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Summary

Summary

Cellulose as a part of plant cell wall is the most abundant organic compound on earth.
This renewable biopolymer is nowadays mainly used for the production of paper and
pulp or is simply burned as a cheap energy source. Many other applications are ham-
pered due to its insufficient material properties. Especially thermoplastic utilization of
cellulose is not possible, because cellulose exhibit no melting point. Due to its insolu-
bility in common organic solvents, the chemical processing of cellulose, to produce
novel biopolymers is challenging. Therefore, industrial processes are heterogeneous,
which means that cellulose is not solubilized during the process. To overcome this limi-
tation, laborious mechanic and chemical pretreatment steps are necessary to enable
efficient processing and modification of cellulose. In addition, due to the strong steric
hindrance of non-solubilized cellulose, such strategies are limited to the use of short
acyl chains (C:—Cs). As a result, it is not possible to produce a wide spectrum of poten-
tial cellulose esters. However, there is an increasing interest for novel cellulose esters,
due to the limited thermoplastic processability of the industrial produced and available

cellulose derivatives.

The synthesis of novel cellulose esters can be advantageously realized in homogeneous
modification procedures, which can be realized in cellulose solubilizing ionic liquids. In
this context, many syntheses based on reactive acyl donors are described in literature,
but e.g. the use of reactive acyl Mdonors like carboxylic acid chlorides are problematic,
because it can lead to significant degradation of the cellulose backbone and the ionic
liquid too. Therefore, a homogeneous enzymatic synthesis of cellulose esters might be

a possibility to overcome these drawbacks by using less reactive acyl donors.

The goal of the present work is to catalyze at ambient conditions with one focus on the
investigation of the enzymatic synthesis of cellulose esters with long side chains in cel-
lulose solvents. First, due to the challenging analytics of low substituted cellulose es-
ter, model reactions were performed, which are easier to analyze. Simple esterification
and transesterification reactions can be successful catalyzed enzymatically in cellulose

solubilizing ionic liquids. However, the enzymatic synthesis of glucose esters was only
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Summary

successful in ionic liquids, which cannot solubilize cellulose. A possible explanation
would be an insufficient interaction between enzyme and glucose in polar cellulose
solvents. In order to increase the interaction between enzyme and glucose, the glucose
concentration was increased in the cellulose solvent 1-Butyl-3-methylimidazolium-
chlorid ([BMIM]CI), but did not lead to a successful synthesis of glucose laurate, be-
cause the increased viscosity of high concentrated sugar solutions limited the mass
transfer, thereby again inhibiting the reaction. Apart from that, the strategy to en-
hance the enzyme-glucose interaction by increasing the glucose concentration works
well in the also polar solvent dimethyl sulfoxide (DMSOQ). In DMSO, significant amounts
of glucose laurate can be synthesized by the enzyme Candida antartica lipase B (CAL-B)

as soon as a glucose concentration of 60 % w/v is reached.

In order to approximate the polymeric character of cellulose, the enzymatic esterifica-
tion of cellobiose, which is the dimer unit of cellulose, was investigated. However, CAL-
B catalyze only low amounts of cellobiose esters, while other disaccharides based on
glucose, like maltose and trehalose are converted to a much higher degree. Nineteen
different enzymatic preparations were tested for the ability to synthesize cellobiose
laurate. The highest production of cellobiose laurate was catalyzed by pig liver ester-

ase (PLE), but no conversion of cellulose could be observed.

In parallel to the enzymatic approach, a chemical synthesis based on vinyl esters was
developed. That synthesis allow the acylation of cellulose using vinyl ester in the bio-
logical degradable ionic liquid 1-ethyl-3-methyl-imidazolium acetate ([EMIM]OAc) for
the first time. The reaction proceeds in the absence of any additional catalyst and glu-
cose- and cellulose-esters with different chain lengths are accessible. Due to the ho-
mogeneous character of the synthesis, the degree of substitution (DS) can be adjusted
by the amount of acyl donor. Cellulose esters with a degree of substitution (DS) in the
range of 0.24 - 3.00 were synthesized successfully. Different reaction parameters like
reaction time, temperature and substrate concentration were systematically changed
and analyzed by NMR, FT-IR and HPLC-GPC. The highest DS was achieved at 80°C and a
reaction time of 2 hours. Taking into consideration the literature, an often-cited syn-
thesis from Barthel and Heinze based on fatty acid chlorides were reproduced and
compared to the present vinyl ester-based synthesis. Similar DS-values were obtained,
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but the degree of polymerization (DP) was significantly reduced during the synthesis
using fatty acid chlorides in [BMIMI]CI. In contrast, the vinyl ester based synthesis in
[EMIM]OACc is gentler and allow the synthesis of significant larger cellulose esters. As
an undesirable side reaction, acetates from [EMIM]OAc are bound to the cellulose
backbone. The quantity of bound acetate groups during vinyl ester-based synthesis
rose with decreasing polarity of the substrates but overall proved to be much lower
compared to the literature described anhydride or fatty acid chloride based synthesis
routes in [EMIM]OAc. This novel process was extended by using further acyl donors
like vinyl benzoate, vinyl pivalate and vinyl 2-ethylhexanoate to demonstrate the broad

applicability of the vinyl ester-based cellulose modification in [EMIM]OAc.

As part of a cooperation with Linda Gobel from the Institut fiir Kunststofftechnik, the
thermoplastic and rheological properties of cellulose esters were investigated, which

in principle confirmed their processability.

An upscaling of the reaction with subsequent recycling of the ionic liquid was conduct-
ed. That upscaling was performed in 2.5 kg [EMIM]OAc and 233.25 g cellulose laurate
with a DS of 2.3 were synthesized. The ionic liquid was recycled with an average effi-
ciency of 91 % and reused in the next batch. In total, three synthesis-recycling cycles
were performed. After the first and the second reactor run the DS (2.3) remain on a
high level, however after the third and fourth reactor run the substitution decreased to

DS-values of 1.8 and 1.4.

As a side effect, the speed of cellulose solubilization increased successive with pro-
ceeding recycling steps. It could be shown that the molecular basis of that effect is a
transformation of 1-ethyl-3-methylimidazolium (EMIM) to 1-ethyl-2-(hydroxyethyl)-3-
methylimidazolium (EHEMIM) by the addition of an EMIM-carbene species to the by-
products acetaldehyde. The formation of EHEMIM cations was analyzed and identified
by NMR. The existence of water in the [EMIM]-[EHEMIM]OAc mixtures is crucial for
superior cellulose dissolution. A major increased cellulose capability was obtained at
50 cation-% EHEMIM, 50 cation-% EMIM and 8.5 % w/w water. Using these conditions
the [EHEMIM]-[EMIM]OAc-water system is able to solubilize 14 % w/w cellulose within

3 hours at 80°C. In contrast to the improved system, the conventional pure [EMIM]OAc
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and [EMIM]OAc with 10 % w/w water (optimized water content) solubilize less than

1% w/w and 2 % w/w cellulose applying the same conditions.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Cellulose ist der Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwand und daher die haufigste
organische Verbindung auf unserem Planeten. Dieses nachwachsende Biopolymer wird
heutzutage hauptsachlich flr die Produktion von Papier und Zellstoff verwendet oder
verbrannt und somit als billiger Energietrdager genutzt. Viele alternative Anwendungs-
gebiete sind aufgrund von unzureichenden Materialeigenschaften schwierig zu reali-
sieren. Insbesondere thermoplastische Anwendungen sind nicht durchfiihrbar, da Cel-
lulose keinen Schmelzpunkt besitzt. Auch die chemische Modifikation der Cellulose —
mit dem Ziel, andere Materialeigenschaften zu generieren — ist schwierig, da Cellulose
nicht in Wasser oder in Ublichen organischen Losungsmitteln gel6st werden kann. Bis
dato wurden daher industriell heterogene Synthesen entwickelt, um Cellulose im nicht
gelosten Zustand zu modifizieren. Hierbei sind allerdings aufwendige mechanische und
chemische Vorbehandlungen notwendig, um eine effiziente Verarbeitung bzw. Modifi-
zierung der Cellulose zu gewahrleisten. Zusatzlich sind heterogene Synthesen zur Pro-
duktion von Celluloseestern, aufgrund der starken sterischen Hinderung der nicht ge-
I6sten Cellulose, auf kurzkettige Acyldonoren (C>-Cs) beschrankt. Somit ist es mit hete-
rogenen Prozessen nicht moéglich, das komplette Spektrum an potenziellen Cellulosee-
stern zu erzeugen. Es gibt allerdings ein steigendes Interesse an neuartigen Cellulosee-
stern, da beispielsweise Celluloseacetat nur eine schlechte thermoplastische Prozes-

sierbarkeit aufweist.

Die Herstellung von neuartigen Celluloseestern kann in homogenen Synthesen besser
realisiert werden, in denen Cellulose vollstandig geldst vorliegt. Als Reaktionsmedium
konnen unter anderem spezielle ionische Fliissigkeiten genutzt werden, welche in der
Lage sind, Cellulose zu l6sen. In diesem Kontext wurden verschiedene Synthesen ent-
wickelt, welche reaktive Acyldonoren verwenden. Der Einsatz von derartigen Acyldo-
noren, wie beispielsweise Carbonsaurechloriden ist allerdings problematisch, da diese
sowohl das Cellulosegrundgerist, als auch die ionische Flissigkeit zersetzen kénnen.

Daher erscheint eine homogene enzymatische Synthese von Celluloseestern als inte-
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ressante Alternative, da durch die Verwendung von enzymatischen Katalysatoren we-

niger reaktive Acyldonoren, wie beispielsweise Ester, genutzt werden kénnen.

Angesichts der Herausforderung, unter moderaten Bedingungen zu katalysieren, lag
ein Fokus der hier vorgelegten Arbeit in der Entwicklung einer enzymatischen Synthese
von Celluloseestern mit langen Seitenketten. Da die Analytik von niedrig substituierten
Celluloseestern schwierig ist, wurden zunachst leichter zu analysierende Modellreakti-
onen untersucht. Einfache Veresterungs- und Umesterungsreaktionen kénnen in Cellu-
lose-lésenden ionischen Flissigkeiten erfolgreich enzymatisch katalysiert werden. Die
enzymatische Synthese von Glucoseestern war jedoch nur in ionischen Flissigkeiten
erfolgreich, welche Cellulose nicht I6sen. Als moglicher Grund hierfir wird eine man-
gelnde Interaktion zwischen Enzym und Glucose in diesen polaren ionischen Fllssigkei-
ten postuliert. Um die Interaktion zwischen Enzym und Glucose zu steigern, wurde die
Glucosekonzentration erhdht, was allerdings zu keiner erfolgreichen Synthese von Glu-
coselaurat flihrte, da die grolRe Viskositat von hoch konzentrierten Zuckerlosungen den
Massentransfer und damit die Reaktion zusatzlich inhibiert. Eine Steigerung der Inter-
aktionswahrscheinlichkeit zwischen Enzym und Glucose durch die Erhéhung der Glu-
cosekonzentration ist allerdings in dem ebenfalls polaren Lésungsmittel Dimethylsul-
foxid (DMSO) erfolgreich und erzeugt ab einer Glucosekonzentration von 60 % w/v

signifikante Mengen an Glucoselaurat.

Um sich in einem nachsten Schritt an den polymeren Charakter der Cellulose weiter
anzunadhern, wurde die enzymatische Veresterung des Dimers der Cellulose, d.h. der
Cellobiose, als weitere Modellreaktion untersucht. Hierbei katalysiert das Enzym
Candida antarctica Lipase B (CAL-B) die Synthese von nur sehr geringen Mengen an
Cellobioseestern, wobei andere, ebenfalls aus Glucose aufgebaute Disaccharide wie
Maltose und Trehalose, deutlich besser umgesetzt werden. Neunzehn verschiedene
Enzympraparationen wurden auf die Fahigkeit untersucht, Cellobioselaurat zu synthe-
tisieren. Den hochsten Umsatz katalysiert die Schweineleberesterase (PLE), jedoch

zeigte dieses Enzym keine Aktivitat gegentiber Cellulose als Ausgangssubstrat.

Neben der enzymatischen Katalyse wurde eine chemische Synthese, basierend auf

Vinylestern, entwickelt. Diese Vinylester-basierte Synthese ermdoglicht erstmals die
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Acylierung von Cellulose mit Vinylestern in der biologisch abbaubaren ionischen Flis-
sigkeit 1-Ethyl-3-methylimidazoliumacetat ([EMIM]OAc). Die Reaktion lduft in Abwe-
senheit von zusatzlichen Katalysatoren ab und erlaubt die Synthese von Glucoseestern
und Celluloseestern mit unterschiedlich langen Seitenketten. Es war maglich, Cellulo-
seester mit Substitutionsgraden von 0,24 bis 3,00 zu erzeugen. Um die Reaktion zu
charakterisieren, wurden verschiedene Reaktionsparameter wie Reaktionszeit, Tempe-
ratur und die Menge an Acyldonor systematisch variiert und mittels *H-NMR, FT-IR und
HPLC-GPC analysiert. Der hochste Veresterungsgrad ergibt sich bei einer Synthesetem-
peratur von 80°C und einer Reaktionszeit von zwei Stunden. Um die Synthese mit an-
deren Reaktionen aus der Literatur zu vergleichen, wurde eine Fettsaurechlorid-
basierte Synthese von Barthel und Heinze in der ionischen Flussigkeit 1-Butyl-3-
methylimidazoliumchlorid ([BMIMICI) reproduziert. Beide Reaktionen zeigen ver-
gleichbare Substitutionsgrade (DS), jedoch ist der Polymerisationsgrad (DP) von Cellu-
loselaurat nach der Fettsdurechlorid-basierten Synthese erheblich reduziert, wahrend
die Vinylester-basierte Synthese deutlich schonender ist und die Produktion von signi-

fikant groBeren Celluloseestern erlaubt.

Bei der Vinylester-basierten Synthese in [EMIM]OAc wurde eine zusatzliche Acetylie-
rung der Cellulose als unerwiinschte Nebenreaktion identifiziert. Der Acetylierungs-
grad steigt mit abnehmender Polaritat und steigender sterischer Hinderung der einge-
setzten Vinylester. Allgemein ist der Acetylierungsgrad nach der Vinylester-basierten
Synthese in [EMIM]OACc allerdings deutlich niedriger als bei bereits beschriebenen Syn-
thesen in [EMIM]OAc, welche Anhydride oder Fettsdaurechloride als Acyldonoren nut-

zen.

Das Produktspektrum der Vinylester-basierten Synthese konnte durch Verwendung
zusatzlicher Acyldonoren wie Benzoesaurevinylester, Pivalinsdurevinylester, Neode-
cansaurevinylester und 2-Ethylhexansdurevinylester erfolgreich erweitert werden. Des
Weiteren wurden die thermoplastischen und rheologischen Eigenschaften der Cellulo-
seester im Rahmen einer Kooperation mit Linda Gobel vom Institut fiir Kunststofftech-
nik untersucht, wobei die thermoplastische Verarbeitbarkeit prinzipiell bestatigt wer-

den konnte.
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Es wurde aulBerdem ein Upscaling der Synthese mit anschlieBendem Recycling der io-
nischen Flussigkeit durchgefiihrt. Das Upscaling wurde in einem Laborreaktor mit
2,5 kg ionischer Flissigkeit durchgefiihrt, wobei 233,25 g Celluloselaurat mit einem
Substitutionsgrad von 2,3 synthetisiert werden konnte. Die ionische Fllssigkeit wurde
mit einer durchschnittlichen Effizienz von 91 % w/w recycelt und konnte in einer nach-
folgenden Synthese als Losungsmittel eingesetzt werden. Insgesamt wurden drei Syn-
these-Recyclingzyklen durchgefiihrt, wobei der Substitutionsgrad nach den ersten zwei
Synthesen bei 2,3 lag, bei der dritten bzw. vierten Synthese allerdings auf 1,8 bzw. 1,4

sank.

Parallel zur Verringerung des Substitutionsgrades verkirzte sich die Lésezeit von Cellu-
lose in der ionischen Flussigkeit mit jedem weiteren Recyclingzyklus signifikant. Als
Grund fiir die verbesserte Loslichkeit wurde die Bildung von 1-Ethyl-2-hydroxyethyl-3-
methylimidazolium (EHEMIM) identifiziert, das durch die Reaktion einer Carben-
Spezies des 1-Ethyl-3-methylimidazoliums (EMIM) mit Acetaldehyd — welches als Ne-
benprodukt bei der Vinylester-basierten Synthese auftritt — entsteht. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass das Vorhandensein von Wasser fiir das verbesserte Losungsver-
mogen des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Systems essentiell ist. Die besten Losungseigen-
schaften wurden bei einem Kationenanteil von 50 mol-% EHEMIM bzw. 50 mol-%
EMIM und einem Wassergehalt von 8,5 % w/w beobachtet. Dieses optimierte [EHE-
MIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System ermoglicht das Losen von 14 % w/w Cellulose bei
80°C innerhalb von 3 Stunden. Im Gegensatz dazu |6st die urspriingliche ionische Flis-
sigkeit [EMIM]OACc bzw. [EMIM]OAc mit einem optimalen Wassergehalt von 10 % w/w

unter den gleichen Bedingungen lediglich 1 % w/w bzw. 2 % w/w Cellulose.
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1  Einleitung

1.1 Cellulose

Struktur, Vorkommen und Anwendungen

Cellulose ist der Hauptbestandteil von pflanzlichen Zellwanden und ist daher das hau-
figste Biopolymer und die hiufigste organische Verbindung in der Natur.! Jdhrlich wer-
den etwa 1,8 Billionen Tonnen Biomasse photosynthetisch gebildet, wovon ca. 40 % in
den Cellulose-Pool flieRen.? Hauptsichlich wird Cellulose fir die Produktion von Papier
oder Zellstoff eingesetzt oder verbrannt, um Warme zu erzeugen. Eine andere Strate-
gie, welche sich die Materialeigenschaften der Cellulose zunutze macht, ist beispiels-
weise die Produktion von Celluloseacetat. Im Jahr 2008 wurden weltweit mehr als
800.000 Tonnen Celluloseacetat produziert, wobei der Grof3teil fiir die Produktion von
Zigarettenfiltern verwendet wird. Zusatzlich wird es auch fir die Produktion von Plas-

tikfilmen, Fotofilmen und Textilien genutzt.?

Derartige thermoplastische Materialien, basierend auf Cellulose, kdnnen dazu beitra-
gen, die Abhangigkeit unserer Gesellschaft von fossilen Energietragern zu reduzieren,

wenn dadurch Erd6l-basierte Produkte ersetzt werden.

Cellulose ist ein teilkristallines Polymer und besteht aus vielen Anhydroglucoseeinhei-
ten (AGU), welche B-(1->4)glycosidisch verbunden sind und dadurch lineare Ketten aus
bis zu 10.000 AGUs ausbilden (Schema 1).! Jede AGU besitzt drei freie Hydroxygrup-
pen. Bei den Hydroxygruppen an Position 2 und 3 handelt es sich um sekundare Alko-
hole, wahrend es sich bei der Hydroxygruppe an Position 6 um einen primaren Alkohol
handelt. Diese Hydroxygruppen kénnen sowohl innerhalb desselben Cellulosestrangs,
als auch mit anderen Cellulosestrangen Wasserstoffbriicken ausbilden und erzeugen

dadurch ein komplexes Wasserstoffbriickennetzwerk. Alle Hydroxygruppen innerhalb
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des Cellulosepolymers besitzen eine dquatoriale Orientierung.* Auch wenn sich Sub-
stitutions- und Polymerisationsgrade haufig auf die AGUs der Cellulose beziehen, ist
die eigentliche Wiederholungseinheit der Cellulose die Cellobiose (Schema 1). Die Cel-
lobiose und die Cellulose besitzen sowohl eine nicht-reduzierende Endgruppe, als auch

eine reduzierende Endgruppe.

Ein Ansatz um Cellulose zu nutzen, ist der enzymatische oder mikrobielle Abbau, wel-
cher das Ziel verfolgt, Biotreibstoffe wie Ethanol oder Butanol zu produzieren.> Im Ge-
gensatz zu diesen Anwendungen ist die Verwendung von Cellulose fiir die Produktion
von verschiedenen Polymer-Materialien eine interessante Alternative.® Cellulose be-
sitzt allerdings keinen Schmelzpunkt und ist unl6slich in gangigen organischen L6-
sungsmitteln, was ihre Verarbeitung und Verwendung als nachwachsender Rohstoff
erschwert. Mit dem Ziel, diese Limitationen zu umgehen, wird Cellulose haufig che-
misch modifiziert, um auf diese Weise andere Eigenschaften zu generieren. Daher
wurde die Produktion von besser verarbeitbaren Cellulosederivaten wie Cellulose-

acetat (55), Celluloseacetatpropionat und Celluloseacetatbutyrat bereits im industriel-

AGU
n = DP-Wert
A
_ r N
OH OH
OH
o) OH
HO o H
HO HO HO
o)
OH OH
OH ©
- - n-2
N J \ / N J
Y v Y
nicht reduzierende Endgruppe reduzierende Endgruppe

Cellobiose Wiederholungseinheit

Schema 1: Molekularer Aufbau der Cellulose.

Cellulose (1) ist aus vielen B-glycosidisch verbundenen Anhydroglucoseeinheiten (AGU) aufgebaut. Die
Anzahl der AGUs in einem Polymerstrang definiert den Polymerisationsgrad einer Cellulosekette. Jede
Anhydroglucoseeinheit besitzt an Position 2, 3 und 6 jeweils freie Hydroxygruppen. Die Wiederholungs-
einheit der Cellulose ist die Cellobiose, welche aus zwei B-glycosidisch verbundenen Glucoseeinheiten
aufgebaut ist. Jeder Cellulosestrang besitzt sowohl eine nicht reduzierende Endgruppe, als auch eine
reduzierende Endgruppe.
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len MafRstab realisiert. Diese Celluloseester (12) sind in vielen organischen Losungsmit-
teln I8slich, was die Erzeugung von Polymerfilmen durch ,Solventcasting” erméglicht.”
Hierbei werden die Celluloseester geldost und in Formen gegossen, wobei nach dem
Abdampfen des Losungsmittels ein Polymerfilm zurlickbleibt. Allerdings zeigen derarti-
ge kurzkettige Celluloseester nur eine begrenzte thermoplastische Verarbeitbarkeit,
sodass ein praktischer Folienblasprozess, aufgrund der groRen Sprodigkeit der Cellulo-
seester, bisher nicht realisiert werden konnte.? Die Modifikation von Cellulose mit an-
deren Seitenketten, zum Beispiel langere oder verzweigte Seitenketten, kénnte dabei
helfen, Cellulosederivate mit anderen Eigenschaften, wie beispielsweise einer verbes-
serten thermoplastischen Verarbeitbarkeit, zu erzeugen und somit die Anwendungs-

gebiete von Cellulosederivaten zu vergréRern.

