientific
L-Ser-OMe - HC1 >98% 5680-80-8 TCI
L-Threonin >99% 72-19-5 Carl Roth
L-Tryptophan >99% 73-22-3 Carl Roth
L-Tyrosin >99% 60-18-4 Carl Roth
L-Valin >99% 72-18-4 Carl Roth
Magnesiumoxid 98% 1309-48-4 FisherScientific
Maleinsdureanhydrid >98% 108-31-6 FisherScientific
Methanol 99,8% 67-56-1 FisherScientific
Methanol-D4 99,90% 811-98-3 FisherScientific
Methyl-L-Phenylalanat - HCI 99% 7524-50-7 FisherScientific
Montomorillonit K-10 Granulat - 1318-93-0 Acros Organics
Morpholin 99% 110-91-8 Carl Roth
Myrcen 90% 125-35-3 Acros Organics
N-[(9H-Fluoren-9-
ylmethoxy)carbonyl]-L- > 98% 35661-40-6 TCI
Phenylalanin
Na;CO; - 10 H,O >99% 6132-02-1 FisherScientific
Na,SO4 >99% 7757-82-6 Carl Roth
NaOH > 98% 1310-73-2 Carl Roth
Na-Triacetoxyborhydrid > 80% 56553-60-7 TCI
Natriumsilikat - 6834-92-0 FisherScientific
n-Butylamin 99% 109-73-9 Alfa Aesar
n-Dodecylamin >97% 124-22-1 TCI
n-Hexadecylamin >95% 143-27-1 TCI
n-Hexylamin 99% 111-26-2 TCI
N-Lauroyl-Arginin 99,9% 181434-85-5 Sigma Aldrich




Substanz Reinheit CAS-Nummer Hersteller
N-Lauroyl-Arginin-Ethylester 99,9% 48076-74-0 Sigma Aldrich
Nonanal >95% 124-19-6 TCI
N-0-Boc-Lysin 97% 13734-28-6 FisherScientific
N-g-Boc-Lysin 97% 2418-95-3 FisherScientific
Octanal 99% 124-13-0 FisherScientific
Octanoylchlorid 99% 111-64-8 Sigma Aldrich
Petrolether - 8032-32-4 FisherScientific
Piperidin 99,5% 110-89-4 FisherScientific
PyBOP >98,5% 128625-52-5 Carl Roth
T3P in (DCM, EtOAc, ACN) 50% 68957-94-8 FisherScientific
Toluol >99% 108-88-3 FisherScientific
Trans-Zimtaldehyd >98% 14371-10-9 TCI
Trifluoressigsiure >99,9% 76-05-1 Carl Roth
Tris-(2-Aminoethyl)-amin 96% 4097-89-6 Acros Organics
TrpOEt - HCI - 2899-28-7 Bachem
Trypton - 91079-40-2 Carl Roth
a-Terpinen >90% 99-86-5 FisherScientific
0-Dodecanolacton > 98% 713-95-1 TCI




6.2 Erginzende Daten

6.2.1 Ergebnisse zur Acylierung mit PmAcy

Tabelle 10: Produktbildung durch PmAcy in der initialen Untersuchung der N-Lauroyl-Aminosiure-

Synthese
Eintrag Aminosiure pH=9

1 Alanin

2 Arginin +
3 Asparagin -
4 Asparaginsdure X
5 Cystein X
6 Glutamin -
7 Glutaminsdure X
8 Glycin X
9 Histidin 0
10 Isoleucin 0
11 Leucin 0
12 Lysin "
13 Methionin +
14 Phenylalanine ++
15 Prolin X
16 Serin X
17 Threonin X
18 Tryptophan X
19 Tyrosin X
20 Valin ++

Reaktionsbedingungen: 200 mM Aminoséure bzw. Amin, 100 mM Na-Laurat, 10 pul PmAcy (0,6 U), Tris-
HCI-Puffer (pH = 8,0) mit 0,5 mM ZnCl,, Gesamtvolumen 0,5 ml, 50 °C, 20 h 250 rpm. Bedeutung der
Symbole: x =keine Produktbildung, - =minimale Aktivitdt, o : mittlere Aktivitdt, +=hohe Aktivitit,

++ = sehr hohe Aktivitit.



