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Abstract

Enzyme catalysis is often associated with aqueous reaction media, but water is
rather an inadequate solvent for hydrophobic substrates. In this study ‘deep eu-
tectic solvents’ (DESs) were evaluated as novel reaction media for biocataylsis.
For instance, a DES composed of both substrates, i.e. a DES made of (–)-Men-
thol:lauric acid, was used as combined solvent and substrate for the lipase catalysed
synthesis of (–)-menthyl laurate, so that no additional solvent was necessary. The
optimisation of the reaction resulted in a batch productivity of 443 gester L−1 d−1 at
95 % conversion (24 h). Excess (–)-menthol was separated in a vacuum distillation
step and was reused for a second enzymatic DES reaction.

Die Enzymkatalyse wird häufig mit wässrigen Reaktionsmedien assoziiert, aber
Wasser ist ein eher unzureichendes Lösungsmittel für hydrophobe Substrate. In
dieser Arbeit wurden tief eutektische Lösungsmittel (DES) als neuartige Reaktion-
smedien für die Biokatalyse evaluiert. Für die Lipase katalysierte (–)-Menthyllaurat
Synthese wurde beispielsweise ein DES, das aus beiden Substraten besteht, d.h.
ein DES aus (–)-Menthol:Laurinsäure, als Solvens und Substrat verwendet, so dass
kein Zusatzlösungsmittel nötig war. Die Reaktionsoptimierung führte zu einer Pro-
duktivität von 443 gester L

−1 d−1 bei 95 % Umsatz (24 h). Überschüssiges (–)-Men-
thol wurde destillativ abgetrennt und in einer zweiten DES Enzymreaktion wieder-
verwendet.

Zusammenfassung

Enzymreaktionen werden häufig mit Wasser basierten Reaktionsmedien verbun-
den, wobei die Biotransformation hydrophober Substrate aber aufgrund von gerin-
gen Substratkonzentrationen häufig nicht effizient in Wasser durchführbar ist.
Während ‘unkonventionelle’ Reaktionsmedien, wie z.B. organische Lösungsmit-
tel oder ionische Flüssigkeiten, schon länger für Biotransformationen eingesetzt
werden, sind sogenannte tief eutektische Lösungsmittel (DES, engl. ‘deep eutectic
solvents’) relativ neue Reaktionsmedien in der Biokatalyse.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden DES als alternative Lösungsmittel
evaluiert. Neben der physikochemischen Charakterisierung einiger DES, lag der
Fokus auf der Untersuchung Lipase katalysierter Reaktionen in DES. Für die
Veresterung des Duft- und Aromastoffs (–)-Menthol mit verschiedenen Fettsäuren
konnten die DES direkt aus den Substraten hergestellt werden. Eine Candida ru-
gosa Lipase war geeignet, um (–)-Menthylfettsäureester in (–)-Menthol:Capryl-
säure, (–)-Menthol:Caprinsäure und (–)-Menthol:Laurinsäure DES ohne weiteren
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Lösungsmittelzusatz zu synthetisieren. Für das DES Reaktionssystem aus (–)-Men-
thol:Laurinsäure (3:1 mol/mol) war die Reaktion unter kontrollierter Wasserak-
tivität (aw) effizienter als die Veresterung in DES-Wasser Gemischen oder im
reinen DES. Bei einem konstanten aw (0,32) konnte eine Batch-Produktivität für
(–)-Menthyllaurat von 287 g L−1 d−1 und ein Fettsäureumsatz von 65 % erreicht
werden (24 h). Die Esterbildung im DES (–)-Menthol:Laurinsäure (3:1 mol/mol)
konnte mittels statistischer Versuchsplanung hinsichtlich der Reaktionstemper-
atur (45 °C), der Enzymmenge (60 mg) und des aw (0,55) optimiert werden, so
dass die Batch-Produktivität auf 443 g L−1 d−1 und der Umsatz auf 95 % (24 h)
gesteigert werden konnten. Durch den Einsatz des DES als 2-in-1 Reaktions-
medium, d.h. als verflüssigte Substrate und gleichzeitig als Lösungsmittel, kon-
nte die Veresterung mit hohen Substratkonzentrationen durchgeführt werden. Die
Esterkonzentration erreichte dabei 1,36± 0,04 M (2,25 d) bei einer maximalen Es-
terbildung von 174mMh−1 innerhalb von 6 h. Die Reduktion des Molverhältnisses
des (–)-Menthol:Laurinsäure DES bewirkte eine weitere Steigerung der Esterbil-
dung.

Das (–)-Menthol:Laurinsäure (3:1 mol/mol) DES-Reaktionssystem konnte so opti-
miert werden, dass die Fettsäure praktisch vollständig umgesetzt wird (3 d, 35 °C,
aw 0,16). Überschüssiges (–)-Menthol aus zwei Reaktionen konnte durch Vaku-
umdestillation abgetrennt werden. Der Ester (735 mg) wurde mit einer Reinheit
von 94 % gewonnen, während das abgetrennte (–)-Menthol (622,5 mg, 4 mmol) für
die Herstellung eines neuen DES genutzt wurde. Bei der anschließende Veresterung
mit recyceltem (–)-Menthol erreichte der Fettsäureumsatz 98,7 %. Anhand der
Reaktions- und Prozessoptimierung dieser Beispielreaktion konnte gezeigt werden,
wie DES effizient für die Biokatalyse genutzt werden können. DES sind insbeson-
dere als 2-in-1 Reaktionsmedien vorteilhaft und können als Alternative zu anderen
‘unkonventionellen’ Reaktionsmedien für die Biokatalyse angesehen werden.
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