Bei der Suche nach neuartigen Celluloseestern mit verbessertem Eigenschaftsprofil ist
die chemische Charakterisierung der zu untersuchenden Cellulosederivate bedeutend.
Um Cellulose bzw. Cellulosederivate zu charakterisieren, sind zwei Parameter von gro-
Rer Bedeutung. Zum einen der bereits beschriebene Polymerisationsgrad (DP), welcher
die Anzahl an AGUs innerhalb einer Cellulosekette beschreibt. Celluloseproben weisen
eine hohe Polydispersitat auf, bestehen also aus Polymerstrangen mit sehr unter-
schiedlichen Kettenlangen. Die Messung des Polymerisationsgrades kann Gber unter-
schiedliche Methoden, wie beispielsweise Viskosimetrie oder Gelpermeationschroma-
tographie erfolgen und liefert eine Molmassenverteilung. Je nachdem welche Mess-
methode, bzw. Berechnungsmodel angewendet wird, unterscheiden sich die erhalten-
den Werte. Beispielsweise wird bei der Bestimmung des Zahlenmittels (M,) der relati-
ve Zahlenanteil des Polymers gewichtet, wahrend bei dem Massenmittel (M) der rela-
tive Massenanteil gewichtet wird. Basierend auf diesen Molmassenverteilungen kann
der entsprechende Polymerisationsgrad (DP), unter Berlicksichtigung des Molekular-

gewichtes der AGU, im Falle von Cellulosederivaten, berechnet werden.

Ein anderer wichtiger Parameter zur Charakterisierung von Cellulosederivaten ist der
Substitutionsgrad (DS). Der DS definiert, wie viele der Hydroxygruppen einer AGU
durchschnittlich modifiziert vorliegen und kann, in Anlehnung an die drei Hydroxyg-

ruppen der AGU, Werte zwischen 0 und 3 annehmen. Zur Bestimmung des Substituti-
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onsgrades gibt es verschiedene Methoden, basierend auf NMR, FT-IR oder Derivatisie-

rungs-Strategien.

Wie bereits beschrieben, ist das Losen von Cellulose in gdngigen organischen L6-
sungsmitteln oder Wasser nicht moéglich, was die Verarbeitbarkeit von Cellulose stark
einschrankt. Jedoch kann Cellulose in speziellen Losungssystemen gelost werden, wel-

che nachfolgend vorgestellt werden.

1.1.1 Cellulose-Lésungsmittel

Cellulose ist nicht 18slich in Wasser und in gangigen organischen Losungsmitteln.® Der
Grund fir diese vorliegende Unldslichkeit wird in der Literatur kontrovers diskutiert.1°
Das haufig angefiihrte Argument, dass der lineare Charakter der Cellulose den Alko-
holgruppen ermdglicht, starke Wasserstoffbriicken auszubilden, die der Loslichkeit
entgegenstehen, wird von anderen Autoren heutzutage hinterfragt.#! So wird nach
Bjorn Lindman und Kollegen der Einfluss der polaren Wechselwirkungen der Cellulose,
in Bezug auf die Loslichkeit, liberschatzt und sie betonen den amphiphilen Charakter
der Cellulose, der sich aus polaren, sowie aus unpolaren Wechselwirkungen ergibt.*
Auch wenn es zunadchst nicht intuitiv erscheint, der Cellulose mit ihren vielen Hydro-
xygruppen einen unpolaren Charakter zuzusprechen, zeigen jedoch sowohl kristallo-
graphische Untersuchungen, als auch Computermodelle, einen partiell unpolaren Cha-
rakter der Cellulose.l® Lindman fiihrt eine Reihe von anderen Griinden an, welche die

Loslichkeit von Cellulose beeinflussen:

1) Die Entropie ist die Triebkraft der Loslichkeit, was sich aus folgender Gleichung
ableiten lasst: AG = AH — TAS. Da die Gibbs-Energie (AG) negativ sein muss,
damit der Losungsvorgang erfolgt und die Enthalpie (AH) Ublicherweise positiv
ist, ergibt sich die Entropie (AS) als die eigentliche Triebkraft des Losungspro-
zesses. Flir das Losen von groflen Polymeren ist die Entropie geringer als fir
kleinere Molekiile, da die Anzahl an gelosten Molekiilen niedriger ist. Daher ist

das Lésen von Polymeren schwieriger als das Lésen von kleineren Molekilen.*

2) Fir Polymere, bei denen sich nach dem Lésungsvorgang die Anzahl der Kon-

formationsmoglichkeiten (Freiheitsgrade) erhoht, ist der Losungsvorgang ge-
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geniber starren Polymeren ebenfalls bevorzugt. Cellulose besitzt allerdings
aufgrund der B-glycosidischen Bindung zwischen den AGUs eine vollstandige
dquatoriale Konfirmation. Diese dquatoriale Konformation stabilisiert die Ses-
selkonformation der AGUs, was die Flexibilitat des Polymers reduziert. Daher
besitzt die Cellulose weniger Konformationsmaoglichkeiten als die a-glycosidisch
verbundene Amylose, welche eine nicht vollstandige dquatoriale Konformation

besitzt. Dies erschwert das Lésen von Cellulose im Vergleich zu Amylose.*

3) Der von Lindman und anderen betonte unpolare bzw. amphiphile Charakter der
Cellulose wiirde aufgrund des hydrophoben Effektes dazu fiihren, dass sich die
unpolaren Regionen der Cellulose zusammenlagern, was zumindest in Wasser

der Ldslichkeit entgegenstehen wirde.*

Lindmans Theorie wurde in der Literatur in den letzten Jahren haufig kontrovers disku-
tiert. Einige Autoren kritisieren in diesem Kontext, dass Lindman den Einfluss der Was-
serstoffbriickenbindungen in seiner Theorie unterschitzt.!° Es scheint allerdings ein
Konsens zu bestehen, dass unpolare Wechselwirkungen im Cellulosepolymer von gro-
Rer Bedeutung sind und dass der Losungsprozess von Cellulose in Wasser und anderen
Lésungsmitteln von vielen Faktoren beeinflusst wird.’? Als Konsequenz aus dem am-
phiphilen Charakter der Cellulose schlieffen Lindman und Kollegen darauf, dass Cellulo-
se-Losemittel ebenfalls einen amphiphilen Charakter besitzen missen (Schema 2). Als

Beispiele nennen sie N-Methylmorpholin-N-oxid (2) und ionische Flussigkeiten (5),

2 3 4 5
®
1O H Litcr 5SS

!

:
(o] \N+
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Schema 2: Struktur verschiedener Cellulose-Losungsmitteln.

Die Abbildung zeigt das NMMO-Systems (2), das LiCl/DMAc-Systems (3) das DMSO/TBAF-System und
beispielhaft als Vertreter der ionischen Flussigkeiten [BMIMI]CI (5). Es sind jeweils die einzelnen Kompo-
nenten der jeweiligen Losungsmittelsystems angegeben, die Abbildung gibt keine Angabe liber die sto-
chiometrischen Verhéltnisse der Komponenten.
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welche eindeutig einen amphiphilen Charakter besitzen und sehr gute Cellulose-
Lésungsmittel sind.* Es gibt allerdings noch weitere Beispiele, wie das Dimethylaceta-
mid  (DMACc)/Lithiumchlorid  (LiCl)-System (3) und das Dimethylsulfoxid
(DMSO)/Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF)-System (4), welche ebenfalls einen am-
phiphilen Charakter besitzen (Schema 2).° Es ist anzumerken, dass es noch weitere
Arten von Cellulose-L6sungsmitteln gibt. So unterteilt Liebert Cellulose-Losungsmittel
in ,,wassrige (protische) Systeme”, in , derivatisierende, intermediat-bildende Systeme*“

und in ,,nicht wéassrige, nicht derivatisierende Systeme*.?

Im Hinblick auf eine Veresterung von Cellulose sind nicht alle dieser Losungsmittelklas-
sen geeignet. Derivatisierende Systeme generieren zu viele Nebenreaktionen fir eine
gezielte Veresterung und wassrige Systeme bevorzugen die Hydrolyse von Estern, was
einer Veresterung von Cellulose entgegensteht. Im Fokus der hier vorliegenden Arbeit
steht allerdings eine gezielte chemische Synthese von Celluloseestern, wofiir nicht
wassrige, nicht-derivatisierende Systeme als am besten geeignet erscheinen. Daher
wird sich die folgende Ubersicht auf nicht wéssrige, nicht-derivatisierende Systeme

beschranken:

Das N-Methylmorpholin-N-oxid (NMMO)-System wird bereits im industriellen Mal3stab
von der Firma Lenzing angewendet, um Cellulosefasern fiir die Textilherstellung zu
produzieren.? Das NMMO-System besteht aus N-Methylmorpholin-N-oxid und Was-
ser. Dieser Prozess ist besonders umweltfreundlich, da NMMO fast vollstandig recycelt
werden kann.'?® Die Synthese von Celluloseestern gilt allerdings als schwierig, da das
NMMO-System sehr reaktiv ist und eine grolRe Anzahl von Nebenreaktionen ablaufen
kénnen.'*? Im Gegensatz dazu gilt das Ldsungssystem N,N-Dimethylacetamid/LiCl
(DMac/LiCl) als chemisch inert, was die Cellulosemodifikation mit sehr reaktiven Fett-
saurechloriden und Anhydriden ermdglicht.®> Das Recycling von DMAc/LICl ist aller-
dings problematisch, was die Anwendung bisher auf LabormaRstab limitiert.® Zusatz-
lich ist die Anwendung von Dimethylacetamid aufgrund seiner gesundheitsschadigen-
den Eigenschaften im industriellen MaRstab unginstig. Kiirzlich wurde von Kostag und
Kollegen ein neues Losungsmittel, basierend auf Aceton und Triethyloctylammonium-
chlorid beschrieben. Dieses System kann 2,4 % w/w Cellulose 16sen und zeigt die ge-
ringsten Viskositdten im Vergleich mit anderen (blichen Cellulose-Lésungsmitteln.'® Es
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ist allerdings schwierig abzuschatzen, wie teuer die Produktion ist, und ob sich die
grofitechnische Produktion von Triethyloctylammoniumchlorid rechnet. Eine andere
bedeutende Klasse von Cellulose-Losungsmitteln sind ionische Flissigkeiten, die im

kommenden Abschnitt vorgestellt werden.

1.1.2 lonische Fliissigkeiten

In den letzten Jahren stehen immer haufiger ionische Flissigkeiten im Fokus der Wis-
senschaft und der chemischen Industrie. So gibt es interessante Anwendungsmaglich-
keiten von ionischen Fliissigkeiten in der Elektrochemie und der Synthesechemie.'’
Beispielsweise entwickelte BASF den BASIL-Prozess zu Produktion von Alkoxyphenylp-
hosphinen, wobei die ionische Flussigkeit 1-methylimidazoliumchlorid eingesetzt
wird.*® Doch auch in der Biokatalyse werden ionische Flissigkeiten eingesetzt, da eini-
ge Enzyme in bestimmten ionischen Flissigkeiten ihre Aktivitat nicht verlieren und
hohe Umsatzraten vorweisen.!® In den Fokus der Cellulosechemie traten die ionischen
FlUssigkeiten als Swatloski und Kollegen im Jahre 2002 entdeckten, dass bestimmte

ionische Flissigkeiten Cellulose I6sen kdnnen 2021

lonische Flissigkeiten bestehen Ublicherweise aus unsymmetrischen, organischen Ka-
tionen und verschiedenen Anionen und zeichnen sich durch einen Schmelzpunkt un-
terhalb von 100°C aus. Ubliche Kationen bestehen aus Ammonium-, Phosphonium-,
Pyridinium (6)- und Imidazolium (7)-Geriisten. In den Pyridinium- und Imidazolium-
Kationen ist die positive Ladung in einem n-Elektronensystem delokalisiert (Schema 3).

Delokalisierte Ladungen begrenzen, ebenso wie ein unsymmetrischer Charakter der

6 7
R1 O +R2 /':\
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Chlorid Acetat Tetrafluoroborat Hexafluorophosphat

Schema 3: Typische Kationen und Anionen von ionischen Fliissigkeiten.
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Kationen, die Ausbildung eines definierten Kristallgitters, was die niedrigen Schmelz-
punkte der ionischen Flussigkeiten begiinstigt. Fir das Losen von Cellulose haben sich
insbesondere Pyridinium- und Imidazolium -Kationen als vielversprechend erwiesen.
Bei den Anionen gelten Formate, Chloride (8) und Acetate (9) als vorteilhaft fiir das

Lésen von Cellulose.!

Das sogenannte Kamlet-Taft-Parameter-System wird haufig angewendet, um die L6-
sungseigenschaften von ionischen Flussigkeiten vorherzusagen. Hierbei definiert der a-
Parameter die Fahigkeit eines Losungsmittels, als Wasserstoffbriickendonor zu agie-
ren, wahrend der B-Parameter die Fahigkeit eines Losungsmittels, als Wasserstoffbri-
ckenakzeptor zu fungieren, bestimmt. Der so genannte m*-Parameter ist ein MalR fir
die Dipolaritat bzw. die Polarisierbarkeit des Losungsmittels. Insbesondere grolRe -
Parameter-Werte korrelieren mit der Fahigkeit eines Losungsmittels, Cellulose zu 16-
sen.?? Die Kamlet-Taft-Parameter kénnen durch die Verwendung von Farbstoffen und
der Analyse der jeweiligen UV-Vis-Spektren bestimmt werden. Fir nicht funktionali-
sierte Imidazolium-basierte ionische Flissigkeiten wird angenommen, dass hauptsach-
lich die Anionen die Wasserstoffbriickenbasizitit definieren.?? In diesem Zusammen-
hang stellen Tabellen der Wasserstoffbriickenbasizitdt von Anionen einen guten An-
haltspunkt fiir die Abschatzung der Losungseigenschaften von ionischen Fliissigkeiten
gegeniber Cellulose dar. Derartige Tabellen sind seit kurzem, basierend auf quanten-
chemischen Berechnungsmodellen, verfiigbar.?®> Diese Tabellen zeigen, dass insbeson-
dere Carboxylat-Anionen (z.B. Acetat), Phosphat-Anionen und Chlorid-Anionen eine
besonders starke Wasserstoffbriickenbasizitat zeigen und daher als Losungsmittel von
Cellulose ein grolRes Potenzial besitzen. Es ist jedoch zu beachten, dass im Falle von
funktionalisierten Imidazoliumkationen die Wasserstoffbriickenbasizitat auch von den
Kationen bestimmt wird und damit die Cellulosel&slichkeit beeinflusst werden kann. So
kénnen beispielsweise Hydroxygruppen am Imidazoliumkation die Loslichkeit von Cel-
lulose positiv beeinflussen, wie am Beispiel von 1-Ethyl-2-hydroxyethyl-3-

methylimidazoliumchlorid ([EHEMIMI]CI) bereits gezeigt wurde.?*

Obwohl einige ionische Flissigkeiten wie [BMIMI]CI (5) und [EMIM]OAc (24) gute L6-
sungsmittel flr Cellulose sind, ist der Losungsprozess sehr langwierig. Wahrend sich
gering konzentrierte Losungen innerhalb von Minuten I6sen, sind hoch konzentrierte
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Losungen (blicherweise nur durch lange Losezeiten von 12 bis mehr als 48 Stunden bei
Temperaturen zwischen 70°C und 150°C realisierbar (Tabelle 1).2>2% Diese langwierige
Exposition bei hohen Temperaturen ist allerdings problematisch, da sich ionische Flis-
sigkeiten dabei partiell zersetzen kénnen. Studien zeigen zwar relativ hohe Zerset-
zungstemperaturen von 300 - 400°C, jedoch ist die Degradation bei langfristiger Expo-
sition auch schon bei deutlich niedrigeren Temperaturen méglich.?! Um langwierige
Losezeiten zu umgehen, wurde der Einsatz von Ultraschall oder Mikrowellenstrahlung
vorgeschlagen. Obgleich diese Strategien die Losezeit signifikant reduzieren kdnnen,
bendtigen sie einen groReren apparativen Aufwand.3%2° Des Weiteren ist es nicht aus-
geschlossen, dass der verwendete Ultraschall bzw. die Mikrowellenstrahlung die Zer-
setzung der ionischen Flissigkeiten ebenfalls begiinstigen. Diese Zersetzung ist, neben
den hohen Kosten fiir ionische Flissigkeiten und deren teilweise hohe Viskositat, die
grofite Limitierung bei einer potenziellen Anwendung im grofRtechnischen MafRstab.
Demgegeniiber steht allerdings das enorme Potenzial der ionischen Flissigkeiten, L6-
sungsumgebungen bereitzustellen, die mit iblichen Losungsmitteln nicht realisierbar
sind.! Um eine industrielle Anwendung zu ermdglichen, ist insbesondere das Recycling
der ionischen Flissigkeiten von enormer Bedeutung, um die Kosten fir das Losungs-
mittel zu minimieren. In diesem Kontext ist es auch von Bedeutung, den Lésungspro-
zess von Cellulose in ionischen Fliissigkeiten zu beschleunigen und damit die Zerset-
zung von ionischen Flissigkeiten zu begrenzen und das Recycling der ionischen Flssig-

keit zu erleichtern.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die Léslichkeit von Cellulose in ionischen Fliissigkeiten.

lonische . Menge .
. 1 Cellulose | Vorbehandlung | Temp. Zeit 0 g Literatur
Flussigkeit [% w/w]
icell- i i n.d.
[EMIM]OAC Alicell 12 h.|m Gemisch 110°C 18 28
Super? mit Wasser
[BMIM]OAC | Alicell-Super | 12 NimGemisch | ) q.c n.d. 20 28
mit Wasser
(BMIMICI | Alicell-super | 2N imGemisch |y oo n.d. 14 28
mit Wasser
[EMIM]oAc | AlPha Cellu- ; 90°C 12h 5 27
lose
[EMIM]OAC mccP - 70°C 12 h 10 31
EMIM]OAc i -
( ] Avicel Cellu ] 150°C 20 min 2.47 2
lose
[EMIM]OAc | MCC, SSP¢ - 100°C min. 48 h 15 2%

2 Zellstoff mit 93%-igen a-Celluloseanteil und einem Polymerisationsgrad zwischen 540,5 und 599,
® mikrokristalline Cellulose, ¢ Sulfitzellstoff miteinem Polymerisationsgrad von 1000

1.2 Chemische Modifikation

Celluloseester werden ausgehend von Cellulose und verschiedenen Acyldonoren syn-

thetisiert (Schema 4). Wird eine Fettsdure als Acyldonor eingesetzt, handelt es sich um

eine Veresterung. Bei einer Veresterungsreaktion reagiert eine Carbonsaure mit einem

Alkohol, wobei Wasser und der jeweilige Ester entstehen. Bei der Riickreaktion, der

sogenannten Hydrolyse, wird der Ester unter Einwirken von Wasser wieder in einen

Alkohol und eine Saure gespalten (Schema 6). Wenn ein Ester gebildet werden soll, ist

also eine

OH o
OH
o (o)
HO OHO o ° ——) —Tho
OH [o}
OH
0=<
n
=+

Minimierung der

1

Acyldonor
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12

anzustreben,

um

hohe

Schema 4: Synthese von Celluloseestern (12), ausgehend von Cellulose (1) und Acyldonoren.
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Produktausbeuten zu gewahrleisten. Fir die Synthese kdnnen allerdings auch
Umesterungsreaktionen eingesetzt werden. Bei einer Umesterung wird die
Alkoholkomponente im Ester durch einen anderen Alkohol ersetzt. Wenn
beispielsweise Methylester als Substrat fiir die Veresterung von Cellulose eingesetzt
werden, wird die Saurekomponente des jeweiligen Methylesters mit der
Alkoholgruppe der Cellulose einen Ester bilden, wobei Methanol als Nebenprodukt
ensteht (Schema 5). Hierbei ist also eine Minimierung der Methanolkonzentration in
der Loésung sinvoll, um durch die Verschiebung des chemischen Gleichgewichts die
Produktbildung zu beginstigen. Als Katalysatoren flir Veresterungen bzw.
Umesterungen konnen Sduren oder Enzyme eingesetzt werden. Es konnen auch
andere, reaktivere Acyldonoren wie Anhydride oder Fettsdurechloride fiir die Synthese
von Celluloseestern verwendet werden, welche insbesondere im Fall der
Fettsaurechloride nicht zwingend Katalysatoren bendtigen (Schema 4). Hierbei bilden
sich bei der Verwendung von Anhydriden freie Fettsauren als Nebenprodukt, wahrend

bei den Fettsdurechloriden Chlorwasserstoff entsteht.

Neben der Differenzierung anhand der verwendeten Acyldonoren kann zwischen
homogenen Synthesen, in denen Cellulose geldst vorliegt und heterogenen Synthesen,
in denen Cellulose nicht gel6st vorliegt, unterschieden werden. Im Kontext industrieller
Verfahren, wie dem Essigsdureprozess oder dem Methylenchloridverfahren, wird der
Begriff ,homogen” auch verwendet, um zu verdeutlichen, dass das Zwischenprodukt
Cellulosetriacetat in den verwendeten Reaktionsmischungen geldst vorliegt und die
anschlieRende partielle Verseifung der Cellulose homogen durchgefiihrt wird.?? Im
Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wird der Begriff ,homogen” jedoch verwendet,
um die Loslichkeit des Substrates, d.h. der Cellulose und nicht des Produktes, d.h. des
Celluloseesters, zu beschreiben. Die Prozesse zur industriellen Produktion von Cellulo-
seacetat, wie beispielsweise der Essigsdaureprozess oder das Methylenchloridverfah-
ren, beinhalten aufwendige Vorbehandlungsschritte der Cellulose, verwenden meist
Essigsdureanhydrid als Veresterungsreagenz, Methylenchlorid oder Eisessig als L6-
sungsmittel, Schwefelsdure als Katalysator und sind heterogen. Die Cellulose liegt also
nicht geldst vor.3? Dies erfordert viele zusatzliche Prozessschritte, wie beispielsweise

eine mechanische und chemische Vorbehandlung. Zusatzlich ist die Synthese von Cel-
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luloseacetat mit definiertem Substitutionsgrad nur indirekt moglich, indem Cellulo-
se erst vollstandig acetyliert und anschlieRend partiell verseift wird, um den gewtlinsch-
ten Substitutionsgrad zu erhalten. Eine direkte Synthese von Celluloseacetat mit defi-
niertem Substitutionsgrad ist in heterogenen Systemen nicht moglich, da immer ein
Gemisch aus unterschiedlichen Substitutionsgraden erzeugt wird.3?2 So ware ein Teil
des Produktes vollstdandig acetyliert, wahrend ein anderer Teil der Cellulose nicht ace-

tyliert vorliegen wiirde.