Tabelle 11: Untersuchung der Umsetzung von organischen Aminen durch PmAcy mit Laurinsiure und

Essigsdure.
Amin Struktur Laurinsiure Essigsiure
: HO
Ethanolamin " NH, X X
. NH,
Isopropylamin X X
H
. . N
Dicyclohexylamin O/ \O X X
n-Butylamin H,NT N X X
n-Hexylamin HNT NN X X
n-Dodecylamin H,N X X
Morpholi 0
orpholin X X
P L_xn

Benzylamin @\/ X X
NH,
Cl
Chlorbenzylamin \©\/ X X
NH,

L. H,N E
6-Aminoindazol \©/\/\N X X
/

OH
2-Amin-4,6-
N X X
Hydroxypyrimidin | /)\
HO” "N~ "NH,
Di-n-Butylamin /\/\ﬂ/\/\ X X
NH,
Isophorondiamin X X

NH,

Reaktionsbedingungen: 200 mM Amin, 100 mM Na-Laurat bzw. Essigséure, 10 ul PmAcy (0,6 U), Tris-
HCI-Puffer (pH = 8,0) mit 0,5 mM ZnCl,, Gesamtvolumen 0,5 ml, 50 °C, 20 h 250 rpm. Bedeutung der
Symbole: x =keine Produktbildung, - = minimale Aktivitit, o : mittlere Aktivitdt, +=hohe Aktivitt,

++ = sehr hohe Aktivitit.



6.2.2 Erginzende Daten zur Charakterisierung der Drei-Komponenten-Tenside

Tabelle 12: Minimale Oberfliichenspannungen 6ui» und Schaumhéhen der Diels-Alder-Tenside basierend
auf Myrcen, cyclischen Anhydriden und Aminoséiuren.

Anhydrid-Precursor Kopfgruppe Gmin [MN M| hgmin [mm]  Aspin [mm]

H,O 60,9 + 0,4 110,0 3,0
Ala 54,0+ 0,4 116,2 12,6
Arg 38,0+ 0,3 133,6 98,7
Asn 45,7403 134,1 5.2
Asp 53,7+0,4 124,6 2,0
Cys 34,0+ 0,6 120,9 91,0
Gln 56,4+ 1,2 130,2 10,6
Glu 52,5+4.4 125,0 2,0
Gly 48,8 0,2 117,3 6,0
o His 56,7+ 0,6 128,7 6,0
0 Ile 54,0+ 1,3 105,2 6,9
N Leu 443 +0,2 125,8 13,6
Lys 36,1 +0,1 132,6 97,6
RoLys 32,5+0,1 131,1 98,7
Met 53.4+2.6 124,6 2,0
Phe 433+0,5 133,0 2,0
Ser 40,7 1,1 140,8 100,8
Thr 37,1+ 1,0 130,0 76,4
Trp 38,7+ 0,8 133,5 102,2
Tyr 42,4 +0,6 138,0 81,1
Val 452 +0,5 1263 47,4
o H.O 56,9+ 0,2 95,7 1,6
R S Arg 31,8402 134,0 46,9
- Cys 32,1+0,5 125,6 54,1
o Glu 56,5+ 0,4 96,0 9,2
o Lys 33,4+0,8 139,3 92,5
- RoLys 31,5+0,8 1223 95,9

Phe 44,5+0,8 1349 35,1




6.2.3 Erginzende Daten zu den antimikrobiellen Untersuchungen

Abbildung A 1: Darstellung der Hemmbhoftests des vollstiindig Veresterten Dreikomponenten-Tensids
N-(Myrcen-CA-)Arginin-OEt bei Konzentrationen von 5 — 40 mM.

L

C. glutamicum ".“

e ]




6.3 Analytische Daten

6.3.1 N-Acylaminosiuren

N-Lauroyl-Asparaginsdure

HO O
0
QOH
W NH
0]

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 631 (2M+H, 10), 379 (M+ACN+Na, 3), 357 (M+ACN+H, 40),
316 (M+H, 100).

N-Lauroyl-Cystein
0

HS/\HJ\OH
\/\/\/\/\/\H/NH

(0]
LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 345 (M+ACN+H, 100), 304 (M+H, 33).

N-Lauroyl-Glycin
0

N,i*OH
\/\/\/\/\/\H/

(0]
LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 515 (2M+H, 33), 299 (M+ACN+H, 100), 258 (M+H, 15).

N-Lauroyl-Isoleucin

\/?\Iﬁj\OH
W(

(0]
LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 627 (2M+H, 100), 377 (M+ACN+Na, 10), 355 (M+ACN+H,
100), 314 (M+H, 75).