In homogenen Synthesen ist eine direkte Einstellung des Substitutionsgrades allerdings
moglich, da Cellulose gelést vorliegt und daher gleichmiRig modifiziert werden kann.33
Ein weiterer Vorteil von homogenen Systemen liegt in der groReren Anzahl von mogli-
chen chemischen Modifikationen. Heterogene Systeme erlauben meist nur effiziente
Veresterungsreaktionen mit kurzen Seitenketten, welche im Gegensatz zu langeren
Seitenketten eine geringere sterische Hinderung vorweisen. Diese Vorziige der homo-
genen Synthese fiihrten in den letzten Jahren zur Entwicklung von neuen homogenen
Syntheserouten, die eng mit der Entwicklung von neuen Cellulose-Losemitteln einher-

gingen, welche im letzten Abschnitt beschrieben wurden.

Viele homogene Synthesen basieren auf LiCI/DMAc, DMSO/TBAF oder ionischen Flis-
sigkeiten (Tabelle 2). LiCl/DMAc gehorte zu den ersten homogenen Systemen, welche
fir die Veresterung von Cellulose eingesetzt wurden. Die meisten Synthesen von Cellu-
losefettsaureestern in LiCI/DMAc bendtigen lange Reaktionszeiten von ca. 16 Stunden
oder langer.343>%5 Satgé und Kollegen konnten die Reaktionszeiten durch die Verwen-
dung des toxischen Katalysators 4-(Dimethylamino)-pyridin und des Einsatzes von Mik-
rowellenstrahlung auf eine Minute reduzieren.3® Grundsatzlich ist allerdings zu beach-
ten, dass auch ohne zusatzliche Katalysatoren die Synthese von kurzkettigen Cellulo-

seestern deutlich schneller ablauft, als mit langkettigen Acyldonoren (Tabelle 2).1>37
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Tabelle 2: Literaturiibersicht Giber homogene Synthesen.

Losungsmittel Kat. | Acyldonor Eq. Temp. Zeit DS | Literatur
. - Ciat+ o 34
LiCl/DMAc Pyridin TsClb 6,0 50°C 24 h 2,90
DMSO/TBAF - C12-Vinyl 10,0 40°C 70 h 2,60 38
DMSO/TBAF - C12-Vinyl 2,3 40°C 70 h 1,47 38
LiCl/DMAc - Acx© 4,5 60°C 18 h 2,80 %
140°C - | 1min-
: e . 36
LiCl/DMAc DMAP C2-Cl 10,2 165°C 2 Tage 2,60
[BMIM]CI - C12-Cl 3,0 80°C 2h 1,54 3
[BMIM]OACc ® - C2-Vinyl 3,0 40°C 70h 1,80 40
[BMIM]CI - Cis-Cl 5,0 90°C 1lh 2,57 4
DMSO/ d ° 42
(BMIM]CI TBD Methylester 5,0 95°C 24 h 0,69
Co- ° : 43
[EMIM]OACc - 5,3 80°C 15 min 2,33
Isopropenyl
LiCl/DMAc Pyridin Cis-Cl 3,0 60°C 16 h 1,10 5
Li/Cl - C-Cl 5,0 50°C 2h 2.83 37
N222sCI-Aceton - C-Cl 5,0 50°C 2h 2,63 37

2 Hier wurde Stérke anstatt Cellulose verestert, ® p-Toluolsulfonséure, ¢ Essigsdureanhydrid, ¢ 1,5,7-
triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene, € 4-(Dimethylamino)-pyridin, f Triethyloctylammoniumchlorid

Aufgrund von komplizierten Recyclingschritten und des toxischen Charakters von
DMAc werden zunehmend andere Losungsmittel flir die homogene Celluloseestersyn-

these untersucht.

Fir die Veresterung der Cellulose werden Ublicherweise sehr reaktive und korrosive
Carbonsaurechloride (13) oder Anhydride (14) eingesetzt. Reaktionen mit derartig ak-
tivierten Acyldonoren kdnnen exotherm verlaufen, was eine aktive Kiihlung der Reak-
tionsansatze notwendig machen kann. Durch die Verwendung von Anhydriden kann
die Synthese von Celluloseestern mit hohen Substitutionsgraden realisiert werden,
jedoch reagiert ein groRer Teil des Anhydrids zu unerwiinschten Carbonsaure-
Nebenprodukten und vermindert dadurch die Effizienz des Prozesses. AuRerdem sind

insbesondere langkettige Fettsdaureanhydride sehr unpolar, was zu einer niedrigeren
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Loslichkeit und einem reduzierten Massentransfer innerhalb von Ublicherweise pola-

ren Cellulose-Losemitteln fihrt.

Im Falle von Carbonsdurechloriden (13) ist die Verwendung von Saurefdangern erforder-
lich, um eine Akkumulation von hoch reaktivem Chlorwasserstoff zu begrenzen.* Bei-
spielsweise flihrt das Substrat Acetylchlorid in halogenhaltigen ionischen Flissigkeiten
zu einem signifikanten Abbau des Cellulosegrundgeriistes bzw. des Polymerisations-
grades und der ionischen Fliissigkeiten.?®* Um diesen Abbau zu begrenzen stellt die io-
nische Fllssigkeit [EMIM]OAC eine interessante halogenfreie Alternative als effizientes
Cellulose-Losemittel dar. Des Weiteren ist [EMIM]OAc biologisch abbaubar, nicht
flichtig und besitzt im Gegensatz zu halogenhaltigen ionischen Fliissigkeiten einen
niedrigeren Schmelzpunkt und gilt als weniger toxisch im Vergleich zu chlorhaltigen
ionischen Flussigkeiten.3! Allerdings ist [EMIM]OAc nicht vollstandig inert, da wihrend
des Losungsprozesses bis zu 1,7 mol-% aller Hydroxygruppen der Cellulose acetyliert
werden kdénnen.?> Zusatzlich fuhrt die Verwendung von Anhydriden oder chlorierten
Substraten als Acetylierungs-Reagenz zu einer Aktivierung der Acetate der ionischen
Flissigkeit und dadurch zu einer erhéhten Acetylierung der Cellulose.?!,% Dieser Effekt,
welcher Uber die Bildung von gemischten Anhydriden erklart werden kann, begrenzt
die Kontrolle Uber die Substitutionsmuster von Cellulose in der ionischen Fliissigkeit
[EMIM]OAc und verhindert eine industrielle Anwendung.3®> Um diesen Acyldonor-
induzierten Acetylierungs-Effekt in [EMIM]OACc zu begrenzen, ist die Verwendung von
weniger reaktiven Acyldonoren ratsam. Eine vielversprechende Alternative zu Anhyd-
riden und Acylchloriden ist die Umesterung, ausgehend von Methyl-(17) oder Vinyl-
estern (15). Schenzel und Kollegen beschrieben die Veresterung von Cellulose ausge-
hend von Methylestern (17) in einem Gemisch aus [BMIM]CI und DMSO. Diese Reakti-

on wird katalysiert durch 1,5,7-Triazabicyclo[4.4.0]dec-5-ene (TBD), wobei allerdings

13 14 15 16 17
(o] O O o (o} Jk (o}
A Y N N Ao
Carbonséaurechloride Anhydride Vinylester Isopropenylester Methylester

Schema 5: Wichtige Acyldonorgruppen.
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nur Substitutionsgrade von maximal 0,69 erreicht wurden.*? Im Gegensatz zu der Ver-
wendung von Methylestern als Acyldonoren ist die Vinylester-basierte Synthese bevor-
zugt. Der bei der Reaktion entstehende Vinylalkohol (Ethenol) tautomerisiert zu fliich-
tigem Acetaldehyd, wodurch das Reaktionsgleichgewicht in Richtung Produkt verscho-
ben wird. Eine homogene Synthese von Celluloseestern (12), ausgehend von Vinyles-
ter (15), wurde bereits in DMSO/Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF) beschrieben und
fihrte zu Celluloseestern mit hohen Substitutionsgraden. Ein bedeutender Nachteil
dieser Synthese liegt in den langen Reaktionszeiten von mehreren Tagen und einem
hohen Substratiiberschuss, welcher fiir die Synthese von Celluloseestern mit hohen
DS-Werten notwendig ist.3® AuRerdem erschweren vergleichsweise schwierige Recyc-
lingprozesse und die Brennbarkeit des Losungsmittelsystems industrielle Anwendun-
gen.* Als Alternative wurde eine Vinylester-basierte Cellulosemodifikation in einem
heterogenen System aus DMSO und NaOH bzw. KOH als Katalysator vorgestellt. Diese
Syntheseroute bendétigt hohe Substratkonzentrationen und ist auf kurze Seitenketten
von C;-C4 beschrankt, erlaubt allerdings eine schnelle Synthese, die innerhalb von 5
Minuten zu hohen Substitutionsgraden fiihrt.*> Im Gegensatz zu diesem heterogenen
Prozess wurde eine homogene Vinylester-basierte Starkeacetat-Synthese in der basi-
schen ionischen Flussigkeit [BMIM]OAc von Shogren und Biswas beschrieben.*® Es
wurde allerdings bereits friiher gezeigt, dass einige Salze (z.B. Acetate) Umesterungs-
reaktionen, ausgehend von Vinylestern katalysieren.*® Die Anwendung dieses Prinzips,
im Kontext von ionischen Flissigkeiten, wurde allerdings als erstes von Shogren und
Biswas gezeigt und kiirzlich von Kakuchi und Kollegen auf Isopropenylacetat (16) und
Cellulose erweitert.*>*3 Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde das Konzept
der Umesterung in Acetat-basierten ionischen Flissigkeiten anhand von Vi-
nylestern und Cellulose untersucht und eine grol3e Anzahl verschiedener Seitenketten

an Cellulose gebunden.
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1.3 Enzymatische Modifikation von Cellulose

Die enzymatische Celluloseestersynthese lauft nach demselben Reaktionsschema wie
bei der chemischen Synthese ab, wobei Enzyme als Katalysatoren dienen (Schema 4).
Die enzymatische Modifikation bzw. Veresterung von Cellulose birgt vielfaltige Vorteile
gegenuber verschiedenen chemischen Syntheserouten. Grundsatzlich kann die en-
zymatische Umsetzung bei niedrigeren Temperaturen erfolgen, was etwaige Nebenre-
aktionen minimiert und Heizungskosten begrenzt. Ein weiterer Vorteil der enzymati-
schen Katalyse liegt in der Verwendung von weniger reaktiven Acyldonoren, was eben-
falls potenzielle Nebenreaktionen minimiert und die Selektivitdt der Synthese erhéhen
kann. Zusatzlich kann auf toxische Katalysatoren, wie beispielsweise
4-(Dimethylamino)-pyridin (DMAP), welches bei der chemischen Synthese von Cellulo-
seestern eingesetzt wurde, verzichtet werden.*” Ein weiterer Vorteil liegt in der Regio-
selektivitat von Enzymen, die es ermoglichen kdnnte, die drei Alkoholgruppen an Posi-
tion zwei, drei und fiinf der AGU von Cellulose selektiv zu verestern (Schema 1).342 Die
enzymatische Modifikation von Cellulose wird im Folgenden aus unterschiedlichen
Sichtweisen betrachtet. Zum einen wird der Stand der Forschung bei der enzymati-
schen Modifikation von Cellulose aufgezeigt, wobei heterogene und homogene Ansét-
ze separat eingeflihrt werden. Zusatzlich wurde im Rahmen der hier vorliegenden Ar-
beit die Modifikation der Cellulose, basierend auf Modelreaktionen mit dem Monomer
(Glucose) und Dimer (Cellobiose) der Cellulose untersucht. Daher wird ebenfalls der
Stand der Forschung bei der enzymatischen Veresterung von Zuckern betrachtet. Da
bei der homogenen Modifikation von Cellulose die Stabilitdat und Aktivitat von Enzy-
men in organischen Losungsmitteln und ionischen Fllssigkeiten von grofler Bedeutung

ist, wird diesbeziiglich ebenfalls ein Uberblick tiber die Literatur gegeben.

1.3.2 Heterogene enzymatische Modifikation

Bei der heterogenen enzymatischen Modifikation wird Cellulose im nicht gelosten Zu-
stand, d.h. als Feststoff zu modifiziert. Die bisher publizierten Arbeiten konzentrieren
sich hierbei hauptsachlich auf die Veresterung durch Verwendung von Esterasen wie
beispielsweise Lipasen und Cutinasen (Tabelle 3). Die heterogene enzymatische Modi-

fikation beschrankt sich dabei auf die Oberflachenmodifikation von Cellulose, da die in-
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Tabelle 3: Enzymatische Synthesen von Celluloseestern.

Heterogene Prozesse

Enzym Substrat Prozesse Acyldonor DS Literatur
Subtilisin . . . d 49
Carlsberg div. Cellulosen Pyridin Vinylester n.d.
. . [BMIM]CI- . o
Cutinase, PLE Avicel Vorbehandlung Vinylester 0,06
CAL-B, Cutina- Uberkritisches , 51
se, PLE Baumwolle Kohlenstoffdioxid Vinylester 0,12
Cutinase, Cu- Baumwolle, . 5
tinase+CBME Avicel Isooctan Octansaure 0,08-0,1
Cutinase Baumwolle Losungsmittelfrei Triolein n.d. 3
A ill
pergiius Nanocellulose DMSO/PBSP Essigsdureanhydrid 0,18 54
niger Lipase
Homogene Prozesse
Proteinase N Cellulose DMSO-NMMO Vinylacetat 0,3 55
Bacillus subtilis
Aspergillus . 56
. . Cellulose DMSO-PF¢ Vinylacetat 0,33
niger Lipase
Meth Isdure-
Novozyme 435 Cellulose Polyether-ILs ethacrylsaure n.d. 48
methylester
Candida rugosa s [BMIM]CI- . 57
Lipase MCC [BMIM]BFs Vinylester 1,45

2 mikrokristalline Cellulose, ® Phosphatgepufferte Salzlésung, ¢ Paraformaldehyd, ¢ Nicht bestimmt,
€ Kohlenhydratbindedomane

neren Bereiche der Cellulosepartikel fiir Enzyme nur erschwert zuganglich sind. Um die
Zuganglichkeit von Cellulose fiir Enzyme zu erleichtern, werden haufig Lésungsmittel
verwendet, die Cellulose quellen, wodurch die Kristallinitat reduziert wird und somit
die enzymatische Katalyse erleichtert werden kann. Xie und Hsieh beschreiben eine

Veresterung von Cellulose in dem quellenden Losungsmittel Pyridin.

Hierbei katalysierten sie mit dem Enzym Subtilisin Carlsberg die Synthese von Cellulo-
seacrylat, sowie Cellulosepropionat und zeigten die Veresterung anhand eines Ester-
Peaks im FT- IR-Spektrum der jeweiligen Produkte.** Angaben zum Substitutionsgrad
wurden in dieser Arbeit allerdings nicht gemacht, was eine Abschatzung der Effizienz
der Synthese und des Produktspektrums erschwert. Zusatzlich beschreiben sie, dass

diese Lipase stereoselektiv die Position 6, d.h. den primaren Alkohol der Cellulose
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verestert, da sie in einem Kontrollexperiment keinen Ester-Peak nach der enzymati-
schen Umsetzung von 6-O-Tritylcellulose identifizieren konnten.*> Um die Enzymaktivi-
tat gegeniliber ungeldster Cellulose zu erhdhen, entwickelten Gremos und Kollegen
eine Zweistufensynthese, basierend auf einer ionischen Flissigkeit. Hierbei wurde in
einem ersten Schritt Cellulose in der ionischen Flissigkeit [BMIM]CI gel6st und an-
schlieBend durch Zugabe von Wasser ausgefillt (regeneriert), wodurch die Kristallinitat
der Cellulose reduziert und die Zuganglichkeit erleichtert wird. In einem zweiten Schritt
wurde diese sogenannte ,regenerierte” Cellulose als Substrat fir die enzymatische
Umsetzung eingesetzt. Unter Verwendung der Schweineleberesterase (PLE), sowie der
Cutinase aus Fusarium solani konnten bis zu 1,9 % (DS = 0,06) aller Hydroxygruppen
der Cellulose verestert werden.?® In einer anschlieBenden Arbeit gelang es Gremos und
Kollegen, Cellulose in einer einstufigen Synthese in superkritischem Kohlenstoffdioxid
aufzuquellen, dadurch die Zuganglichkeit fir Enzyme zu erhéhen und bis zu 4,1 %
(DS =0,12) der Alkohol-Gruppen der Cellulose enzymatisch mit Laurinsdure zu
verestern.”! In dieser Studie wurde des Weiteren gezeigt, dass sowohl die Cutinase von
Fusarium solani, die Schweineleberesterase (PLE), als auch die Lipase B von Candida
antarctica (CAL-B), Cellulose verestern konnen. Weitere Studien beschreiben die en-
zymatische Veresterung von Cellulose bzw. Baumwolle und betonen das Potenzial die-
ses Prozesses fir die Modifikation von Cellulose und Baumwollfasern fiir die Textilin-
dustrie, da dadurch wasserabweisende Baumwollfasern produziert werden kdnnen.
Matama und Kollegen konnten 3,2 % (DS = 0,1) aller Hydroxygruppen von Baumwolle
und 2,6 % (DS = 0,08) aller Hydroxygruppen von mikrokristalliner Cellulose verestern.>!
Hierbei nutzten sie ein Cutinase-Kohlenhydrat-Bindemodul-Fusionskonstrukt, welches
bei der Umsetzung von mikrokristalliner Cellulose bessere Ergebnisse als die Wildtyp-
Cutinase zeigte.”! In einer darauf aufbauenden Arbeit wurde beschrieben, dass Baum-
wolle auch mit einer Cutinase von Thermobifida fusca mit Olsdure verestert werden
kann. Durch enzymatische Depolymerisierung mittels Cellulasen wurde der Baumwol-
lester in Mono- und Oligomere Uberfiihrt. Eine anschlieRende MALDI-TOF Analyse
identifizierte Glucoseoleat, was als weiterer Beweis fiir die enzymatische Modifikation
von Cellulose gedeutet wird.>® Eine weitere Studie beschreibt die Lipase-katalysierte

Veresterung von Nanofibrillierter Cellulose mit Substitutionsgrad von bis zu 0,18 (6 %
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der Hydroxygruppen), unter Verwendung von Anhydriden als Acyldonoren. Diese ver-
gleichsweise starke enzymatische Modifikation ist vermutlich in der gréRBeren Oberfla-
che von Nanofibrillierter Cellulose begriindet. Bemerkenswerterweise zeigt diese Stu-
die, dass als Nebenreaktion stabile Acyl-Enzym-Zwischenprodukte durch eine Maillard-
Reaktion an die Celluloseoberflache gebunden werden und die Hydrophobizitdt des

Polymers erhdhen.>*

Die bisherigen Arbeiten zur heterogenen enzymatischen Modifikation beschreiben alle
geringe Substitutionsgrade von maximal 0,18, was Ublicherweise auf die niedrige Zu-
ganglichkeit und die hohe Kristallinitdt der Cellulose zurlickgefiihrt wird. Derartige
Oberflachenmodifikationen sind heterogen und eignen sich nur in sehr begrenztem
Male dafir, die Eigenschaften des gesamten Cellulosepolymers zu modifizieren. Daher
erschien die heterogene enzymatische Modifikation im Rahmen dieser Dissertation als
ungeeignet, da eine Veranderung der thermoplastischen Eigenschaften des Gesamtpo-
lymers im Mittelpunkt stand. Dennoch zeigt die heterogene, auf Oberflachen begrenz-
te enzymatische Modifikation im Hinblick auf Veranderungen der Fasereigenschaften
von Baumwollerzeugnissen Potenzial.>> Um die Eigenschaften der gesamten Cellulose
und nicht nur deren Oberflache zu modifizieren, ist eine homogene enzymatische Mo-

difikation, im Gegensatz zu heterogenen Ansatzen, vielversprechend.

1.3.3 Homogene enzymatische Modifikation von Cellulose

Die homogene enzymatische Modifikation von Cellulose oder Cellulosederivaten er-
folgt in Losungsmitteln, welche diese Polymere l6sen. Diese Art der Modifikation er-
moglicht eine deutlich bessere Zuganglichkeit des Polymers fiir Enzyme, im Gegensatz
zur heterogenen Synthese. Eines der grofSten Probleme der heterogenen Synthese
liegt in den potenziell denaturierenden Eigenschaften der verwendeten Losungsmittel,
welche sich hiufig durch hohe Salzkonzentrationen auszeichnen.>*°%¢0 Die meisten
Studien konzentrieren sich auf die enzymatische hydrolytische Spaltung von Cellulose,
mit dem Ziel, den fermentativen Abbau zu beschleunigen und die Nutzung von Lig-
nocellulose zu erleichtern.®1®® Hierbei gab es bereits unterschiedliche Versuche, die
Enzymaktivitdat von Cellulasen in diesen salzhaltigen Losungsmitteln durch gerichtete

Evolution zu steigern. Obwohl es moglich war, die Salztoleranz von Cellulasen zu erhé-
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hen, wurden nur Restaktivitdaten von 30-40 % in 30 %-igen Salzkonzentrationen gemes-
sen.b%64 Bei héheren Salzkonzentrationen zeigten die optimierten Cellulasen jedoch
weiterhin keine Aktivitat. Allerdings bendétigt das Losen von Cellulose lblicherweise
deutlich hohere Salzkonzentration und bereits geringe Mengen von Wasser kénnen zu

einem Ausfallen der Cellulose fiihren.

Esterasen, wie beispielsweise Lipasen sind sehr stabile Enzyme, die in verschiedenen
organischen Lésungsmitteln fur die Biokatalyse eingesetzt werden.® Dies macht Ester-
asen zu vielversprechenden Kandidaten fiir die homogene enzymatische Modifikation
von Cellulose. Dennoch gibt es bisher nur sehr wenige Studien, die sich mit dieser
Thematik auseinandersetzen. Eine der ersten Arbeiten nutzte Celluloseacetat als Sub-
strat fur eine zusatzliche Veresterung mit Fettsauren, welche durch das Enzym Candida
antartica Lipase (Novozyme SP435), katalysiert wurde. Diese Studie zeigte einen 2 %-
igen Anstieg der Esterbildung des Celluloseesterprodukts.®® Im Gegensatz zu der Syn-
these, ausgehend von dem Substrat Celluloseacetat, muss bei der Veresterung von
nativer Cellulose mit deutlich polareren und potenziell denaturierenden Lésungsmit-
teln gearbeitet werden. Klohr und Kollegen berichten, dass Cellulose in Mischungen
aus NMMO und DMSO geldst werden und anschlieBend enzymatisch, mit Essigsdure-
vinylester, verestert werden kann, wobei sie einen Substitutionsgrad von 0,3 berich-
ten.> In einer weiteren Studie wurde Cellulose in einer Mischung aus DMSO und Para-
formaldehyd gel6st und anschlieend konnten enzymatisch 11 % der Alkoholgruppen
(DS = 0,33) der Cellulose acetyliert werden.”® Zhao und Kollegen designten neuartige
polyetherhaltige ionische Fliissigkeiten, welche Cellulose I6sen kdnnen und besonders
enzym-kompatibel sind. In diesen ionischen Flissigkeiten beschreiben sie die enzyma-
tische Veresterung von Cellulose, sowie deren Stereoselektivitat an Position 6, mach-
ten allerdings keine Angaben Uber Substitutionsgrade, was eine Abschatzung der Syn-
theseeffizienz erschwert.*® In einer kiirzlich publizierten Studie wurden ionische Flus-
sigkeiten, welche Ublicherweise eine gute Enzymaktivitdt ermoglichen ([BMIM]BFa,
[BMIM]PFs), mit ionischen Flissigkeiten vermengt, die Cellulose gut I6sen, aber einen
negativen Effekt hinsichtlich Enzymaktivitat besitzen ([BMIM]CI). In diesen Mischungen
beschreiben sie die enzymatische Synthese von Cellulosefettsdureestern mit Substitu-

tionsgraden von bis zu 1,2.%7 Allgemein zeigen die bisher publizierten Arbeiten zur ho-
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mogenen Synthese tendenziell hhere Substitutionsgrade im Vergleich zur heteroge-

nen Synthese, was das Potenzial dieser Synthesestrategien unterstreicht.

1.3.4 Enzymatische Veresterung von Zuckern

Zuckertenside bestehen aus einem polaren Teil, dem Zucker und einem unpolaren Teil,
z.B. einer Fettsdure, welcher kovalent mit der Zuckereinheit verbunden ist. Im Fall der
Zuckerfettsaureester ist der Zucker mittels Esterbindung mit einer Fettsaure verknipft.
Aufgrund der amphiphilen Struktur der Zuckerfettsaureester konnen sie als Tenside
wirken. Zuckertenside sind biologisch abbaubar und erst in sehr hohen Konzentratio-
nen gesundheitlich bedenklich, was ihre Anwendung in verschiedenen Bereichen be-
glinstigt.” AuRerdem sind Zuckerfettsaureester geruchs- und geschmacksneutral, was
ihre Nutzung in Nahrungsmitteln oder als Kosmetikzusatzstoff fordert.®® Zusatzlich zei-
gen einige Zuckerfettsaureester einen inhibierenden Effekt auf mikrobielles Wachs-
tum.®? Aufgrund dieser positiven Eigenschaften von Zuckerfettsiureestern gibt es be-
reits viele Arbeiten zur enzymatischen Synthese dieser Substanzen. Verschiedene Hyd-
rolasen, wie beispielsweise Lipasen und Esterasen wurden hinsichtlich ihrer Fahigkeit,
Mono-, Di- und Trisaccharide mit Fettsauren zu verestern, untersucht. Hierbei gibt es
Studien, die freie Fettsauren oder verschiedene Ester der Fettsduren als Substrate ein-
setzen.’%’! Grundsatzlich ist zu beachten, dass diese Hydrolasen die Fahigkeit besitzen,
einen Ester zu bilden, sowie diesen auch zu spalten (Hydrolyse). Zusatzlich wird auch
die Umesterung, ausgehend von Carbonsdureestern, katalysiert. Der katalytische Me-
chanismus des Enzyms basiert auf einer katalytischen Triade, welche aus den Amino-
sauren Serin, Histidin und Aspartat aufgebaut ist. Das Serin wird durch Interaktion mit
Histidin bzw. Aspartat deprotoniert, wodurch eine aktivierte Alkoxidspezies des Serins
entsteht. Das Alkoxidion des Serins wirkt als Nucleophil und greift die Carbonylgruppe
des Substrates an, wobei ein Acyl-Enzym-Zwischenprodukt entsteht und im Falle einer
Umesterung, der Alkohol freigesetzt wird. AnschlieRend folgt ein nukleophiler Angriff
eines Nukleophils — wie beispielsweise Wasser oder eines Alkohols — was zu einer Sub-
stratfreisetzung (Ester oder Sdure) und Wiederherstellung des urspriinglichen aktiven

Zentrums fiihrt.”273
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Viele Lipasen zeigen zundchst mit ansteigender Substratkonzentration einen nur ge-
ringfligigen Anstieg in ihrer Aktivitat, wahrend sie ab einer kritischen Konzentration,
die oft mit der Sattigung einhergeht, einen sprunghaften Anstieg in der Enzymaktivitat
zeigen. Aufgrund der erhohten Aktivitat nach dem Erreichen der Sattigung und der
damit verbundenen Phasentrennung wird dieser Effekt auch als ,Oberflachenaktivie-
rung” bezeichnet.”? Haufig wird diese Oberflachenaktivierung durch Konformationsan-
derungen erklart, wobei sich eine Schleife an der Oberflache des Enzyms, der soge-
nannte lid (Deckel) den Eingang zum Aktiven Zentrum blockiert. Es existieren allerdings
auch andere Erklarungsmodelle, welche die Bedeutung einer erhohten Substratver-
fugbarkeit, sowie deren Orientierung, an der Grenzfliche betonen.’? Es zeigen aller-
dings nicht alle Lipasen eine , Oberflachenaktivierung” wie beispielsweise die CAL-B,

welche in der hier vorliegenden Arbeit hiufig verwendet wurde.”*”>

Ob ein Ester gebildet oder gespalten wird, hangt insbesondere von der Wasserkon-
zentration bzw. dem Reaktionsgleichgewicht ab. Da bei der Veresterung einer Carbon-
saure mit einem Alkohol Wasser frei wird (Schema 6) und umgekehrt bei einer Ester-
spaltung Wasser verbraucht wird, ist es von groRer Bedeutung, die Menge an Wasser
zu minimieren bzw. das entstehende Wasser bei der Esterbildung abzufiihren.’® Hier-
fir wurden bereits verschiedene Konzepte entwickelt. Das Verwenden von wasser-
freien Losungsmitteln fir die Synthese von Zuckerestern ist bedeutend. Dies kann zum
einen mithilfe der Schlenck-Technik realisiert werden, oder iber das Trocknen mit Mo-
lekularsieb. Im Hinblick auf grofRtechnische Anwendungen wurde beispielsweise der
Wasserentzug mittels niedrig siedender Azeotrope in Ethylmethylketon-Hexan Mi-
schungen als Reaktionsmedium vorgeschlagen. Dieses Konzept ermoglicht den Was-
serabzug bei Temperaturen, bei denen das Enzym CAL-B nur minimal deaktiviert
wird.”® Neben der klassischen Veresterung werden h&ufig Umesterungsreaktionen,

ausgehend von Methyl- und Vinylestern, eingesetzt, um Zuckerester zu

o (o]

+ . R2 + . PloN
— R
R1)1\ on HO R1)J\O’ . H-%H

Schema 6: Schematische Darstellung einer Veresterung (von links nach rechts) bzw. Hydrolyse (von
rechts nach links).
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synthetisieren.”r Umesterungsreaktionen sind zwar wasserneutral, dennoch ist auf-
grund der Gefahr der Hydrolyse der Ester-Substrate, sowie der Produkte, eine Begren-

zung des Wassergehalts notwendig.

Da Cellulose aus vielen Glucose- bzw. Cellobioseeinheiten aufgebaut ist, wird im Rah-
men der hier vorliegenden Arbeit die Veresterung dieser Mono- und Disaccharidein-
heiten als Modellreaktion fiir die Veresterung von Cellulose untersucht. Glucose wird
neben Fructose und Saccharose haufig als Substrat fir die Synthese von Zuckerfettsau-
reestern verwendet.”” Yan und Kollegen konnten unter Einsatz von dquimolaren Sub-
stratverhaltnissen und unter permanenter Wasserabscheidung 93 % Umsatz innerhalb
von 48 Stunden erzielen.”® Andere Quellen zeigen den Nutzen von Vinylestern als Acyl-
donoren bei der enzymatischen Synthese, wobei Ausbeuten von 89 %, mit deutlich
niedrigerem apparativen Aufwand, realisiert werden konnten.”* Ein hiufig verwende-
tes Enzym bei der enzymatischen Modifikation von Glucose ist die Candida antarctica
Lipase B (CAL-B), die unter verschiedenen Produktnamen und Praparationen kommer-
ziell erhéltlich ist. Beispielsweise ist die Enzympraparation Novozyme 435, die haufig
fur die Synthese von Zuckerestern verwendet wird, eine auf stark porigem Acrylpoly-
mer immobilisierte CAL-B.”® Hierbei ist anzumerken, dass die Immobilisierung von En-
zymen auf Tragermaterialien ihre Losungsmitteltoleranz bzw. ganz allgemein ihre Sta-
bilitdat erhéhen kann. Zusatzlich wird insbesondere die CAL-B in organischen Losungs-
mitteln sehr haufig eingesetzt, da dieses Enzym eine hohe Lésungsmitteltoleranz, als
auch eine gute Aktivitit bei erhéhten Temperaturen zeigt.”? Dennoch wurden auch
weitere Lipasen auf ihre Fahigkeit, Zucker zu verestern, untersucht: Hierzu gehoéren die
Rhizormucor miehei Lipase, Schweinepankreas Lipase, Candida rugosa Lipase, sowie
weitere immobilisierte Enzyme wie Thermomyces lanuginosus Lipase, immobilisiert auf
Celite, Pseudomonas sp. Lipase, immobilisiert auf Toyonite und Penicillium chrysogen-
um Lipase, immobilisert auf Celite.””8° Viele dieser Lipasen zeigen Stereoselektivitat
gegeniber bestimmten Alkoholgruppen von Zuckern. Beispielsweise zeigten Ganske
und Bornscheuer, dass CAL-B ausschlielRlich die Position 6 der Glucose, also den pri-
maren Alkohol, verestert.”! Diese Stereoselektivitit von Enzymen ermdéglicht es, den
Substitutionsgrad der Zucker mit Fettsduren zu beschranken. Dies ist wichtig, da eine

hohere bzw. vollstandige Substitution der Zucker zu anderen bzw. schlechteren Tensid-
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Eigenschaften fiihren kann. So kann vermutet werden, dass eine vollstandige Substitu-
tion von Zuckern mit Fettsdure den polaren Anteil der Zucker teilweise maskiert und

damit den amphiphilen Charakter reduziert.

Neben der Synthese von Zuckerestern aus Glucose wurde die Synthese von Disaccha-
rid-Fettsdureestern ebenfalls bereits intensiv untersucht. Degn und Zimmerman opti-
mierten die enzymatische Glucoseester-Synthese fiir CAL-B durch Variation von ver-
schiedenen organischen Losungsmitteln. AnschlieBend untersuchten sie, inwieweit der
Umsatz von Disacchariden zu Disaccharidestern moglich ist und fanden Enzymaktivitat
fir Glucose, Fructose, Maltose und Methylglucoside. So konnten beispielsweise inner-
halb von 24 Stunden 34 mg/ml Glucosemyristat synthetisiert werden. Im Gegensatz
dazu fanden sie keinen Umsatz von Lactose, Cellobiose und Maltotriose.! Chen und
Kollegen hingegen synthetisierten Disaccharidlinoleate aus Trehalose, Maltose und
Cellobiose. Sie beschreiben die Cellobioselinoleat-Synthese als deutlich langsamer, als
die der beiden anderen Disaccharide. Zusatzlich bestimmten sie die Tensidaktivitdten
der drei Disaccharide und fanden die schlechtesten Tensideigenschaften (niedrige
Oberflachenaktivitit) bei Cellobioselinoleat.?? Dies verdeutlicht das bisher geringe Inte-
resse und die geringe Zahl an Studien bezlglich der Synthese von Cellobiosefettsdu-
reestern. Als Modelsubstrat fiir eine potenzielle enzymatische Veresterung von Cellu-
lose ist allerdings Cellobiose als Wiederholungseinheit der Cellulose bedeutend. Daher
wurde in der hier vorliegenden Arbeit die enzymatische Modifikation von Cellobiose

als Modelsubstrat fiir die Veresterung von Cellulose untersucht.

1.3.5 Enzymaktivitit in organischen Lésungsmitteln und ionischen
Fliissigkeiten

Das natlrliche Losungsmittel fir enzymatische Reaktionen ist Wasser. Die katalyti-
schen Eigenschaften von Enzymen haben sich in Wasser evolviert und auch die kom-
plexen Faltungsprozesse nach der ribosomalen Proteinsynthese, bei dem der hydro-
phobe Effekt bedeutend ist, haben sich in Wasser entwickelt. Dennoch zeigen ver-
schiedene Enzyme in unterschiedlichen organischen Losungsmitteln auch Aktivitat,
was ihr Anwendungspotenzial signifikant erhoht. Wahrend verschiedene Esterasen in

Wasser die hydrolytische Esterspaltung katalysieren, kdnnen sie in wasserfreien Medi-
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en eine Vielzahl anderer Reaktion, wie beispielsweise eine Veresterung oder Umeste-
rung katalysieren.® Hierbei liegt der Vorteil von wasserfreien Lésungsmitteln in einer
Verschiebung des chemischen Gleichgewichts durch niedrigere Konzentrationen bzw.
Aktivitaten von Wasser. Somit kénnen Reaktionen durchgefiihrt werden, die in Wasser
inhibiert sind. Enzyme zeigen teilweise in organischen Losungsmitteln eine hohere
Thermostabilitat, da viele organische Losungsmittel schwacher mit Proteinen intera-
gieren als Wasser. Beispielsweise besitzen Enzyme in bestimmten organischen Lo6-
sungsmitteln eine geringere Flexibilitat und auch die hydrolytische Spaltung von Pep-
tidbindungen ist aufgrund des fehlenden Wassers limitiert.8* Daher sind in organischen
Losungsmitteln hohere Synthesetemperaturen moglich, was das Abfiihren von Neben-
produkten, wie beispielsweise Methanol, Acetaldehyd oder Wasser aus dem Reakti-
onsansatz durch Verdampfung oder Evaporation erleichtert und somit das Gleichge-
wicht aktiv in Richtung des gewiinschten Produktes verschoben werden kann. Ein wei-
terer Vorteil bei der Verwendung von Enzymen in organischen Losungsmitteln besteht,

wenn die verwendeten Substrate besser gelost werden kénnen als in Wasser.

Organische Losungsmittel zeigen allerdings auch denaturierende Eigenschaften gegen-
Uber Enzymen und Proteinen. Hierbei wird Wasser, welches an der Oberflache von
Enzymen gebunden ist und deren natiirliche Faltung gewdhrleistet, entzogen. Dabei
werden polaren Losungsmitteln starkere denaturierende Eigenschaften zugeschrieben
als unpolaren, da diese starker mit Wasser wechselwirken. Daher wird haufig der
Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient — als MaR fiir die Polaritat eines Losungsmittels
— als Indikator fir die ,Enzym-Kompatibilitdt“ herangezogen.8* Darum werden bei der
enzymatischen Synthese von Biodiesel hdufig unpolare Losungsmittel wie Hexan, Cyc-
lohexan, Heptan, Petroleumether und Isooctan eingesetzt. Allerdings zeigen auch hyd-
rophilere Losungsmittel, wie 1,4-Dioxan und tert-Butanol, hohe Umesterungsraten, da
diese Losungsmittel eine gute Loslichkeit von Substraten und Produkten der Biodiesel-
produktion gewahrleisten.®> Dieses Beispiel verdeutlicht, dass auch in organischen Lé-
sungsmitteln nicht nur potenziell denaturierende Effekte, sondern auch die Loslichkeit
von Substraten und Produkten fiir die Gesamteffizienz eines enzymatischen Prozesses,

bedeutend sind.
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Wie bei konventionellen organischen Losungsmitteln werden auch bei enzymatischen
Synthesen in ionischen Flissigkeiten unpolare Vertreter bevorzugt eingesetzt. So wer-
den die verhdltnismaig  unpolaren ionischen  Flissigkeiten  1-Butyl-3-
methylimidazoliumhexafluorophosphat ([BMIM]PFs) und 1-Butyl-3-methyl-
imidazoliumtetrafluoroborat ([BMIM]BF4) haufig fiir enzymatische Reaktionen ver-
wendet.®%87 So zeigten Ganske und Bornscheuer, dass die enzymatische Synthese von
Glucosefettsdaureestern in diesen ionischen Fllssigkeiten durchgefiihrt werden
kann.8889 |Im Gegensatz hierzu gelten polare ionische Fliissigkeiten als weniger enzym-
freundlich und ermoglichen eine geringere Enzymaktivitat.”>*° Fur das Lésen von Cellu-
lose und eine potenzielle homogene enzymatische Cellulosemodifikation sind aller-
dings insbesondere polare ionische Flassigkeiten wie 1-Butyl-3-
methylimidazoliumchlorid ([BMIM]CI), 1-Butyl-3-methylimidazoliumacetat
([BMIM]OAc), 1-Ethyl-3-methylimidazoliumchlorid  ([EMIM]CI) und  1-Ethyl-3-
methylimidazoliumacetat ([EMIM]OAC) interessant. Fiir die enzymatische Modifikation
von Cellulose miissen also Reaktionssysteme entwickelt werden, in denen Cellulose
[6slich ist und Enzyme trotz der hohen Polaritat des Losungsmittels aktiv die Vereste-
rung von Cellulose katalysieren. Die Herausforderung, Enzymaktivitdat bzw. eine en-
zymatische Veresterung in sehr polaren Losungsmittelumgebungen zu ermdéglichen, ist
allerdings nicht auf ionische Flissigkeiten beschrankt, sondern gilt prinzipiell fir alle

Celluloselosungsmittel.
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1.4 Zielsetzung

Neuartige Celluloseester besitzen das Potenzial, bessere thermoplastische Eigenschaf-
ten aufzuweisen, als das industriell erzeugte Celluloseacetat. Daher ist es das Ziel der
hier vorgelegten Arbeit, Celluloseester mit langen Seitenketten zu erzeugen, die lber
Ubliche heterogene Synthesen, in denen Cellulose nicht geldst vorliegt, nicht zugang-

lich sind.

Um die sterische Hinderung, welche die Synthese von Celluloseestern mit langen Sei-
tenketten erschwert, zu tGberwinden, muss die angestrebte Synthese homogen sein,
d.h. Cellulose wird in einem Losungsmittel geldst und darin chemisch modifiziert. Hier-
bei stehen insbesondere spezielle ionische Flissigkeiten im Fokus, da diese die Fahig-

keit besitzen, Cellulose zu losen.

Die meisten bisher in der Literatur beschriebenen Synthesen beruhen auf reaktiven
Acyldonoren, wie Fettsdurechloriden, oder bendétigen lange Reaktionszeiten, um hohe
Substitutionsgrade zu erzielen. Da reaktive Acyldonoren allerdings die verwendeten
Celluloselésungsmittel zersetzen kénnen und dies das Recycling der teuren Cellulo-
seléungsmittel erschwert, ist der Einsatz von weniger reaktiven Acyldonoren bevor-

zugt.

Der Einsatz von weniger reaktiven Acyldonoren kénnte durch die Verwendung en-
zymatischer Katalysatoren realisiert werden. Daher soll in dieser Arbeit zunachst un-
tersucht werden, inwieweit sich Enzyme als Katalysatoren fiir eine homogene Vereste-
rung von Cellulose eignen. Zusatzlich konnen gegebenenfalls auch andere Synthe-
sestrategien erforscht werden, sofern die verwendeten Enzyme, Cellulose nicht als

Substrat akzeptieren.

Die angestrebte Synthese soll im Hinblick auf Reaktionszeit, Acyldonormenge, Reakti-
onstemperatur und Losezeit optimiert, in einem groReren Mal3stab durchgefiihrt und
das Recycling des Losungsmittels untersucht werden. Zusatzlich sollen die thermoplas-
tischen Eigenschaften der hergestellten Celluloseester im Rahmen einer Kooperation
mit dem Institut flir Kunststofftechnik verglichen werden, um die Verwendbarkeit als

Biopolymer bewerten zu kénnen.
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2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben,
von folgenden Firmen bezogen: Sigma Aldrich (St. Louis, US), Carl-Roth (Karlsruhe, D)
und TCI-Deutschland GmbH (Eschborn, D). Alle ionischen Flissigkeiten wurden von der
Firma loLiTec-lonic Liquids Technologies GmbH (Heilbronn, D) bezogen. Die verwende-
te a-Cellulose wurde von Sigma Aldrich (St. Louis, US) bezogen und besitzt einen Was-
sergehalt von 5,3 % w/w und ein Viskositatsmittel der Molmasse (DP,) von 1072. Die
Messung des Wassergehalts und des Polymerisationsgrades wurde extern am ITCF
Denkendorf nach EWN-Methode und Viskosimetrie bestimmt. Die verwendeten ioni-
schen Flisigkeiten sind in Tabelle 4 und Spezialchemikalien in Tabelle 5 aufgelistet.
Informationen lber die verwendeten Enzyme kénnen Anhang 15 und Anhang 16 ent-

nommen werden.
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Tabelle 4: Liste von verwendeten ionischen Fliissigkeiten.