N-Lauroyl-Leucin
O

Y\Ni%H
\/\/\/\/\/\H/

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 627 (2M+H, 66), 377 (M+ACN+Na, 8), 355 (M+ACN+H,
100), 314 (M+H, 50).

N-Lauroyl-Lysin (Mono-Acyl)
O

HzN\/\/YJ\
OH
\/\/\/\/\/WNH

O
(]
\/\/\/\/\/\’4 0
HN
\/\/\HJ\ OH
NH,

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 657 2M+H, 5), 370 (M+ACN+H, 15), 314 (M+H, 100).

N-Lauroyl-Lysin (Di-Acyl)
o

/\/\/\/\/\)J\NH
\/\/\/\/\/\W

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 1044 (2M+Na, 4), 1022 (2M+H, 33), 552 (M+ACN+H, 5), 511

O
OH
NH

(M+H, 100).

N-Lauroyl-Methionin

S
- \/\HJ\OH
(0)

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 663 (2M+H, 25), 395 (M+ACN+Na, 5), 373 (M+ACN+H, 40),

332 (M+H, 100).



N-Lauroyl-Phenylalanin

OH

W\/\/\/\ITNH

(0)
LC-MS (EI, 70 eV): m/z [%] = 695 (2M+H, 80), 411 (M+ACN+Na, 10), 389 (M+ACN-+H,
100), 348 (M+H, 100).
'H-NMR (CDCls, 400 MHz) & = 0.88 (t, °J = 7 Hz, 3H), 1.19 — 1.36 (m, 17 H), 1.48 — 1.59 (m,
2 H), 2.182 (dt, 2J =3.2 Hz, 3] = 7.2 Hz, 2 H), 3.09 — 3.28 (m, 2 H), 4.88 (q, >J = 5.9 Hz, 1 H),
6.09 (d,*J =7.5Hz, 1 H), 7.13 - 7.18 (m, 2 H), 7.22 — 7.33 (m, 3 H).
BC-NMR (CDCls, 100 MHz) & = 14.14, 22.70, 25.59, 29.16, 29.32, 29.35, 29.48, 29.63, 29.93,
36.44,37.27, 53.14, 127.22, 128.64, 129.38, 135.69, 174.14, 174.62.

N-Dodecanoyl-Arginin-Ethylester (LAE)
NH

o
HzNJJ\E/\/\HJ\O/\
\/\/\/\/\/\WNH

(0]
LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 426 (M+ACN+H, 5), 385 (M+H, 100).
'H-NMR (CDCls, 400 MHz) § =
BC-NMR (CDCls, 100 MHz) § =

6.3.1 N-Alkylaminosiuren

N-Dodecanyl-Alanin
O

Aoon

NH

LC-MS (EI, 70 eV): m/z [%] = 515 (2M+H, 6), 321 (M+ACN+Na, 3), 299 (M+ACN+H, 80),
258 (M+H, 100).

"H-NMR (D20, 400 MHz) § = 0.84 (s, 3H), 1.11 — 1.39 (m, 20 H), 1.43 — 1.57 (s, 2 H), 2.51 (d,
3]=6.6 Hz, 2 H), 3.07 = 3.16 (m, 1 H).



BC-NMR (D:0, 100 MHz) § = 13.79, 17.51, 20.29, 22.67, 27.61, 29.33, 29.66, 29.83, 29.98,
30.06, 30.15, 32.05, 47.14, 58.26, 181.39.

N-Dodecanyl-Serin

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 547 (2M+H, 8), 337 (M+ACN+Na, 5), 315 (M+ACN+H, 29),
274 (M+H, 100).

'H-NMR (D,0, 400 MHz) & =0.72 —0.80 (m, 3H), 1.10 - 1.26 (m, 18 H), 1.40 — 1.50 (m,
2 H), 2.44 - 2.55 (m, 2 H), 3.10 (m, 3] = 4.1 Hz, 1 H), 3.68 (d, 37 = 3.9 Hz, 2 H).

13C-NMR (D,0, 100 MHz) § = 13.76, 16.74, 22.65, 27.51, 29.25, 29.63, 29.85, 29.97, 30.06,
30.10, 32.03, 47.63, 57.53, 61.85, 64.57, 178,18.

N-Citronellyl-Alanin

OH
NH

R

LC-MS (EI, 70 eV): m/z [%] = 455 (2M+H, 9), 291 (M+ACN+Na, 4), 269 (M+ACN+H, 27),
228 (M+H, 100).