Abkiirzung lonische Fliissigkeit Hersteller
[EMIM]OAC 1-Ethy|—3—mgthyl{mldazollumacetat IoLlTec—Ionlc quw.ds Technolo-
Reinheit > 95 % gies GmbH (Heilbronn, D)
1-Butyl-3-methylimidazoliumacetat loLiTec-lonic Liquids Technolo-
[BMIM]OAC Reinheit > 95 % gies GmbH (Heilbronn, D)
[EMIM]CI 1-Ethyl-3-methylimidazoliumachlorid loLiTec-lonic Liquids Technolo-
Reinheit > 95 % gies GmbH (Heilbronn, D)
(BMIM]CI 1-Butyl-3-methylimidazoliumchlorid loLiTec-lonic Liquids Technolo-
Reinheit > 95 % gies GmbH (Heilbronn, D)
1-Butyl-3- . L
[BMIM]PFs methylimidazoliumhexafluorophosphat IOLIT:SC_GI?T?;CI_IL(IEZIi?;rZi;hTjo)lo_
Reinheit > 95 % & ’
1-Butyl-3- . L
[BMIM]BF, methylimidazoliumtetrafluoroborate loLiTec-lonic Liquids Technolo-

Reinheit > 95 %

Tabelle 5: Liste von verwendeten Spezialchemikalien.

gies GmbH (Heilbronn, D)

Abkiirzung Chemikalie Hersteller
d-TFA deuterierte Trifluoressigsaure Sigma Aldrich (St. Louis, US)
I Carl-Roth
THF Tetrahydrofuran unstabilisiert (Karlsruhe, D)
NMMO N-Methylmorpholin-N-oxid Sigma Aldrich (St. Louis, US)

Trehalosedihydrat
Neodecansaurevinylester
Laurinsdurevinylester
Benzoesaurevinylester
Octansaurevinylester
Pivalinsaurevinylester
2-Ethylhexansaurevinylester
Palmitinsaurevinylester
Laurinsdureanhydrid
Laurinsdurechlorid
Acetaldehyd
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Sigma Aldrich (St. Louis, US)
Sigma Aldrich (St. Louis, US)
Sigma Aldrich (St. Louis, US)
Sigma Aldrich (St. Louis, US)
TCl-Deutschland GmbH (Eschborn, D)
Sigma Aldrich (St. Louis, US)
TCl-Deutschland GmbH (Eschborn, D)
TCI-Deutschland GmbH (Eschborn, D)
TCl-Deutschland GmbH (Eschborn, D)
Fluka, Sigma-Aldrich, (Taufkirchen, D)
Fluka, Sigma-Aldrich, (Taufkirchen, D)
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2.2 Synthese und Experimente

Alle Synthesen und Experimente wurden, wenn nicht anders angegeben, mindestens

zweimal durchgefiihrt.

2.2.1 Enzymatische Umesterungen und Veresterungen in ionischen
Fliissigkeiten

Als Modellreaktion wurde die Umesterung von Buttersaureethylester (18) mit Buta-
nol (19) zu Buttersdurebutylester (20) und Ethanol (21) durchgefiihrt und in verschie-
denen ionischen Fllssigkeiten untersucht. Hierbei wurde jeweils 1 ml ionische Flissig-
keit mit 1,5 pl (11 mM) Buttersdureethylester und 4,12 pl (45 mM) Butanol versetzt
und in 20 ml ,Headspace“-Gefalle Gberfiihrt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von
25 mg immobilisierter CAL-B (CAL-B immobilisiert auf Immobead 150, Anhang 15) ge-
startet und 2 Tage bei 50°C im geschlossenen ,Headspace“-Glasgefal} geriihrt. Im Falle
von Reaktionen in [BMIM]CI wurde als Reaktionstemperatur 67°C - 70°C gewahlt, um
sicher zu stellen, dass [BMIMI]CI flissig vorliegt. AnschlieRend wurden die Proben mit-

tels GC-MS-Headspace analysiert.

Die Umesterung von Buttersauremethylester mit Ethanol zu Buttersaureethylester und
Methanol (27) wurde in [BMIM]CI untersucht. Hierbei wurden 5,84 pl (50 mM) Butter-
sauremethylester (23) und 3 pl (50 mM) Ethanol in 1 ml [BMIM]CI angesetzt, anschlie-
Rend wurde die Reaktion durch Zugabe von 25 mg immobilisierter CAL-B gestartet, fir

10 Tage bei 67°C inkubiert und mittels GC-MS-Headspace analysiert.

Zusatzlich wurde die Veresterung von Buttersdure (26) mit Ethanol untersucht. Es
wurden 4,72 pl Buttersaure (50mM), 3 pl (50mM) Ethanol und 25 mg CAL-B eingesetzt

und bei 67°C fiir 4 Tage inkubiert und anschlieBend mit GC-MS-Headspace analysiert.

2.2.2 Enzymatische Synthese von Zuckerlauraten

Der Standardansatz bei der enzymatischen Synthese von Glucoselaurat bestand aus
300 mg ionischer Flissigkeit bzw. Mischungen aus unterschiedlichen ionischen Fliissig-
keiten, 130 ul Laurinsdurevinylester (29, 0,5 mmol), 50 mg Glucosemonohydrat (0,25

mmol) und 25 mg immobilisierter CAL-B. Je nach Reaktionsdesign wurden 200 mg Mol-
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sieb (3 A) zugegeben. Die Reaktion wurde 16 Stunden bei 50°C und 400 rpm geschiit-
telt und anschlieend mit LC-MS und LC-ELSD analysiert.

Die enzymatische Synthese in [BMIM]CI wurde zusatzlich mit erhohtem Zuckergehalt
untersucht. Hierbei wurden 300 mg [BMIM]CI (5), 300 mg Glucose und 100 pl Laurin-
saurevinylester (29) eingesetzt. Zusatzlich wurden 200 ul tert-butanol und 10 pl

ddWasser hinzugegeben, um die Viskositat der Losung zu reduzieren.

Die Untersuchungen bezliglich des NMMO-DMSO-Systems wurden in einer Mischung
aus 0,28 mg NMMO, 0,28 ml DMSO und 40 pl ddWasser durchgefiihrt. AnschlieBend
wurde die Reaktion durch die Zugabe von 100 pl Laurinsaurevinylester und 25 mg im-

mobilisierter CAL-B gestartet und 16 Stunden bei 50°C inkubiert.

Fir die enzymatische Umsetzung in DMSO wurde 300 mg Glucosemonohydrat bzw.
200 mg Cellobiose/Maltose/Trehalose in 500 pul DMSO gegeben. AnschlieRend wurden
100 ul Laurinsaurevinylester und 25 mg immobilisierte CAL-B zugegeben und fir 16

Stunden bei 50°C und 400 rpm geschdttelt.

Zusatzlich wurden in einem Experiment verschiedene Mengen an Glucosemonohydrat
in DMSO eingesetzt. Es wurden Konzentrationen zwischen 2 % w/v und 80 % w/v? ge-

wahlt. Ansonsten wurde die Reaktion wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Bei dem Cellobiose-Enzymscreening wurden jeweils 30 pl bzw. 30 mg der verschiede-
nen Enympraparationen eingesetzt. Da hierbei viele unterschiedliche Enzyme verwen-
det wurden, bei denen die Thermostabilitat teilweise nicht bekannt ist, wurde die Re-
aktion — im Gegensatz zu den Experimenten mit immobilisierter CAL-B — bei 30°C

durchgefihrt. Die untersuchten Enzyme sind in Anhang 15 und Anhang 16 aufgefihrt.

Bei allen Ansatzen wurden nach der Synthese die Suspension bzw. Lésung durch Schiit-
teln homogenisiert und flinffach mit Acetonitril verdiinnt. Nicht gel6ste Zucker wurde

durch Zentrifugation abgetrennt und der Uberstand mittels HPLC analysiert.

! Hierbei bezieht sich % w/v auf das prozentuale Verhiltnis des Gewichts von Glucosemonohyd-
rat und des Volumens von DMSO.
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2.2.3 Enzymatische Synthese von Celluloselaurat

Der Ansatz fiur die enzymatische Synthese von Celluloselaurat bestand aus 50 mg mik-
rokristalliner Cellulose, 200 ul Laurinsdurevinylester, 500 pl DMSO und 30 mg immobi-
lisierter Schweineleberesterase. Die Reaktionszeit betrug 72 Stunden, die Reaktions-
temperatur 30°C und die Schiittelfrequenz 400 rpm. AnschlieRend wurde die Reaktion
durch Waschen mit Methanol beendet, wodurch das Enzym, DMSO und Laurinsaurevi-
nylester abgetrennt wurden. Ein Waschschritt beinhaltete das Waschen mit 50 ml Me-
thanol, wobei 3 bis 6 Waschschritte durchgefiihrt wurden. AnschlieRend wurde das

Polymer bei 70°C fir 2 Stunden getrocknet und mittels FT-IR analysiert.

2.2.4 Chemische Acylierung von Glucose in [EMIM]OAc

Glucose wurde in [EMIM]OAc gel6st, um 350 mg einer Losung mit einer Konzentration

von 0,83 mmol/mg zu erzeugen.

Es wurden 350 mg der Glucoselosung in [EMIM]OAc mit einer Glucosekonzentration
von 0,83 mmol/mg hergestellt. Um die Temperaturabhangigkeit der Reaktion zu unter-
suchen, wurden 2 mol Laurinsaurevinylester je mol Glucose eingesetzt und in einem
Thermomixer Comfort von Eppendorf AG (Hamburg, DE) bei 600 rpm fiir 22 Stunden
bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Um die Zeitkinetik der Reaktion zu be-
stimmen, wurden 3 mol Laurinsdurevinylester je mol Glucose eingesetzt und bei 60°C
inkubiert. Nach der Reaktion wurden die Proben um den Faktor 4 mit Acetonitril ver-

dinnt und mittels HPLC analysiert.

2.2.5 Chemische Acylierung von Glucose in verschiedenen Lésungsmitteln

Die chemische Acylierung wurde in [BMIM]CI, [EMIM]CI, [EMIM]OAc, [BMIM]OAc und
DMSO untersucht. Hierfiir wurden 300 mg Losungsmittel mit 50 mg Glucose und
130 ul Laurinsaurevinylester vermengt. In [BMIM]CI, [EMIM]CI und DMSO wurden
identische Ansatze durchgefiihrt, bei denen zusatzlich 40 mg Natriumacetat hinzuge-
geben wurden. AnschlieBend wurden die Proben fiir 1 Stunde bei 80°C inkubiert, um

den Faktor 4 mit Acetonitril verdiinnt und mittels HPLC analysiert.
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2.2.6 Chemische Acylierung von Cellulose in [EMIM]OAc

Durch 16-stiindiges Rihren mit einem KPG-RUhrer wurde eine 3 % w/w Losung von
a-Cellulose bei 80°C in [EMIM]OACc hergestellt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3
mol Vinylester, Laurinsaureanhydrid, oder Lauroylchlorid je AGU gestartet und an-
schlieBend fiir 4 Stunden bei 80°C gerlihrt. Die Menge an Vinylester wurde gegebenen-
falls variiert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde 1 ml Probe entnommen und bis
zur Analyse bei 4°C gelagert. Das Polymer wurde durch die Zugabe von 50 % v/v Was-
ser ausgefallt und anschliefend durch Zentrifugation abgetrennt. Die fliissige Phase
wurde verworfen, das Polymer wurde mit 4 x 50 ml Methanol gewaschen und an-
schlieRend bei 60°C getrocknet. Zusatzlich wurde die Menge an eingesetztem Vinyles-
ter (2 bis 10 mol je AGU) und die Reaktionstemperatur (40°C - 110°C) variiert, um den
Einfluss dieser Parameter auf die Reaktion zu untersuchen. Im Fall von Cellulosepivalat,
Cellulose-2-ethylhexyloat und Celluloseneodecanoat wurde das Produkt in Methanol
gelost und anschlieend durch die Zugabe von Wasser ausgefallt und fiir 14 Stunden

lyophilisiert.

2.2.7 Upscaling der chemischen Acylierung von Cellulose in [EMIM]OAc

Die Acylierung von Cellulose wurde in einem 5-Liter fassenden, doppelwandigen Glas-
reaktor durchgefiihrt. Ein Wasserbadthermostat (Haake fision C1, Thermo Haake
GmbH, Karlsruhe, D) regelte die Reaktionstemperatur auf 80°C. Die Reaktionsmischung
wurde durch einen KPG Rihrer gemischt (Janke&Kiinkel, IKA-Werk, Staufen im Breis-
gau, D). 2,5 kg [EMIM]OAc bzw. die recycelte Menge an ionischer Flissigkeit wurde in
den Glasreaktor gegeben und auf 80°C erhitzt, anschlieRend wurde 3 % w/w Cellulose
schrittweise zugegeben, bis der Losungsprozess abgeschlossen war. Die Zugabe von
4 mol Laurinsaurevinylester je AGU erfolgte graduell tGber einen Tropftrichter, wodurch
die Reaktion gestartet wurde. Proben wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten ge-
nommen und bei -20°C gelagert, bis die Analyse erfolgte. Nach 4 Stunden wurden 2,5l
Wasser zugegeben, was zu einem Ausfallen des Produktes fiihrte — welches aufgrund
seiner geringen Dichte nach 16 stiindiger Sedimentation aufschwamm. Die untere Pha-
se aus ionischer Flussigkeit und Wasser wurde Uber ein Ablaufventil am Boden des

Reaktors abgelassen. Das zurlickbleibende Polymer wurde mit 4 x 2,5 | Methanol ge-
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waschen und fur 14 Stunden bei 70°C getrocknet, um das restliche Methanol zu ver-

dampfen.

2.2.8 Recycling der ionischen Fliissigkeit

Das Recycling der ionischen Flissigkeit wurde durch die Evaporation des Wassers aus
dem Gemisch aus ionischer Fliissigkeit und Wasser realisiert. Hierbei wurde ein Stick-
stoffstrom durch die Mischung geleitet, um die Evaporation bei 95°C zu beschleunigen.
Die Evaporation wurde gestoppt, nachdem kein Wasserdampf mehr sichtbar war. Die

Recyclingeffizienz wurde anschlieRend gravimetrisch bestimmt.

2.2.9 Chemische Acylierung von Cellulose in [BMIM]CI

Die Acylierung von Cellulose wurde in [BMIM]CI nach dem Protokoll von Barthel und
Heinze durch Zugabe von Lauroylchlorid durchgefiihrt.?® Fiir das Riihren der Reaktion
wurde ein KPG-Rihrer verwendet, um eine Homogenisierung der hochviskosen Reak-

tionsmischung zu gewahrleisten.

2.2.10 Synthese von EHEMIM

EHEMIM (40) wurde in einem Zweihalskolben mit Riickflusskiihler synthetisiert. Die
Synthese von EHEMIM (40) mit einem Kationenanteil unter 50 % erfolgte bei Raum-
temperatur, wahrend die Synthese von [EHEMIM][EMIM]OAc mit hoherem Kationen-
anteil bei 80°C durchgefiihrt wurde. In den Zweihalskolben wurde
[EMIM]OACc vorgelegt und die Reaktion anschlieBend durch die Zugabe von Acetalde-
hyd (31) gestartet, welches in dquimolaren Verhiltnissen bzw. einem 10 %-igen Uber-
schuss entsprechend dem gewiinschten Kationenverhaltnis, eingesetzt wurde. Die Zu-
gabe von Acetaldehyd erfolgte in 5 bis 7 Einzelschritten, um zu hohe Temperaturen,

welche durch den exothermen Charakter der Reaktion entstehen, zu verhindern.

2.2.11 Synthese von EHEMIM-Estern

Die Synthese von EHEMIM-Estern (41) wurde bei 68°C in einer Acetat-basierten ioni-
schen Flissigkeit mit einem Kationenanteil von 80% EHEMIM (40) und 20 %
EMIM unter dem Einsatz von 0,5 mol Vinylester je EHEMIM (40) synthetisiert. Die Re-
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aktionszeit betrug 1 Stunde. Nach der Synthese wurden 20 ul des Reaktionsansatzes

mit 500 ul Acetonitril verdiinnt und mittels HPLC-RP-MS analysiert.

2.3 Analytik

2.3.1 GC-MS-Headspace Analyse

Bei der GC-MS-Headspace Analytik wurden jeweils 1 g ionische Flussigkeit zuziglich
Substrat in 20 ml ,Headspace“-Gefalle Gberfiihrt, das Enzym zugegeben und der Reak-
tionsansatz gasdicht verschlossen. Nach der Inkubation wurden die Proben bei 160°C
in einem Ofen erhitzt und anschlieRend 250 pl der Gasphase lber der ionischen Flis-
sigkeit mit einem Gaschromatographen analysiert. Als Gaschromatograph diente eine
GC-MS-QP 2010 von Shimadzu mit einer ZB-Saule (5 % Phenyl-, 95 % Dimethylsiloxan,
einer Lange von 30 m und einer Schichtdicke von 0,25 mm). Die Methode beinhaltete
einen Split von 1:250 und der Massendetektor detektierte in einem m/z-Bereich zwi-
schen 45 und 200. Das Temperaturprofil startete mit dem Aufheizen auf 60 °C mit
60 °C/min, anschlieRend wurde die Temperatur innerhalb von 10 Minuten mit
6 °C/min auf 120 °C erhoht und zuletzt innerhalb von 4 Minuten mit 25 °C/min auf
220 °C aufgeheizt.

2.3.2 HPLC-GPC

Die Molekulargewichtsverteilung von Cellulosederivaten wurde mittels Gel-
Permeations-Chromatographie bestimmt. Hierbei wurden die zu untersuchenden Cel-
luloseester in Tetrahydrofuran gel6st und anschlieBend 10 ul der Probe mit einer SDV,
Linear M 10 uM, 8 x 300 mm-Saule (SN: 8091503) aufgetrennt. Die Analytik wurde
mithilfe des HPLC-System Agilent Technology 1260 ELSD-HPLC durchgefiihrt. Die De-
tektion erfolgte durch einen Lichtstreudetektor (ELS-Detektor) bei einer Evaporator-
temperatur von 70°C, einer Nebulizertemperatur von 30°C und einem Gasfluss von
1,00 SLM. Die HPLC-Methode verlief isokratisch in nicht stabilisierten THF (Carl-Roth,
Karlsruhe, D) bei einer Sdulentemperatur von 40°C und einem Fluss von 1,5 ml/min fir

10 Minuten. Kalibriert wurde relativ zu einem Polystyrol-Standard, (ReadyCal-Kit Po-
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ly(styrene) Mn 474 — 2.520.000 Da, von PSS (Mainz, D). Die Molekulargewichtsvertei-

lungen wurden mit der Software Agilent Cirrus GPC Multi Detector Software bestimmt.

2.3.3 HPLC-RP

Glucoselaurat, Cellobioselaurat, Maltoselaurat und Trehaloselaurat (Mono-, Di-, Tri-,
Tetralaurat) wurden mit der “Reversed Phase”-Saule Agilent Eclipse XDP (CN-Saule,
150x4,6 mm, 5um, SN: USBJ001588)) aufgetrennt. Der Laufmittelfluss lag bei
0,8 ml/min und die Temperatur der Saule betrug 35°C. Die Methode verlief in den ers-
ten 3 Minuten isokratisch mit 5 % Acetonitril (ACN), 95 % Wasser und 0,1 % v/v Amei-
sensaure. Es folgte ein 15-minttiger Gradient von 5 % ACN zu 98 % ACN, wonach die
Methode 5 Minuten isokratisch verlief. Zuletzt wurde die Saule fir 5 Minuten auf das
Startverhaltnis von 5% ACN und 95%-Wasser equilibriert. Die Analyten wurden mit
dem ELS-Detektor (Agilent Technology 1260 Infinity HPLC-ELSD) detektiert und mit
dem HPLC-MS System (Agilent Technologies 6310 Quadrupole MS) identifiziert. Der
Massendetektor wurde im API-ES (Electrospray) Modus bei folgenden Bedingungen
betrieben: Trocknungsgasfluss 10 I/min, Nebuliser 40 psig, Trocknungsgastemperatur
300°C, +/- Veap 3000 V. Das System wurde im positiven und negativen Scan-Modus be-
trieben, wobei Massenladungsverhaltnisse (m/z) von 100 bis 1500 analysiert wurden.
Der ELS-Detektor wurde mit einer Evaporatortemperatur von 40°C, einem Glasfluss
von 1 SLM und einer Nebuliser Temperatur von 90°C betrieben. Es wurden jeweils ein
bis maximal zehn Mikroliter der Analyte lber die HPLC aufgetrennt, wobei die Ein-
spritzvolumina Uber einem Mikroliter nur bei sehr geringer Produktbildung gewahlt
wurden. Die Quantifizierung von Zuckerestern erfolgte lber die Integration der Pro-
duktpeaks des ELS-Detektors. Da keine Standards fir Zuckerlaurate verfligbar waren,
wurde keine absolute Quantifizierung durchgefiihrt, sondern lediglich relativ zu ande-

ren Proben die Produktbildung verglichen.

Die Proben der enzymatischen Umsetzung von Glucose bzw. Cellobiose wurden wie
oben beschriebenen analysiert. Da hierbei lediglich Zuckermono- und Zuckerdilaurat
nachgewiesen werden sollten, wurde eine andere Auftrennung durchgefiihrt. Die Auf-
trennung wurde mit der ,Reversed phase“-Sdule Luna C8 von Phenomenex

(50 x 3,0 mm, 3 pm, 100 A, SN: 432031-2) durchgefiihrt. Die Methode startete mit ei-
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nem 10-minltigen Gradienten, ausgehend von 30% ACN und 70 % Wasser mit
0,1 % v/v Ameisensaure hin zu 95 % ACN und 5 % Wasser mit 0,1 % v/v Ameisensaure
wonach die Methode 3 Minuten isokratisch verlief. Zuletzt wurde die Saule fiir 5 Minu-

ten auf die Startbedingungen von 30 % ACN und 70 % Wasser equilibriert.

2.3.4 NMR und FT-IR von Celluloseestern

Der Substitutionsgrad (DS) von Celluloseestern wurde durch 'H-NMR mit dem NMR
Spectrometer Bruker, Avance 500 oder 700 MHz analysiert. Die chemische Verschie-
bung (8) wurde in parts per million (ppm), relativ zu dem Standard Tetramethylsilan,
angegeben. Hierbei wurden 10 ug/ml Probe in CDCL3, d-DMSO oder Mischungen aus
beiden gelost und mit deuterierter Trifluoressigsaure (d-TFA) versetzt, um eine Kon-
zentration von 1,67 % v/v zu erhalten. Dadurch wurde sichergestellt, dass nichtmodifi-
zierte Hydroxygruppen der Cellulose ins Tieffeld verschoben werden oder deren Pro-
tonen durch Deuteriumatome ersetzt werden, damit diese nicht mit den Signalen vom
Cellulosegrundgeriist Gberlagern. Dies ermoglicht es die Signale des Cellulosegrundge-
ristes in Relation zu den Signalen der Seitenketten zu setzen und dadurch den DS-
Wert zu bestimmen, wobei diese Strategie auch schon von anderen Gruppen ange-
wendet wurde.®®? Die Messungen in d-DMSO wurden bei 700 MHz und bei 100°C
durchgefihrt. Durch die erhéhte Temperatur verschiebt sich das Signal von Wasser-
Verunreinigungen von 3,30 ppm zu 3,00 ppm und verhindert so das Uberlagern der

Wassersignale mit den Signalen des Cellulosegrundgerdst.

Der DSeettsiure VOn Celluloseoctanoat, -laurat und -palmitat wurden mittels 'H-NMR,
basierend auf den Integralen der terminalen Methylgruppe (Imethyi), bei 0,85 - 0,90 ppm

und der Flache der AGU-Signale (lacu), bei 3,50 - 5,50 ppm nach Formel 1 bestimmt.

Formel 1: Bestimmung des Substitutionsgrades von Cellulosefettsdureestern.

IMethyl * 7

DSpettsaure = i 3
AGU

Im Fall von Cellulose-2-ethylhexyloat wurden die Integrale der Signale der beiden ter-
minalen Methylgruppen (l2*methyl) bei 0,78 - 0,92 ppm und fiir Cellulosepivalat das In-

tegral der Signale der drei terminalen Methylgruppen (I3+methy1) bei 0,90 - 1,35 ppm und
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bei Cellulosebenzoat die Flache der Signale der fiinf Phenylprotonen (lphenyl) bei
6,90 - 8,10 ppm verwendet, um den jeweiligen DS-Wert mit den nachfolgenden For-

meln zu bestimmen (Formel 2, Formel 3 und Formel 4).

Formel 2: Bestimmung des Substitutionsgrades von Cellululosepivalat.

I3*Methyl *7

DSpivatat = i «9
AGU

Formel 3: Bestimmung des Substitutionsgrades von Cellulose-2-ethylhexyloat.

IZ*Methyl * 7

DSZ—Ethylhexyloat = i + 6
AGU

Formel 4: Bestimmung des Substitutionsgrades von Cellulosebenzoat.

_ IPhenyl *7
DSpenzoat = I %5
AGU

Die Berechnung von DSneodecanoat €rfolgte tber die Integration der Signale von allen 19
Neodecanoatprotonen (Ineodecanoat) bei 0,70 - 1,70 ppm, da aufgrund der verschiedenen
Isomere keine einzelnen Protonensignale separat integriert und den jeweiligen Isome-

ren zugeordnet werden konnten. Die Berechnung erfolgte nach Formel 5.

Formel 5: Bestimmung des Substitutionsgrades von Celluloseneodecanoat.

DS _ INeodecanoat * 7
Neodecanoat — I 19
AGU *

Fiir Berechnung der zusatzlichen Acetylierung wurde die Integral der Acetat- Methyl-
gruppen Signale (lacetat) in Relation zu dem Integral der AGU-Signale bei

3,50 - 5,50 ppm gesetzt (Formel 6).
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Formel 6: Bestimmung des Substitutionsgrades der zusatzlichen Acetylierung.

Lycetar * 7
DSycetat = Ice 2 3
AGU

Die FT-IR-Spektren wurde mithilfe eines FT-IR-Spektrometers (Bruker, Vector 22, aus-
gestattet mit einem MKII golden gate single reflection diamond ATR-System) aufge-

nommen.

2.3.5 NMR der ionischen Fliissigkeiten

Die Identifikation von 1-Ethyl-2-hydroxyethyl-3-methylimidazolium (EHEMIM) erfolgte
durch Auswertung von H- und 3C-NMR-Spektren. Zur weiterfihrenden Charakterisie-
rung wurde als 2D-NMR-Methode das *H,'H-COSY (correlated spectroscopy)-

Experiment durchgefiihrt.

Hierfir wurden ca. 10 mg in 600 pl d-DMSO oder CDCL3 gelost und anschlieend am
NMR Spektrometer Bruker, Avance 500 MHz analysiert. Das Verhaltnis zwischen EHE-
MIM (40) und EMIM wurde durch *H-NMR bestimmt. Hierflir wurden das Verhiltnis
der Flache der Singuletts der Methylgruppen der beiden Imidazoliumkationen, welche
Verschiebungen im Bereich von 6 =3,85 - 4,1 ppm zeigen, fir die Berechnung nach

Formel 7 genutzt.

Formel 7: Bestimmung des Kationenanteils.

Invethy(EHEMIM) * 100

Kationenanteil =
Methyl(EHEMIM) T I Methyl(EMIM)

Es ist zu beachten, dass das Signal der Methylgruppe von EHEMIM (40) in d-DMSO wei-
ter ins Tieffeld verschoben ist, als die Methylgruppe von EMIM. Wird das 'H-NMR al-
lerdings in CDCLs aufgenommen, liegt die EMIM-Methylgruppe weiter im Tieffeld als
die Methylgruppe von EHEMIM.

2.3.6 Loslichkeitsmatrizen

Fiir das Erstellen der Loslichkeitsmatrizen wurde ein Losungsmittelvolumen von 500 ul
in 2 ml EppendorfgefaRen vorgelegt. Das Losungsmittel bestand aus unterschiedlichen
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Anteilen an [EMIM]OAc bzw. [EHEMIM]OAc. Zu dem Lésungsmittel wurden unter-
schiedliche Mengen an Wasser und a-Cellulose hinzugefligt und das System bei
500 rpm in einem Thermomixer Comfort der Firma Eppendorf AG (Hamburg, D) bei
80°C geschittelt. Nach 6 Stunden wurden die Proben aufgrund ihrer Viskositat und
dem Vorhandensein von Gelen oder Partikeln bewertet. Hierbei wurde eine Skala von
0, +, ++ und +++ verwendet, in der O die schlechteste Loslichkeit und +++ die beste,

vollstandige Loslichkeit, angibt.

2.3.7 Bestimmung des Cellulose-L6sungsvermégens

Um zu bestimmen, wieviel Gewichtsprozent Cellulose in einem Losungsmittel [6slich
ist, wurden 30 ml des Losungsmittels in einem 200 ml 2-Halskolben auf 80°C erhitzt
und mittels KPG-Rihrer geriihrt. AnschlieBend wurde jeweils 1% w/w Cellulo-
se hinzugefligt und gewartet, bis sich die Cellulose vollstandig aufloste, wonach das
nachste Prozent Cellulose hinzugefiigt wurde. Diese Prozedur wurde mehrfach wie-

derholt, nach 3 Stunden gestoppt und die Menge an geldster Cellulose bestimmt.

2.3.8 Abschdéitzung der Ausbeute der Vinylester-basierten Synthese

Die Berechnung der Produktausbeute der Celluloseestersynthese ist von verschiede-
nen Faktoren, wie dem DSacyidonor und dem DSacetat abhdngig, da diese das Produkt bzw.
dessen Molekulargewicht definieren. Grundsatzlich kann die theoretische maximale
Ausbeute einer Synthese durch die Multiplikation der Substratmenge mit dem Quoti-
enten aus dem Molekulargewicht des Produktes und dem Molekulargewicht des Sub-

strats gemald Formel 8 berechnet werden.

Formel 8: Theoretisch maximale Ausbeute.

M
Theoretisch maximale Ausbeute [g] = Mgupstrar * —e ikl
MSubstrat

Mproqure = Molekulargewicht des Produkts [ﬁ]

Mgy pstrar = Molekulargewicht des Substrats [ﬁ]

Mgyupstrar = Masse des eingesetzten Substrats
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Fiur Celluloseester, bestehend aus einer definierten Seitenkette und zuséatzlichen Ace-

tatseitenketten, welche in der vorliegenden Arbeit relevant sind, ergibt sich Formel 9:

Formel 9: Theoretisch maximale Ausbeute von Celluloseestern.

Cell = Menge an eingesetzter Cellulose [g]

Mcey = Molekulargewicht einer AGU innerhalb der Cellulose = 162,14 [L
mol

DSacyiaonor = Der Substitutionsgrad der Acylkomponente

Mseitenkette = Molekulargewicht der Seitenkette z. B. Laurinsaure 200,32 [%

My,o = Molekulargewicht von Wasser = 18,01 [%]

Mc¢h,coon = Molekulargewicht der Essigsaure = 60,05 [%

Ausbeute = Gravimetrisch bestimmte Produktausbeute [g]

Theoretisch maximale Ausbeute [g]

MCell + DSAcyldonor * (M.S‘eitenkette - MHZO) + DSAcetat (MCH3COOH - MHZO)

= Cell *
Mcey

Da sich in der vorliegenden Arbeit, zusatzlich zu der gewiinschten Veresterung mit bei-
spielsweise Fettsauren, auch eine Acetylierung ergibt, wird diese in der Berechnung
berlicksichtigt. Die Acetylierung konnte jedoch nur fir bestimmte Polymere bestimmt
werden, was die Berechnung der theoretisch maximalen Ausbeute erschwert. Unter
der Annahme einer, fir Celluloselaurate konstanten prozentualen zusatzlichen Acety-
lierung von 11,1 %, die bei niedrig substituierten Celluloselauraten bestimmt werden
konnte, kann fiir Celluloselaurat mit hoherem Substitutionsgrad eine theoretisch ma-
ximale Ausbeute gemaR Formel 10 berechnet werden. Unter Beriicksichtigung der gra-
vimetrisch bestimmten Ausbeute kann die prozentuale Ausbeute der Synthese ermit-

telt werden (Formel 11).
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Formel 10: Abschdtzung der theoretisch maximalen Ausbeute von Celluloselaurat.

Unter der Annahme,
DSycetat = DSAcyldonor *0,11
ergibt sich:

Theoretisch maximale Ausbeute [g]

162,14 + DSycyiaonor * 182,3 + 4,63 * DSscyiqonor
162,14

= Cell

Formel 11: Ausbeute an Celluloseestern.

Ausbeute
Ausbeute [%] = o]

Theoretische Ausbeute [g]
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3  Ergebnisse

3.1 Enzymatische Modifikation von Cellulose

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt in der homogenen enzymatischen Modi-
fikation von Cellulose, da diese in verschiedenen Studien eine groRere Veresterungsef-
fizienz im Vergleich zu heterogenen Ansatzen zeigt. Da die Analytik von den zu erwar-
tenden, geringen Veresterungsgraden der Cellulose sehr anspruchsvoll ist, wurden
zuerst dhnliche Reaktionen an kleineren Molekilen untersucht, um die Reaktionen
besser zu verstehen und sie in anschlieBenden Experimenten auf die Polymer-Ebene zu
Ubertragen. Hierbei wurde ein systematischer Ansatz verfolgt, in dem zuerst Umeste-
rungen und Veresterungen von kurzkettigen organischen Sauren, Estern und Alkoholen
in ionischen Flissigkeiten untersucht wurden. Anschliellend wurden einfache Alkohole
durch Monosaccharide ersetzt und langkettige Acyldonoren verwendet. In einem
nachsten Schritt wurde die Umsetzung von verschiedenen Disacchariden untersucht,
wobei Cellobiose als Wiederholungseinheit der Cellulose im Fokus der Untersuchungen
stand. Schlussendlich wurde die enzymatische Modifikation von Cellulose untersucht.
Bei den hier beschriebenen Experimenten und Ergebnissen wurde auf eine genaue
guantitative Bestimmung der Produktausbeute verzichtet, wobei dennoch semi-
guantitative Aussagen gemacht werden. Ein umso groBerer Fokus liegt dagegen auf
gualitativen Nachweisen der entstehenden Produkte und Kontrollexperimenten ohne
den Einsatz von Enzymen, um dadurch die katalytische Wirkung der Enzyme zu besta-

tigen oder auszuschlieRen.

62



3 Ergebnisse

3.1.1 Untersuchung von einfachen Umesterungsreaktionen in ionischen
Fliissigkeiten

18 19 20 21
\ (o]
+ N + AN
/\)]\o/\ HO B S /\)l\o/\/\ OH

Schema 7: Umesterung von Buttersdureethylester (18) mit Butanol (19) zu Buttersdurebutylester (20)
und Ethanol (21).

Um zu Uberpriifen, inwieweit Lipasen die Fahigkeit besitzen, in ionischen Fliissigkeiten
als Katalysator zu agieren, wurde die Umesterungsreaktion von Buttersauremethyles-
ter (23) mit Butanol (19) zu Buttersaurebutylester (20) und Ethanol (21) als erste Mo-

dellreaktion gewahlt (Schema 7).
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Abbildung 1: Enzymaktivitdt in [BMIM]PFe.

GC-MS-Headspace Messung der Gasphase tiber der ionischen Flissigkeit [BMIM]PFs vor der Zugabe von
Substrat (A), nach der Zugabe von Substrat (B), und nach enzymatischer Umsetzung durch CAL-B (C).
Betrachtet wird die Reaktion von Buttersdureethylester mit Butanol zu Buttersdurebutylester und Etha-
nol (Schema 7). Es wurde 1 ml [BMIM]PFs in ein 20 ml ,,Headspacevial” Gberfiihrt und gegebenenfalls
mit 11 mM Buttersdureethylester und 45 mM Butanol (B) sowie 25 mg immobilisierter CAL-B (C) ver-
setzt. Die Reaktion wurde anschlieBend 2 Tage bei 50°C gertihrt und anschlieBRend mittels GC-MS analy-
siert (Kapitel 2.2.1 und 2.3.1).
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Abbildung 2: Enzymaktivitat in [BMIM]CI.

GC-MS-Headspace Messung der Gasphase tiber der ionischen Fliissigkeit [BMIM]CI vor der Zugabe von
Substrat (A), nach der Zugabe von Substrat (B), und nach enzymatischer Umsetzung durch CAL-B (C).
Betrachtet wird die Reaktion von Buttersaureethylester mit Butanol zu Buttersaurebutylester und Etha-

|1/

nol (Schema 7). Es wurde 1 ml [BMIM]Cl in ein 20 ml ,,Headspacevial“ Gberfiihrt und gegebenenfalls mit

11 mM Buttersdureethylester und 45 mM Butanol (B) sowie 25 mg immobilisierter CAL-B (C) versetzt.
Die Reaktion wurde anschliefend 2 Tage bei 67°C - 70°C gertihrt und anschliefRend mittels GC-MS analy-
siert (Kapitel 2.2.1 und 2.3.1).

Hierbei wurde die Enzymaktivitdt des Enzyms Candida antarctica Lipase B (CAL-B) in
[BMIM]PFe, [BMIM]OACc, [EMIM]OAc und [BMIM]CI mittels GC-MS und durch Abgleich
mit der Retentionszeit von Standards nachgewiesen.

Im Rahmen dieser Arbeit bezeichnet der Begriff CAL-B eine auf ,Immobeads” immobi-
lisierte Enzympréaparation der CAL-B (Anhang 15). In wenigen Fallen wird allerdings
auch die nicht immobilisierte, sondern lediglich lyophilisierte Enzympraparation der
CAL-B verwendet, welche dann als ,freie CAL-B“ bezeichnet wird (Anhang 16). In den

Kontrollansatzen mit Substrat, aber ohne Enzym, werden keine Reaktionsprodukte
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Abbildung 3: Enzymaktivitdt in [BMIM]OAc.

GC-MS-Headspace Messung der Gasphase tber der ionischen Flissigkeit [BMIM]OAc vor der Zugabe von
Substrat (A), nach der Zugabe von Substrat (B), und nach enzymatischer Umsetzung durch CAL-B (C).
Betrachtet wird die Reaktion von Buttersdureethylester mit Butanol zu Buttersdurebutylester und Etha-
nol (Schema 7). Es wurde 1 ml [BMIM]OACc in ein 20 ml ,,Headspacevial” Gberfiuhrt und gegebenenfalls
mit 11 mM Buttersdureethylester und 45 mM Butanol (B) sowie 25 mg immobilisierter CAL-B (C) ver-
setzt. Die Reaktion wurde anschlieRend 2 Tage bei 50°C gertihrt und anschlieRend mittels GC-MS analy-
siert (Kapitel 2.2.1 und 2.3.1).

nachgewiesen (Abbildung 1B, Abbildung 2B, Abbildung 3B und Abbildung 4B). In der
enzymatischen Umesterung wird die starkste Produktbildung in [BMIM]PFs beobachtet
(Abbildung 1C). In [EMIM]OAc und [BMIM]OAc werden, zusatzlich zu den Substraten

und zu den erwarteten Produkten, Essigsaurebutylester (25) und Buttersauremethyles-

24 19 25 19
ﬁ 0 NN 0 ﬁ o
S G — oo O. A

Schema 8: Veresterung von Acetat aus der ionischen Fliissigkeit [EMIM]OAc (24) mit Butanol (19) zu
Essigsdurebutylester (25).
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Abbildung 4: Enzymaktivitadt in [EMIM]OAc.

GC-MS-Headspace Messung der Gasphase Uber der ionischen Flissigkeit [EMIM]OAc vor der Zugabe von
Substrat (A), nach der Zugabe von Substrat (B), und nach enzymatischer Umsetzung durch CAL-B (C).
Betrachtet wird die Reaktion von Buttersdureethylester mit Butanol zu Buttersdurebutylester (20) und
Ethanol (21) (Schema 7)). Es wurde 1 ml [EMIM]OACc in ein 20 ml ,,Headspacevial” Gberfiihrt und gege-
benenfalls mit 11 mM Buttersaureethylester und 45 mM Butanol (B) sowie 25 mg immobilisierter CAL-B
(C) versetzt. Die Reaktion wurde anschlieRend 2 Tage bei 50°C gerihrt und anschlieBend mittels GC-MS
analysiert (Kapitel 2.2.1 und 2.3.1).

ter nachgewiesen (Abbildung 3C und Abbildung 4C). Essigsdurebutylester ist nur in den
Proben mit Substrat und Enzym nachweisbar und fehlt in den Proben, in denen nur das
Substrat und kein Enzym zugegeben werden (Abbildung 3B, Abbildung 3C, Abbildung
4B und Abbildung 4C). Die Essigsaure, welche fir die Synthese von Essigsdu-

rebutylester notwendig ist, stammt vermutlich vom Anion der ionischen Flissigkeit

18 22 23 21

(o] (o]

5 (0]
/\)J\O/\ * )J\o/ B S— /\)]\o/ * /\OH

Schema 9: Umesterung von Buttersdureethylester (18) mit Essigsauremethylester (22).
Das Substrat Essigsauremethylester (22) wurde nicht zu der ionischen Flissigkeit [EMIM]OAc (24) hinzu-
gegeben, es liegt als Verunreinigung vor.

[o]e]
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Abbildung 5: Enzymatische Acetylierung in Acetat-basierten ionischen Fliissigkeiten.
GC-MS-Headspace Messung der Gasphase Uber der ionischen Flussigkeit [EMIM]OAc nach der enzymati-
schen Umsetzung durch CAL-B. Betrachtet wird die Reaktion von [EMIM]OAc mit Butanol zu Essigsaure-
butylester. Es ist auch moglich, dass Essigsduremethylester oder Essigsaureethylester als Substrat fir die
Synthese von Essigsdurebutylester agieren, da sie als Verunreinigungen in [EMIM]OAc vorhanden sind
(Abbildung 4A). Es wurde 1 ml [EMIM]OACc in ein 20 ml ,,Headspacevial“ Gberfiihrt und mit 45 mM Buta-
nol, sowie 25 mg immobilisierter CAL-B versetzt. Die Reaktion wurde anschliefend 2 Tage bei 50°C ge-
rihrt und anschlieRend mittels GC-MS analysiert (Kapitel 2.2.1 und 2.3.1).

selbst oder von Verunreinigungen der ionischen Flissigkeit mit Essigsauremethyles-
ter (22) und Essigsaureethylester, welche in den kommerziell erhiltlichen ionischen
Flussigkeiten vorhanden sind (Abbildung 3A und Abbildung 4A). Da sich die Peaks von
Essigsaurebutylester und des Substrates Buttersdureethylester (18) teilweise Uberla-
gern, wurde die Synthese von Essigsdurebutylester in Abwesenheit von Buttersdureet-
hylester reproduziert, wobei Essigsaurebutylester erneut nachgewiesen wurde
(Abbildung 5, Schema 8). Eine weitere beobachtete Nebenreaktion in [EMIM]OAc (24)
ist die enzymatische Synthese von Buttersduremethylester, wobei die Methanol-

Komponente vermutlich aus der Verunreinigung der ionischen Fliissigkeiten mit Essig-

sauremethylester stammt (Schema 9, Abbildung 4C). Diese enzymatischen Nebenreak-
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Schema 10: Umesterung von Buttersdauremethylester (23) mit Ethanol (21) zu Buttersaureethylester
(18) und Methanol (27).

tionen stehen einer definierten und effizienten Modifikation von Cellulose entgegen.
So kann die Methanolkomponente der Methylesterverunreinigungen mit den
Substraten, welche bei einer Veresterung von Cellulose eingesetzt werden, reagieren
und dadurch die Veresterungseffizienz der Cellulose verringern. Die definierte Modifi-
kation von Cellulose kann wiederum durch die Veresterung von Acetaten aus der ioni-
schen Flissigkeit an das Cellulosegrundgeriist gestért werden, da neben den ge-
wiinschten Seitenketten auch Acetatseitenketten entstehen. Daher wurde in den

nachsten Experimenten auf Acetat-basierte ionische Flissigkeiten verzichtet.