'H-NMR (D-0, 400 MHz) & = 0.879 (dd, °J = 2.2 Hz, *J = 6.2 Hz, 3 H), 1.10 — 1.18 (m, 1 H),
1.18—1.26 (m, 3H), 1.27-1.38 (m, 2H), 1.41 —1.74 (m, 7H), 1.85-2.06 (m, 2 H),
2.45-2.65(m, 2 H), 3.15(qd, 2J = 1.8 Hz,*J = 7.0 Hz, 1 H), 5.13 (,3J = 6.9 Hz, 1 H).
BC-NMR (D:0, 100 MHz) § = 17.67, 19.13, 20.22, 25.20, 30.43, 35.89, 36.86, 44.94, 51.36,
58.41, 125.07, 131.44, 181.74.

6.3.2 Linker-basierte Drei-Komponenten Tenside

N-(Myrcen-MSA)-Hydrolysat

OH

O OH

(¢
AN

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 503 (2M-H, 30), 251 (M-H, 100).



N-(Myrcen-MSA)-Alanin
O

0 NH

(6]
A

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 669 (2M+Na, 31), 647 (2M+H, 10), 387 (M+ACN+Na, 30),
365 (M+ACN+H, 6), 345 (M+Na, 22), 324 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Arginin
NH

R

H,N~ "NH

OH OH

AN

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 450 (M+ACN+H, 3), 409 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Arginin Ethylester
NH

HZNJ\NH
( 0
o) 07
0 NH

(6]
A

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 465 (M+H, 100).



N-(Myrcen-MSA)-Asparagin

A

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 755 (2M+Na, 14), 733 (2M+H, 6), 430 (M+ACN+Na, 13), 408
(M+ACN+H, 3), 388 (M+Na, 25), 367 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Asparaginsdure

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 757 (2M+Na, 14), 735 (2M+H, 5), 431 (M+ACN+Na, 18), 409
(M+ACN+H, 6), 389 (M+Na, 21), 368 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Cystein
SH O

OH OH

0 NH

O
X

LC-MS (EL, 70 eV): m/z [%] = 419 (M+ACN+Na, 13), 397 (M+ACN+H, 5), 379 (M+Na, 14),
356 (M-+H, 100).



N-(Myrcen-MSA)-Glutamin

NH,

A

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 783 (2M+Na, 15), 762 (2M+H, 6), 444 (M+ACN+Na, 3), 403
(M+Na, 19), 381 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Glutaminsédure
OH

A

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 785 (2M+H, 7), 455 (M+ACN+H, 11), 405 (M+Na, 20), 382
(M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Glycin
O

P
0 OH

NH

(6]
A

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 641 (2M+Na, 14), 373 (M+ACN+Na, 25), 333 (M+Na, 11),
310 (M+H, 100).



N-(Myrcen-MSA)-Histidin
/:N
HN_

OH OH

0 NH

O
X

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] =779 (2M+H, 5), 431 (M+ACN+H, 8), 412 (M+Na, 8), 390
(M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Isoleucin

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 429 (M+ACN+H, 4), 388 (M+Na, 9), 366 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Leucin

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 429 (M+ACN+H, 5), 388 (M+Na, 9), 366 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Lysin

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 762 (2M+H, 7), 422 (M+ACN+H, 4), 403 (M+Na, 7), 381
(M+H, 100).



N-(Myrcen-MSA)-Lysin Ethylester
LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] =437 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)»-Lysin

0 OH H o
N
\/\/\HJ\OH
A o o NH
OH

N 0

LC-MS (EIL 70 eV): m/z [%] = 637 (M+Na, 48), 615 (M+H, 100).
N-(Myrcen-MSA );-Lysin Ethylester

0 OEt H O
N
\/\/\HJ\OEt
A o o NH
OEt

AN 0

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 699 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Methionin

. 7\(1
OH OH
0 NH
0

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 789 (2M+Na, 33), 767 (2M+H, 7), 447 (M+ACN+Na, 36), 406
(M+Na, 20), 384 (M+H, 100).



N-(Myrcen-MSA)-Phenylalanin

OH OH

N
LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] =821 (2M+Na, 54), 799 (2M+H, 7), 463 (M+ACN+Na, 39),
441(M+ACN+H, 7), 422 (M+Na, 33), 400 (M+H, 100).
'H-NMR (D0, 400 MHz) & = 1.50 (d, 3J = 3.6 Hz, 3 H), 1.56 (s, 3 H), 1.71 —2.43 (m, 9 H),
247-2.63(m, 1H), 2.75-2.86 (m, 2H), 2.86-2.94(m, 1 H), 3.02-3.13 (m, 1H),
430-4.14 (m, 1 H), 4.95-5.05 (m, 1 H), 5.15—5.31 (m, 1 H), 7.00 — 7.07 (m, 2 H), 7.08 -
7.19 (m, 3H).

N-(Myrcen-MSA)-Serin
OH O

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 701 (2M+Na, 17), 679 (2M+H, 3), 403 (M+ACN+Na, 21) 362
(M+Na, 10), 340 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Threonin
OH O

OH OH

0 NH

O
™

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] =417 (M+ACN+Na, 7), 392 (M+ACN+H, 5), 376 (M+Na, 9),
354 (M+H, 100).



N-(Myrcen-MSA)-Tryptophan

NH

A
O

OH OH

0 NH

(0]

>

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 899 (2M+Na, 11), 878 (2M+H, 3), 502 (M+ACN+Na, 8), 461
(M+Na, 18), 439 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Tyrosin

OH

H

/
o
o Z

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 479 (M+ACN+Na, 2), 438 (M+Na, 2), 416 (M+H, 100).

N-(Myrcen-MSA)-Valin

H OH
NH

<.

(0]

%

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 415 (M+ACN+Na, 10), 393 (M+ACN+H, 4), 374 (M+Na, 10),
352 (M+H, 100).

N-(Myrcen-CA)-Hydrolysat

OH

O OH

(0)

:

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 531 (2M-H, 55), 265 (M-H, 100).



N-(Myrcen-CA)-Arginin
NH

OH OH

A

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 423 (M+H, 100).

N-(Myrcen-CA)-Arginin Ethylester
NH

HzNJ\NH
0
S
NH
0

NS

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 465 (M+H, 100).

N-(Myrcen-CA)-Cystein
SH O

o
0 OH

NH

(0]
A

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 433 (M+ACN+Na, 7), 392 (M+Na, 16), 370 (M+H, 100).



N-(Myrcen-CA)-Glutaminsdure
OH

OH OH
NH

AN

LC-MS (EIL, 70 eV): m/z [%] = 418 (M+Na, 20), 396 (M+H, 100).
N-(Myrcen-MSA)-Lysin

e

LC-MS (EIL 70 eV): m/z [%] = 417 (M+Na, 4), 395 (M+H, 100).
N—(Myrcen—CA)—Lysin Ethylester
LC-MS (EIL 70 eV): m/z [%] = 437 (M+H, 100)

N-(Myrcen-CA),-Lysin

0 OH H 0]
N
\/\/\HJ\OH
A o o NH
OH

N 0

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 665 (M+Na, 20), 643 (M+H, 100).



N-(Myrcen-CA)-Phenylalanin

OH OH
NH

AN

LC-MS (EL 70 eV): m/z [%] = 477 (M+ACN+Na, 8), 436 (M+Na, 14), 414 (M+H, 100).
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6.4 Chromatogramme & Spektren

6.4.1 MS-Spektren
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Abbildung A 2: MS-Spektrum von N-Lauroyl-Phenylalanin hergestellt mittels enzymatischer Acylierung