AulRerdem wurde weiterhin kein Fokus auf [BMIM]PF¢ gelegt, da diese ionische Flissig-
keit Cellulose nicht 16sen kann. Darum wurden weitere Reaktionen in
[BMIM]CI untersucht. Neben der bereits gezeigten Umesterung, ausgehend von Ethyl-
estern, sollte iberprift werden, inwieweit sich auch Methylester als Acyldonoren fir
Umesterungen in [BMIM]CI eignen. Daher wurde in [BMIM]CI die Umesterung von
Buttersauremethylester mit Ethanol zu Buttersdaureethylester und Methanol unter-
sucht (Schema 10). Auch bei dieser Reaktion kbnnen alle Produkte nach der enzymati-
schen Umsetzung nachgewiesen werden, wobei Reaktionsansatze ohne Lipase keine
Produktbildung zeigen (Anhang 2). Zusatzlich zu Umesterungsreaktionen wurde die
Veresterung, ausgehend von Buttersdure (26) und Ethanol zu Buttersdureethylester
und Wasser untersucht (Schema 11). Zunachst wurde hierbei kaum Buttersdureme-

thylester nachgewiesen. Mit dem Ziel, die Produktbildung durch Wasserabzug zu be-

26 21 18

o
/\)j\OH + HON /\)]\o/\ + PN

Schema 11: Veresterung von Buttersaure (26) mit Ethanol (21) zu Buttersdureethylester (18) und Was-
ser.
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glnstigen, wurde die Reaktion in der Gegenwart von Molekularsieb wiederholt, wobei
nun die enzymatische Synthese von Buttersdureethylester in [BMIM]CI gezeigt werden
konnte (Anhang 1).

Die Kontrolle des Wassergehalts fiir die enzymatische Veresterung in [BMIM]CI ist also
ein kritischer Faktor, wahrend Umesterungsreaktionen auch ohne aktive Kontrolle des
Wassergehaltes beobachtet werden. Daher wurde der Fokus in nachfolgenden Experi-

menten auf Umesterungsreaktionen gelegt.
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3.1.2 Enzymatische Synthese von Glucoselaurat in ionischen Fliissigkeiten

28 29 30 31
OY(’\)H\
¢ -OH o n=10
4 5 _0 + \M)k —_— . 6 (o] +
Hoo -\ OH N o —~——————— 4 \s_o AO
OH n=10 H2o !\~ OH
OH

Schema 12: Umesterung von Glucose (28) mit Laurinsdurevinylester (29) zu Glucosemonolaurat (30)
und Acetaldehyd (31).

Der Ester ist an der Position 6 der Glucose eingezeichnet. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wur-
de allerdings nicht die Stereochemie der Esterbindung bestimmt. Die Esterbindung kann also auch an

einer anderen Position erfolgen und ist nur beispielhaft an Position 6 eingezeichnet. Dennoch ist in der

Literatur eine Praferenz der CAL-B fiir die Position 6 beschrieben.?71

Die enzymatische Synthese von Glucoselaurat wurde zundchst in der ionischen Flissig-
keit [BMIMI]CI untersucht, wobei keine CAL-B katalysierte Synthese, ausgehend von
Laurinsdauremethylester, nachgewiesen werden konnte. Enzymaktivitat kann allerdings
in Form der hydrolytischen Spaltung von Laurinsauremethylestern bzw. von Laurinsau-
revinylestern (29) in freie Laurinsdure (32) durch LC-MS nachgewiesen werden
(Schema 13, Kapitel 2.2.2 und 2.3.3). Diese Spaltung wurde bei den Reaktionen mit
Buttersaureethylester in Kapitel 3.1.1 nicht detektiert, da Buttersaure mit der zu Grun-
de liegenden GC-MS-Headspace Analytik — aufgrund ihres hohen Siedepunktes
(163,5°C) — nicht nachgewiesen wird (Schema 7, Abbildung 3). Diese starke Tendenz
zur enzymatischen hydrolytischen Spaltung konnte ebenfalls in der ionischen Flissig-
keit [EMIM]OACc nachgewiesen werden. Um die Effizienz der Glucoselaurat-Synthese zu
erhohen, wurde sie unter Einsatz von aktivierten Laurinsdurevinylestern wiederholt,
wobei die ionischen Flissigkeiten [BMIM]BF4 und [BMIM]PF¢ zusatzlich als Positivkon-
trolle untersucht wurden. Die CAL-B katalysierte Synthese von Glucoselauraten ist in

den ionischen Flissigkeiten [BMIM]BF4 und [BMIM]PFe eindeutig nachweisbar, wobei

29 32 31
(o} (o}
E—
\H%J\O/\ + H’O\H \H%J\OH " AO
n=10 n=10

Schema 13: Hydrolyse von Laurinsdurevinylester (29) zu freier Laurinsdure (32) und Acetaldehyd (31).
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hauptsachlich Glucosemonolaurat, und nur in geringen Mengen Glucosedilaurat, ent-
stehen (Schema 12, Anhang 3). Die Identifikation erfolgte mittels LC-MS, wobei sich bei
positiver lonisierung hauptsachlich das Addukt der Masse von Glucosemonolaurat plus
Ameisensdure minus der Masse eines Protons (M + FA-H: 407,3 m/z), sowie das
Addukt aus zwei Massen minus der Masse eines Protons (2M - H: 723,3 m/z), bildeten
(Abbildung 6). Diese Massen sind in Kontrollen ohne Enzym nicht nachweisbar. Glu-
cosedilaurat wurde lber dieselben Addukte mit den Massenladungsverhaltnisse 589,3

m/z (M + FA - H), sowie 1087 m/z (2M - H), identifiziert (Anhang 4).

Da diese charakteristischen Addukte von Glucosedilaurat in zwei separaten Peaks im
LC-MS-Chromatogramm nachgewiesen werden kdnnen, katalysiert die CAL-B vermut-
lich die Modifikation an mindestens drei der funf Hydroxygruppen der Glucose (28)
und erzeugt somit verschiedene Isomere von Glucosedilaurat (Anhang 3). In
[BMIMI]CI konnten auch nach dem Einsatz von Laurinsdurevinylestern kein Glucoselau-
rat nachgewiesen werden, wobei die CAL-B allerdings erneut die hydrolytische Spal-

tung des Vinylesters zur freien Saure katalysiert (Schema 13). Dieses Ergebnis deutet

M+FA-H
100 ?F
2M-H

80 i
g
E [
g 40 - b

=5 M-H ] M+TFA-H

o4 1 \ ha....L L Ll L . | 1

T T T T
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Abbildung 6: Massenspektrum von Glucosemonolaurat, synthetisiert in [BMIM]BFs durch CAL-B.
Glucosemonolaurat wurde in [BMIM]BF4 mit CAL-B und Laurinsaurevinylester (29) synthetisiert (Kapitel
2.2.2). Die Addukte, die zur Identifikation verwendet wurden, sind jeweils markiert: Masse Glucoselau-
rat: 362,2; Masse - H (M - H): 361,2 m/z; Masse + Chlor (M+Cl): 397,2 m/z; Masse + Ameisensdure - H
(M + FA - H): 407,3 m/z; Masse + Trifluoressigsdure - H (M + TFA- H): 475,0 m/z; 2 x Masse - H (2 x M -
H): 723,3 m/z (Kapitel 2.3.3).
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darauf hin, dass Wasser fiir die hydrolytische Spaltung in [BMIM]CI vorhanden ist und
die Estersynthese mit Glucose in dieser ionischen Flissigkeit nicht enzymatisch kataly-
siert wird bzw. das chemische Gleichgewicht sehr stark auf der Seite der Hydrolyse
liegt. In der ionischen Flussigkeit [EMIM]OAc wurden nach der Vinylester-basierten
Synthese verschiedene Glucoselaurat-Peaks im LC-MS Chromatogramm identifiziert.
Die Menge an Glucoselaurat war allerdings in den Proben mit Enzym deutlich geringer
als in den Kontrollen ohne Enzym. Zudem konnte in den Proben mit Enzym erneut die
Hydrolyse zur freien Fettsdure beobachtet werden (Schema 13). Somit katalysiert die
ionische Flussigkeit [EMIM]OAc die Umesterung von Laurinsaurevinylester mit Gluco-
se zu Glucoselaurat, wahrend die CAL-B die enzymatische Hydrolyse von Estern kataly-
siert (Schema 13). Genauere Untersuchungen hinsichtlich der katalytischen Aktivitat
von [EMIM]OAc werden ab Kapitel 2.2 beschrieben. Aufgrund der grofRen Hintergrund-
Aktivitat bei den Vinylester-basierten Synthesen von Glucoseestern in
[EMIM]OAc wurden keine weiteren enzymatischen Experimente in dieser ionischen

FlUssigkeit durchgefiihrt.

Grundsatzlich ist zu beachten, dass die Loslichkeit von Glucose in den unpolaren ioni-
schen Flissigkeiten [BMIM]BF4 und [BMIM]PFe sehr niedrig ist und nicht der gesamte
Zucker wahrend der Reaktion in Loésung vorlag. Im Gegensatz dazu I6sten die ionischen
Flussigkeiten [EMIM]OAc und [BMIM]CI (5), in denen keine enzymatische Synthese von
Glucoseestern gezeigt werden konnte, die kompletten 14 % w/w der eingesetzten Glu-

cose.

Als nachstes wurde die enzymatische Glucoselauratsynthese in Mischungen aus
[BMIM]CI und [BMIM]BF4 untersucht (Kapitel 2.2.2 und Kapitel 2.3.3). Die Zugabe von
30 % w/w [BMIM]Cl inhibiert die enzymkatalysierte Synthese, sodass weniger als 1 %
Glucoselaurat, im Vergleich zur Synthese in reinem [BMIM]BF4, nachgewiesen wurde.
Eine weitere Erhéhung der [BMIM]CI-Konzentration auf 50 % und 70 % resultierte in
einer noch geringeren Produktbildung (Tabelle 6). Zusatzlich stieg die durch enzymati-
sche Hydrolyse synthetisierte Menge an Laurinsaure in 70 % w/w-igem [BMIM]Cl um
den Faktor drei gegeniiber reinem [BMIM]BF4 (Abbildung 7). Um die Hydrolyse zu be-
grenzen, wurde das Experiment in der Anwesenheit von Wasser-absorbierendem Mol-
sieb wiederholt. Die Menge an Glucosemonolaurat wurde dadurch in reinem
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[BMIM]BF4 fast verdoppelt, wobei sich die Menge an freier Laurinsdure um den Faktor

7,5 reduzierte (Tabelle 6 und Tabelle 7). Bei hoheren Konzentrationen an
[BMIM]CIl war der Effekt von verwendetem Molekularsieb deutlich schwéacher bzw.

nicht beobachtbar (Tabelle 6 und Tabelle 7).

Tabelle 6: Produktverhiltnisse nach der enzymatischen Vinylester-basierten Synthese von Glucoselau-
rat in Mischungen aus [BMIM]BF4 und [BMIM]CI (5).

Ohne Molekularsieb
[;/I:/I\l/l\//lv]v(]il [?;HWN}]VIVS]H Glucosemonolaurat [%]* Laurinsdure [%]*
0 100 55,71 28,51
30 70 0,36 20,17
50 50 0,07 46,78
70 30 0,03 83,10

* Die Produktmenge ist Prozentual zu der hochsten detektierten Produktpeakflache aus Tabelle 6 und

Tabelle 7 im LC-ELSD-Chromatogramm angegeben.

Tabelle 7: Produktverhaltnisse nach der enzymatischen Vinylester-basierten Synthese von Glucoselau-
rat in Mischungen aus [BMIM]BF4 und [BMIM]CI in der Gegenwart von Molekularsieb (3A).

Mit Molekularsieb
[;/E/Ivlvl\//lv]v? [?;“WN}]VIVS]F“ Glucosemonolaurat [%]* Laurinsdure [%]*
0 100 100,00 3,80
30 70 0,79 11,09
50 50 0,14 39,60
70 30 0,07 100,00

* Die Produktmenge ist Prozentual zu der héchsten detektierten Produktpeakflache aus Tabelle 6 und

Tabelle 7 im LC-ELSD-Chromatogramm angegeben.

Der Umstand, dass die Zugabe von [BMIM]CIzu [BMIM]BFs die Glucoselaurat-
Produktion deutlich starker inhibiert, als es die Hydrolyse von Laurinsdure beschleu-
nigt, fihrt zu der Uberlegung, dass neben dem chemischen Gleichgewicht bzw. der
hohen Wasseraktivitdt noch weitere Effekte fiir die reduzierte Glucoselaurat-Synthese
relevant sein kdnnten. Aufgrund der enzymatischen Hydrolyse von Laurinsdureestern
in polaren ionischen Flissigkeiten sind die Interaktion zwischen CAL-B und Laurinsau-

reestern im aktiven Zentrum des Enzyms, sowie die Aktivitat des Enzyms, nachgewie-
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sen. Um zu Uberprifen, ob eine mangelnde Interaktion zwischen Enzym und Gluco-
se ein limitierender Faktor bei der Synthese von Glucoselaurat in [BMIM]Cl ist, wurde
die Reaktion mit héheren Glucosekonzentrationen durchgefiihrt. Hierbei konnten sehr
geringe Mengen Glucoselaurat nachgewiesen werden. Moglicherweise verhindert die
signifikant erhohte Viskositdt von hoch konzentrierten Glucoselésungen in
[BMIM]Cl und dem daraus resultierenden reduzierten Massentransfer, eine noch bes-
sere Synthese. Um die Hypothese der reduzierten Interaktion von Glucose und Enzym
zu untersuchen, wurden weiterfihrende Experimente in dem polaren organischen

Losungsmittel Dimethylsulfoxid durchgefiihrt, welches eine geringere Viskositat als

[BMIM]CI besitzt.
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Abbildung 7: Enzymatische Synthese in Mischungen aus [BMIM]Cl und [BMIM]BFa.

Es wurden jeweils 300 mg der jeweiligen ionischen Flissigkeitsmischung verwendet und mit 50 mg Glu-
cosemonohydrat (0,25 mmol) und 130 pl Laurinsdurevinylester (29) (0,5 mmol) versetzt. AnschlieRend
wurde die Reaktion durch die Zugabe von 25 mg immobilisierter CAL-B gestartet und fiir 16 Stunden bei
50°C und 400 rpm geschiittelt. Die Produktbildung wurde mittels HPLC-ELSD verfolgt und die entstehen-
den Produkte mit LC-MS identifiziert (Kapitel 2.2.2 und Kapitel 2.3.3).
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3 Ergebnisse

3.1.3 Enzymatische Modifikation von Zuckern in polaren organischen
Lésungsmitteln

Die bisherigen Ergebnisse zur Enzymaktivitdt in ionischen Flissigkeiten zeigen, dass
Wasser eine kritische GroRe bei der enzymatischen Vinylester-basierten Synthese von
Glucoseestern darstellt. Dennoch sollte Uberpriift werden, inwieweit eine mogliche
mangelnde Interaktion von Glucose mit Enzym in polaren organischen Losungsmitteln
zu der reduzierten Glucoselaurat-Bildung beitragt. In Glucoselésungen von 2 % w/v -
40 % w/v sind nur sehr geringe Mengen an Glucoselaurat nach enzymatischer Umset-
zung mit CAL-B nachweisbar und die Erhéhung der Glucosekonzentration um den Fak-
tor 40 fuhrt lediglich zu einer 1,72-fachen Steigerung der Glucoselauratkonzentration.
Hierbei entsprechen 40 % w/v Glucose im Experiment einem 2,7-fachen Uberschuss an

Glucose gegenlber der Menge an Laurinsdurevinylester (Abbildung 8). Die Erhéhung
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Abbildung 8: Glucoselauratsynthese in Abhdngigkeit der Glucosekonzentration in DMSO.

Es wurden jeweils 100 pl Laurinsdurevinylester und 500 pl DMSO in ein MikroreaktionsgefaR vermengt.
AnschlieRend wurden jeweils unterschiedliche Mengen Glucosemonohydrat zugegeben um in der
DMSO-Phase die entsprechenden Konzentrationen zu erhalten. Die Reaktionsansatze wurden fir 16
Stunden bei 50°C und 400 rpm geschittelt und die Produktbildung anschlieRend mittels HPLC-ELSD
verfolgt (Kapitel 2.2.2 und Kapitel 2.3.3). Das Experiment wurde zweimal durchgefiihrt, wobei sich die
Messreihen lediglich in der Glucoselauratmenge bei 80 %-iger Glucosekonzentration nennenswert un-
terscheiden. Diese erhohte Varianz der Messung bei diesem Messpunkt kann zum einen durch die er-
hoéhte Viskositdat und zum anderen durch den maoglicherweise exponentiellen Verlauf der Messkurve
begriindet sein.
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der Glucosekonzentration von 40 % auf 60 % bzw. von 2,7 auf 4 Glucosedquivalen-
te fUhrt hingegen zu einer 29-fachen Steigerung der synthetisierten Glucoselaurat-
menge. Anschlieend erhoht sich die Glucoselauratmenge mit ansteigender Glucose-
konzentration auf 80 % weiter (Abbildung 8). Die Synthese bei 60 % w/v Glucose war
ebenfalls mit der Humicola insolens cutinase erfolgreich (Daten nicht gezeigt). Somit ist
die enzymatische Glucoselauratsynthese auch in polaren organischen Losungsmitteln
wie DMSO moglich, sofern ausreichend hohe Glucosekonzentrationen eingesetzt wer-
den. DMSO selbst 16st Cellulose nicht, fliihrt aber zu einem Aufquellen der Cellulose-
Partikel, was die Zuganglichkeit fir Enzyme erhéhen kann. Daher wurden in den fol-
genden Experimenten (Kapitel 3.1.4) hoch konzentrierte Disaccharidlésungen (37,5 %
w/w) in DMSO fur die enzymatische Synthese verwendet, um sich weiter an den poly-
meren Charakter der Cellulose anzunahern. Dieser Ansatz ist in [BMIM]CI nicht durch-
fihrbar, da die groRe Viskositdit von hochkonzentrierten Zuckerlésungen in

[BMIM]CI den Massentransfer und damit die enzymatische Reaktion inhibiert.

Ein Patent von Klohr und Kollegen beschreibt die enzymatische Vinylester-basierte
Modifikation von Cellulose in einer 50 %-igen Mischung aus N-Methylmorpholin-N-oxid
(NMMO, 2) und DMSO.>> Dieses Reaktionssystem wurde auf Basis des Modelsubstrates
Glucose (8 % w/w-igen Glucoseldsung) und unter Verwendung der CAL-B ebenfalls
untersucht. Dieses System verhalt sich dahnlich wie die ionische Flissigkeit [EMIM]OAc:
In der Probe ohne Enzym und mit Laurinsdurevinylester entsteht hauptsachlich Gluco-
semonolaurat, sowie in niedrigen Mengen Glucosedilaurat (Abbildung 9C), wahrend in
den Proben mit Enzym zusatzlich freie Laurinsdure nachweisbar ist (Abbildung 9D).
Somit katalysiert NMMO ebenso wie in [EMIM]OAc die Vinylester-basierte Vereste-
rung von Glucose. Im Gegensatz zu Vinylestern, scheinen Methylester nicht als Sub-
strat flir die durch NMMO-katalysierte Glucose-Veresterung geeignet, da kein Gluco-
semonolaurat nach Umsatz mit Methylestern identifiziert werden konnte (Abbildung
9A). Die Hydrolyse von Laurinsduremethylestern zu freier Laurinsdure wird allerdings
enzymatisch katalysiert (Abbildung 9B). Dieses Ergebnis legt nahe, dass die Vinylester-
basierte Modifikation von Cellulose, die von Klohr und Kollegen beschrieben wurde,
moglicherweise nicht durch das verwendete Enzym, sondern durch die Losungsmittel-

komponente NMMO katalysiert wurde.
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Abbildung 9: Methyl- bzw. Vinylester-basierte Umesterung in NMMO-DMSO-Wasser.

Es wurden jeweils 50 mg Glucosemonohydrat in einer Mischung aus 0,28 mg NMMO, 0,28 ml DMSO und
40 pl Wasser gelost. Anschliefend wurden entweder 100 pl Laurinsauremethylester (A, B) oder Laurin-
saurevinylester (C, D) hinzugegeben und gegebenenfalls 25 mg CAL-B zugesetzt (B, D). AnschlieRend
wurden die Reaktionsansatze fiir 16 Stunden bei einer Temperatur von 50°C und einer Schittelfrequenz
von 400 rpm geschiittelt. Die Bestimmung der Produktbildung erfolgte mit HPLC-ELSD und die Identifika-
tion der Produkte mit LC-MS (Kapitel 2.2.2 und Kapitel 2.3.3).
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3.1.4 Enzymatische Modifikation von Disacchariden
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Schema 14: Umesterung von Cellobiose (58) mit Laurinsdurevinylester (29) zu Cellobiosemonolaurat
(33) und Acetaldehyd (31).

Der Ester ist an der Position 6 der Cellobiose (58) eingezeichnet. Im Rahmen der hier vorliegenden Ar-
beit wurde allerdings nicht die Stereochemie der Esterbindung bestimmt. Die Esterbindung kann also
auch an einer anderen Position erfolgen und ist nur beispielhaft an Position 6° eingezeichnet.

Die bisherigen Experimente deuten darauf hin, dass die enzymatische Veresterung von
Zuckern in polaren organischen Losungsmitteln nur bei hohen Zuckerkonzentrationen
durchgefihrt werden konnen. Da die Cellulose-losende ionische Flissigkeit
[EMIM]OAC die Vinylester-basierte Synthese selbst katalysiert und die ionische Flissig-
keit [BMIMI]CI (5), insbesondere bei hohen Zuckerkonzentrationen und moderaten
Temperaturen (<80°C) eine sehr hohe Viskositdt besitzt, die die Reaktion inhibiert,
wurden folgende Experimente in dem Cellulose-quellenden Losungsmittel
DMSO durchgefiihrt. DMSO ist ein ungiftiges, hochsiedendes polares organisches L6-
sungsmittel, welches 80 % w/v Glucose bei Raumtemperatur vollstdndig I6st. Im Ge-
gensatz dazu ist die Loslichkeit von 80 % w/v Cellobiose (58) bei Raumtemperatur nicht

vollstandig. Daher wurden lediglich 40 % w/v Cellobiose eigesetzt, was immer noch

ausreichend ist, um eine Sattigung von Cellobiose in DMSO zu gewahrleisten.
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Abbildung 10: Vergleich der enzymatischen Synthese von Disaccharidlauraten.