durch PmAcy.
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Abbildung A 3: MS-Spektrum von N-Dodecanyl-Alanin.
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Abbildung A 4:MS-Spektrum von N-Dodecanyl-Serin.
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Abbildung A 5:MS-Spektrum von N-Citronellyl-Alanin.
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Abbildung A 6: MS-Spektrum von Myrcen-MSA-Hydrolysat.
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Abbildung A 7: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Alanin.
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Abbildung A 8: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Arginin.
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Abbildung A 10: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Asparaginsiure.
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Abbildung A 11: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Cystein.
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Abbildung A 12: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Glutamin.
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Abbildung A 14: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Glycin.
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Abbildung A 15: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Histidin.
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Abbildung A 16: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Isoleucin.
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Abbildung A 17: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Leucin.
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Abbildung A 18: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Lysin.
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Abbildung A 20: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Methionin.
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Abbildung A 21: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Phenylalanin.
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Abbildung A 22: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Serin.
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Abbildung A 23: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Threonin.
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Abbildung A 24: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Tryptophan.
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Abbildung A 25: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Tyrosin.
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Abbildung A 26: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Valin.
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Abbildung A 27: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Arginin-Ethyl Ester.
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Abbildung A 28: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA)-Lysin-Ethyl Ester.
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Abbildung A 29: MS-Spektrum von N-(Myrcen-MSA):-Lysin-Ethyl Ester.
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Abbildung A 30: MS-Spektrum von N-Myrcen-CA-Hydrolysat.
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Abbildung A 31: MS-Spektrum von N-(Myrcen-CA)-Arginin.
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Abbildung A 32: MS-Spektrum von N-(Myrcen-CA)-Cystein.
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Abbildung A 33: MS-Spektrum von N-(Myrcen-CA)-Glutamin.
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Abbildung A 34: MS-Spektrum von N-(Myrcen-CA)-Lysin.
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Abbildung A 35: MS-Spektrum von N-(Myrcen-CA)z-Lysin.
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Abbildung A 36: MS-Spektrum von N-(Myrcen-CA)-Phenylalanin.
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Abbildung A 37: MS-Spektrum von N-(Myrcen-CA)-Arginin-Ethyl Ester.
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Abbildung A 38: MS-Spektrum von N-(Myrcen-CA)-Lysin-Ethyl Ester.
6.4.2 NMR-Spektren
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Abbildung A 39: 'H-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl3) von N-Lauroyl-Phenylalanin hergestellt mittels
enzymatischer Acylierung durch PmAcy.

LVIII



TJ-387-LauPhe-Rein 11 1 CiUsersiUser p\Chromat qr | T
e ©  amo r8
% $ 28R P 0 ornoNEOn- o ©
23 3 B84 85g g fx3pEg2qs o =
5= 8 had g3IN 5§ G92L38nu8 5 =
<% 8 @me @ = NIQ@TaO - ~ =
K 8 &8k © o Lo-aaanse 4 <
1) LA FRE 23 58RAR8888 § &

e
' Lo
I : : : : ; - - - - ; - - -
1850 100 50 [ppm]

Abbildung A 40: 3C-NMR-Spektrum (100 MHz, CDCl3) von N-Lauroyl-Phenylalanin hergestellt mittels
enzymatischer Acylierung durch PmAcy.
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Abbildung A 41: 'H-'"H-COSY-NMR-Spektrum (400 MHz, CDCl3) von N-Lauroyl-Phenylalanin
hergestellt mittels enzymatischer Acylierung durch PmAcy.
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Abbildung A 42: 'H-NMR-Spektrum (400 MHz, D20) von N-Dodecanyl-Alanin.
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Abbildung A 43: *C-NMR-Spektrum (100 MHz, D>0) von N-Dodecanyl-Alanin.
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Abbildung A 44: "H-'H-COSY-NMR-Spektrum (400 MHz, D:0) von N-Dodecanyl-Alanin.
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Abbildung A 45: "TH-NMR-Spektrum (400 MHz, D:0) von N-Dodecanyl-Alanin.
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Abbildung A 47: 'H-'H-COSY-NMR-Spektrum (400 MHz, D:0) von N-Dodecanyl-Alanin.

LXII



Anhang

Tristan Jolmes

TJ305-Trocken 10 1 C:l E
829 g EE%ES§§%&BEHLEEQK%ESSESRE.T%:BE! ﬂﬁgﬂﬁgﬂgﬁ’o‘ﬁ F2
=2 e L e e L L e L L]
666 ¢ GoBoncoodNNdNNNNNNrrerrrrrer e e e e e Sdos
@ 1 )
(0]
13
12 [o
~fvon Ci
1 4 - | NH
2 - 5 10 MeOD l
3 8 C.G.G, Cq [

8 4 [ppm]
Abbildung A 48: 'H-NMR-Spektrum (400 MHz, D20) von N-Citronellyl-Alanin.
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Abbildung A 49: 3C-NMR-Spektrum (100 MHz, D20) von N-Citronellyl-Alanin.
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Abbildung A 50: "H-'"H-COSY-NMR-Spektrum (400 MHz, D20) von N-Citronellyl-Alanin.
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Abbildung A 51: 'H-NMR-Spektrum (400 MHz, D20) von N-(Myrcen-MSA)-Phenylalanin.
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Abbildung A 52: "H-'H-COSY-NMR-Spektrum (400 MHz, D20) von N-(Myrcen-MSA)-Phenylalanin.
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