Verglichen wird die enzymatische Synthese von Cellobiosemonolaurat (33), Maltosemonolaurat (34) und
Trehalosemonolaurat (35) nach Umsatz mit CAL-B (A) bzw. Humicola insolens cutinase (B, Kapitel 2.2.2
und Kapitel 2.3.3). Die Peakflache der Produkte der CAL-B ist logarithmisch aufgetragen (A), wahrend bei
der Humicola insolens cutinase eine lineare Darstellung gewahlt wurde (B). Bei der Synthese von Treha-
loselaurat wurden zuséatzlich Trehalosedilaurat detektiert, welches nicht in der Grafik dargestellt wird.
Die Esterbildung ist jeweils am primaren Alkohol eingezeichnet. Da keine stereochemischen Untersu-
chungen durchgefiihrt wurden, kann die Esterbildung auch an anderen Alkoholen erfolgt sein.
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Der Umsatz mit CAL-B lieferte nur sehr geringe Mengen an Cellobiosemonolaurat (33)
(Schema 14). Im Gegensatz dazu zeigt die CAL-B deutlich héhere Umsatze bei der Syn-
these von Maltosemonolaurat (34). Die hochste Aktivitat erzeugte die CAL-B bei der
Synthese von Trehaloselaurat (35), wobei sowohl Trehalosemonolaurat als auch groRe
Mengen an Trehalosedilaurat nachweisbar sind (Abbildung 10A). In diesem Fall korre-
lieren die Unterschiede in den synthetisierten Disaccharidlauraten mit der Loslichkeit
der Disaccharide in DMSO: 40 % w/v Cellobiose 16st sich bei 99°C nicht vollstdandig,
wahrend Maltose und Trehalose bei dieser Temperatur vollstandig gel6st vorliegen. Im
Gegensatz dazu 16st sich Trehalose bereits bei Raumtemperatur vollstandig. Die Kataly-
se der Disaccharidsynthese mit Humicola insolens cutinase resultiert in vergleichbaren
Ergebnissen, wobei Cellobioselaurat nicht nachweisbar ist (Abbildung 10B). Um zu
Uberprifen, ob andere Enzyme eine bessere Synthese von Cellobioselaurat ermdogli-
chen, wurden 19 verschiedene Enzyme getestet (Anhang 15, Anhang 16). Die hochste

Aktivitat zeigt die immobilisierte Schweineleberesterase (PLE), gefolgt von einer Lipase
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Abbildung 11: Enzymaktivitat fiir die Synthese von Cellobioselaurat bei verschiedenen Enzymen.

Die Produktmenge ist prozentual, relativ zu dem Enzym mit der héchsten Enzymaktivitat (PLE immobili-
siert auf Eupergit C), angegeben. Es wurden jeweils 200 mg Cellobiose mit 500 pul DMSO und 100 pul Lau-
rinsdurevinylester vermengt (Kapitel 2.2.2). AnschlieRend wurden 30 mg (bei festen Enzympraparatio-
nen) bzw. 30 pl bei flissigen Praparationen eingesetzt und die Reaktion liber Nacht bei 30°C und 400
rpm geschittelt. Die Bestimmung der Produktbildung erfolgte mit HPLC-ELSD und die Identifikation der
Produkte mit LC-MS (Kapitel 2.3.3).
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aus Aspergillus, der ,freien CAL-B“ und der ,freien Schweineleberesterase” (Abbildung
11). Geringe Aktivitdten konnten auch bei Enzympraparationen von einer Lipase aus
Pseudomonas cepacia und einer Lipase aus Penicillium roqueforti beobachtet werden.
Die bisher verwendete immobilisierte CAL-B zeigt keine nennenswerte Enzymaktivitat

(Abbildung 11).

Nach der enzymatischen Synthese von Cellobioselaurat mit der Schweineleberesterase
(PLE) sind im LC-MS-Chromatogramm vier Peaks identifizierbar, welche die charakteris-
tischen Addukte fiir Cellobiosemonolaurat zeigen (569,3 m/z (M + FA - H) und 1047,3
m/z (2M - H), Abbildung 12). In geringen Mengen ist auch Cellobiosedilaurat mit den
Addukten 751,3 m/z (M + FA - H) und 1411,7 m/z (2M - H) nachweisbar (Anhang 5).
Dies deutet daraufhin, dass die PLE mindestens vier verschiedene Hydroxygruppen der
Cellobiose verestern kann und es sogar moglich ist, zwei unterschiedliche Hydroxyg-
ruppen am selben Molekiil zu modifizieren. Da die PLE die hochste Aktivitat bei der
Synthese von Cellobioselaurat zeigt, wurde sie in weiterflihrenden Experimenten fir

die Modifikation von Cellulose eingesetzt.
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Abbildung 12: LC-ELSD Chromatogramm und zugehdriges Massenspektrum von Cellobiosemonolaurat.
Die zugrundeliegende Synthese wurde bei 30°C fur 16 Stunden mit 30 mg PLE, 100 pl Laurinsaurevi-
nylester und 200 mg Cellobiose durchgefiihrt und anschlieend mit LC-ELSD (A) und LC-MS (B) analy-
siert. Die Addukte, die fir die Identifikation verwendet wurden, sind jeweils markiert: Masse Cellobio-
semonolaurat: 524,3; Masse + Ameisensdure - H (M + FA - H): 569,3 m/z und 2 x Masse - H (2 x M - H):
1047,6 m/z (B, Kapitel 2.2.2 und Kapitel 2.2.3).
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3.1.5 Enzymatische Modifikation von Cellulose

Die enzymatische Veresterung von Cellulose wurde mit Schweineleberesterase (PLE)
durchgeflihrt, da dieses Enzym beim Cellobiosescreening die hochste Enzymaktivitat
fur die Synthese von Cellobiose zeigte. Hierbei wurde mikrokristalline Cellulose ver-
wendet, da diese Cellulosesorte einen geringeren Polymerisationsgrad besitzt, was die
Oberflache der Celluosepartikel erhéht. Nach 16-stiindiger Umsetzung mit PLE und
Laurinsdurevinylester tritt in den FT-IR-Spektren der Celluloseprodukte ein charakteris-
tischer Esterpeak bei ca. 1758 cm™ auf (Abbildung 13A). Dieser Esterpeak ist allerdings
ebenfalls in den Kontrollen ohne Enzym nachweisbar (Abbildung 13B). Nach zusatzli-
chen Waschschritten (Aufreinigung) der Cellulose mit Methanol werden sowohl in
Proben mit Enzym, als auch in den Kontrollen ohne Enzym, keine Esterpeaks beobach-
tet (Abbildung 13D). Die Esterbande einer Celluloselaurat-Probe (Positivkontrolle),
welche in [EMIM]OACc synthetisiert wurde, zeigt im Gegensatz zu der Esterschwingung
(1758 cm), die bei der enzymatischen Synthese beobachtet wurde, ein Esterssignal
bei ca. 1741 cm™ (Abbildung 13C). Dies deutet daraufhin, dass der nach der enzymati-
schen Synthese beobachtete Esterpeak (1758 cm™) durch das Substrat Laurinsiurevi-
nylester hervorgerufen wird, was durch die Messung des FT-IR-Spektrums von Laurin-
saurevinylester bestitigt wurde (1757 cm™) (Anhang 7). Die Messung des FT-IR-
Spektrums von Laurinsduremethylester lag mit 1740 cm™ im Bereich des Esterpeaks
von Celluloselaurat (Anhang 8). Zusatzlich zur PLE wurden noch weitere Enzyme, die
beim Cellobioselaurat-Screening positive Ergebnisse lieferten, getestet. Es konnte al-
lerdings unter den gegebenen Reaktionsbedingungen kein Enzym gefunden werden,
welches die enzymatische Modifikation von Cellulose mit daraus resultierenden cha-

rakteristischen Esterpeaks im FT-IR-Spektrum, katalysiert.
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Abbildung 13: Enzymatische Umsetzung von Cellulose.

Auszug aus FT-IR-Spektren von Cellulose nach Umsatz mit PLE und Laurinsaurevinylester (A); Kontrolle
ohne Enzyme mit 3 Waschschritten (B); Positivkontrolle aus der chemischen Synthese in[EMIM]OAc (C)
und Kontrolle mit 6 Waschschritten (D). Es wurden jeweils 50 mg mikrokristalline Cellulose mit 200 pl
Laurinsaurevinylester und 500 pul DMSO vermengt und gegebenenfalls 30 mg PLE zugesetzt (A). Der
Reaktionsansatz wurde bei 30°C fiir 72 Stunden bei 400 rpm geschittelt (Kapitel 2.2.3). AnschlieBend
wurde die Reaktion durch mehrfaches Waschen mit Methanol (ein Waschschritt entspricht 50 ml Me-
thanol) beendet und das Polymer aufgereinigt. Zuletzt wurde das Produkt bei 70°C fiir zwei Stunden
getrocknet und mittels FT-IR analysiert (Kapitel 2.3.4).
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3.2 Das Zucker-Vinylester-[EMIM]OAc-System
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Schema 15: Vinylester-basierte Synthese von Glucoseestern in [EMIM]OACc.

Die ionische Flussigkeit [EMIM]OACc (24) agiert als Losungsmittel und Katalysator fir die Vinylester-
basierte (15) Umesterung mit Glucose (28) zu Glucoseestern und Acetaldehyd (31). Grundsatzlich kann
die Veresterung von Glucose an allen Hydroxygruppen stattfinden, wobei auch Mehrfachmodifikationen
mit bis zu 4 Laurinsdureseitenketten und einer zusatzlichen Acetatseitenkette detektiert wurden.

Bei Experimenten bezliglich der enzymatischen Veresterung von Glucosein
[EMIM]OAc wurde festgestellt, dass ausgehend von Vinylestern eine Veresterung von
Glucose auch ohne Enzym ablduft (Abschnitt 2.1.3). Diese Reaktion wurde bei unter-
schiedlichen Temperaturen und bei variierenden Reaktionszeiten untersucht. Diese
Experimente sind in Zusammenarbeit mit Julian Wissner im Rahmen einer betreuten
Bachelorarbeit entstanden.?® Zusatzlich sind diese Ergebnisse bereits teilweise in

,Green Chemistry” unter dem Titel ,Homogeneous vinyl ester-based synthesis of diffe-

rent cellulose derivatives in 1-ethyl-3-methyl-imidazolium acetate” veroffentlicht.

3.2.1 Chemische Glucoselaurat Synthese in [EMIM]OAc

Die Vinylester-basierte Synthese von Glucoselaurat flihrt in der ionischen Flissigkeit
[EMIM]OAC zu einer groBen Anzahl von unterschiedlichen Produkten, die mithilfe der
LC-MS und den korrespondierenden Massenspektren analysiert werden konnten (Kapi-
tel 2.3.3 und Kapitel 2.2.4). Die Synthese begann biphasisch, da sich der verwendete
Laurinsdurevinylester nicht mit [EMIM]OAc mischt. Mit voranschreitender Reaktion
bzw. unter Temperatureinfluss bildet das Reaktionsgemisch jedoch eine einzige homo-

gene Phase. Es sind im LC-MS Spektrum Massenaddukte nachweisbar, die den Produk-
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ten Glucosemonolaurat, Glucosedilaurat, Glucosetrilaurat und Glucosetetralaurat zu-
geordnet werden kdonnen (Tabelle 8). Hierbei sind einige Addukte bei negativer lonisie-
rung als Ameisensaureaddukt nachweisbar (M + FA - H). Die meisten Produkte bilden
ein Massenaddukt mit dem Kation der ionischen Flissigkeit, dem 1-Ethyl-3-
methylimidazolium (M + EMIM) (Tabelle 8). Es kénnen LC-MS Addukte fiir Glucosemo-
nolauratmonoacetat, Glucosedilauratmonoacetat, Glucosetrilauratmonoacetat, Gluco-
setetralauratmonoacetat nachgewiesen werden. Es wurden allerdings keine Massen-
addukte von Glucosepentalaurat nachgewiesen. Die Peaks zwischen den jeweiligen
Glucoselauraten und den zusatzlich acetylierten Glucoselauraten sind fir Mono und
Dilaurate/acetate mittels HPLC teilweise trennbar, wahrend bei Glucosetrilaura-
ten/acetaten und Glucosetetralauraten/acetaten keine Auftrennung erfolgte. Anhand
der Doppelpeaks der Monolaurate/acetate und Dilaurate/acetate kann gezeigt wer-
den, dass die Acetylierung deutlich schwacher als die Acylierung mit Laurinsdure ist
(Anhang 6). Dennoch féllt die Acetylierung ins Gewicht und ist nicht vernachlassigbar.
Fiir die anschlieRende semiquantitative Bestimmung der jeweiligen Produkte, wurden
die jeweiligen Glucoselaurate immer mit ihren korrespondierenden Acetaten inte-

griert.

Im Folgenden wird aus Griinden der Vereinfachung immer der Begriff ,Glucoselaurat”
verwendet, obwohl eigentlich eine Peakflache gemeint ist, die sich hauptsachlich aus

Glucoselaurat und teilweise aus Glucoselaurat mit zusatzlicher Acetylierung ergibt.

Es konnte gezeigt werden, dass die grolSte Menge von Glucoselaurat bei ca. 60°C erhal-
ten wird, wahrend bei hdheren und niedrigeren Temperaturen signifikant weniger
Produkt gebildet wird bzw. durch etwaige Folgereaktion weiter umgesetzt wird. Die
Menge an Glucosedilaurat, Glucosetrilaurat sowie Glucosetetralaurat zeigt bei einer
Reaktionszeit von 2 - 4 Stunden ein Maximum, wobei die Produktmenge anschlieRend
wieder abnimmt und nach ca. 18 Stunden zu einem Plateau tendiert. Das zeitliche Ma-
ximum fiir Glucosedilaurat geht dem Maximum fir Glucosetrilaurat voraus (Abbildung
15). Glucosemonolaurat konnte nicht bei jedem Zeitpunkt quantifiziert werden, da der
entsprechende Peak bei hoher Produktbildung mit dem Peak der freien Laurinsdure
Uberlagert und demnach nicht separat integrierbar ist. Daher wurde nur der Verlauf
von Di-, Tri- und Tetralauraten Uber die Zeit abgebildet. Bei der Ermittlung des Tempe-
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raturoptimums war die gemessene Menge an Glucosetetralaurat sehr gering, weswe-

gen sie nicht in der Grafik dargestellt ist. Im Anschluss an die Optimierung der Glu-

coselauratsynthese wurde die Reaktion auf die Celluloseebene libertragen.

Tabelle 8: Produkte, Massen und LC-MS-Addukte der Glucoselauratsynthese in [EMIM]OACc.

Molekal Masse Addukt positivd | Addukt negativ®

Glucosemonolaurat 362,46 473,3 (M+EMIM) 407,3 (M + FA - H)

Glucosemonolauratmonoacetat 449,3 - 449,3 (M + FA - H)

Glucosedilaurat 544,76 655,97 (M+EMIM) 589,3 (M + FA -H)
Glucosedilauratmonoacetat 586,76 697,96 (M+EMIM) -

Glucosetrilaurat 727,76 837,6 (M+EMIM) 771,5 (M + FA - H)
Glucosetrilauratmonoacetat 769,06 879,6 (M+EMIM) -
Glucosetetralaurat 909,36 1020,0 (M+EMIM) -
Glucosetetlauratmonoacetat 951,36 1062,0 (M+EMIM) -
EMIM 111,21 111,21 (M) -

2Kation der verwendeten ionischen Flissigkeiten bildet bei der LC-MS-Analyse Addukte mit dem jeweili-

gen Glucoseester (M+EMIM).

bBei der negativen lonisierung bilden einige Glucoseester Addukte mit Ameisensidure (M + FA - H).
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Abbildung 14: Temperaturabhédngigkeit der Glucoselauratsynthese in [EMIM]OAc.

Es wurden 0,83 mmol/mg Glucose in [EMIM]OAc eingesetzt und mit 2 mol Laurins3urevinylester (29) je
mol Glucose fiir 22 Stunden bei unterschiedlichen Temperaturen und 600 rpm geschiittelt (Kapitel
2.2.4). Die Reaktion wurde in Triplikaten durchgefiihrt. Die semiquantitative Bestimmung der Produkt-
bildung erfolgte mit HPLC-ELSD und die Identifikation der Produkte mit LC-MS (Kapitel 2.3.3).
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Abbildung 15: Zeitkinetik der Glucoselauratsynthese in [EMIM]OAc.

Es wurden 0,83 mmol/mg Glucose in [EMIM]OAc eingesetzt und mit 3 mol Laurinsaurevinylester (29) je
mol Glucose bei 60°C und 600 rpm unterschiedlich lange geschuttelt (Kapitel 2.2.4). Da die Peakhdhe
von Glucosemonolaurat nicht von der Peakflache von freier Laurinsdure getrennt werden konnte, ist
Glucosemonolaurat in der Abbildung nicht beriicksichtigt. Die semiquantitative Bestimmung der Pro-
duktbildung erfolgte mit HPLC-ELSD und die Identifikation der Produkte mit LC-MS (Kapitel 2.3.3). Die
Reaktion wurde in Triplikaten durchgefiihrt.
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3.3 Das Cellulose-Vinylester-[EMIM]OAc-System
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Schema 16: Vinylester-basierte Veresterung von Cellulose in [EMIM]OAc.

Die ionische Flussigkeit [EMIM]OAc (24) agiert als Losungsmittel und Katalysator fir die Vinylester-
basierte Umesterung mit Cellulose (1) zu Celluloseestern und Acetaldehyd (31). Grundsatzlich kann die
Veresterung von Cellulose (1) an allen Hydroxygruppen ablaufen, wobei eine Modifikation mit einem DS
von bis zu 2,9 gemessen wurde.

Die Vinylester-basierte Veresterung von Alkoholen in [EMIM]OAc wurde im vorherigen
Abschnitt bereits anhand der Veresterung von Glucose gezeigt. Zusatzlich wurde der
Einfluss der Parameter Zeit und Temperatur untersucht. Im Folgenden wurde die Reak-
tion auf die Celluloseebene (ibertragen, der Einfluss von Temperatur, Zeit und Sub-
stratmenge erneut untersucht und die Art verwendeten Acyldonoren variiert (Schema
16). Teile der hier gezeigten Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit mit Ann-Katrin

Beurer erhalten, die sie im Rahmen einer betreuten Bachelorarbeit durchgefiihrt hat.®*

Zusatzlich wurden groRe Teile bereits in ,,Green Chemistry” publiziert.
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3.3.1 Synthese, Identifikation und Optimierung

In einer typischen Celluloseester-Synthese wurden 3 % w/w Cellulose in der ionischen
Flussigkeit [EMIM]OAc gel6st und anschliefend bei 80°C mit Vinylestern (2 - 5 mol je
AGU) umgesetzt. Nach der Synthese wurde das Polymer ausgefallt, gereinigt und mit-
tels FT-IR analysiert. Das FT-IR-Spektrum zeigt typische Celluloselaurat-Signale: Im Be-
reich zwischen 3200 cm™ - 3500 cm™ sind die Signale von nicht modifizierten Alkohol-
gruppen der Cellulose zu erkennen, welche deutlich geringer ausfallen, als in dem FT-
IR-Spektrum von reiner Cellulose (Anhang 10). Bei 2921 cm™ und 2852 cm™ erscheinen
Signale der CHz- und CHs-Gruppen der Laurinsdureseitenketten und bei 1741 cm™ das
charakteristische C=0 Stretching einer Esterschwingung. Im Bereich um 1050 - 1150
cm! erscheinen charakteristische Signale von C-C, C-OH und C-H Gruppen des Cellulo-
segrundgeriistes.®> Der Peak bei ca. 1050 cm™ ist charakteristisch fiir die C-O-C Bin-
dung in der glycosidischen Bindung.®® Das Signal bei 721 cm™ ist charakteristisch fur
Alkane mit mehreren Kohlenstoffatomen, kann also in diesem Fall der Laurinsau-

re zugeordnet werden (Schema 16). Um das Produkt der Vinylester-basierten Synthese
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Abbildung 16: Typisches FT-IR-Spektrum von Celluloselaurat.
Celluloselaurat wurde unter der Verwendung von 3 mol Laurinsdurevinylester je AGU bei 80°C innerhalb
von 4 Stunden synthetisiert und anschlieBend durch Waschen mit Methanol aufgereinigt (Kapitel 2.2.5

und Kapitel 2.3.4). Einige charakteristische Peaks des Polymers sind im Spektrum ihren zugrundeliegen-
den Strukturmerkmalen zugeordnet.
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weiter zu charakterisieren, wurde ein *H-NMR Spektrum aufgenommen. Die Signale
der Anhydroglucoseeinheit (AGU) des Cellulosegrundgeristes sind bei einer Verschie-
bung von 3,50 - 5,50 ppm sichtbar. Zusatzlich konnen die Signale bei einer Verschie-
bung von 2,20 - 2,40 ppm dem a-Kohlenstoff, sowie die Signale bei 1,40 - 1,70 ppm
den B-Kohlenstoff des veresterten Laurates zugeordnet werden. Die Signale bei
1,10 - 1,35 ppm sind charakteristische Alkan-Signale, welche von den inneren Kohlen-
wasserstoffen der Laurinsdure hervorgerufen werden, wahrend das Signal bei
0,85 - 0,90 ppm der terminalen Methylgruppe zugeordnet werden kann (Schema 16).
Aus dem Verhaltnis der Peakflache der terminalen Methylgruppe und der Peakflache

der AGU lasst sich der Substitutionsgrad des Celluloseesters berechnen (Kapitel 2.3.4).

Auf Basis dieser NMR-Analytik wurde der Einfluss der Menge an Laurinsdurevinyles-
ter auf den Substitutionsgrad der Cellulose untersucht. Bei der Verwendung von 2 mol
je AGU wird ein Substitutionsgrad von 1,6 und bei 3 mol je AGU ein Substitutionsgrad
von 2,4 erhalten. Bei einer Verwendung von einem leichten Substratiberschuss von 4
mol je AGU wurde eine fast vollstandige Substitution von 2,9 erreicht, wobei eine wei-

tere Erhéhung des Acyldonors auf 5 mol je AGU in keiner weiteren Steigerung der Sub-

r[reI]
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2 4
°W 1

n I

1 OAc 2 —

n=8 AGU v 3\ i
i 0

Abbildung 17: Struktur und korrespondierendes *H-NMR von Celluloselaurat.

Celluloselaurat wurde unter der Verwendung von 3 mol Laurinsaurevinylester je AGU bei 80°C innerhalb
von 4 Stunden synthetisiert und anschlieRend durch Waschen mit Methanol aufgereinigt (Kapitel 2.2.5
und Kapitel 2.3.4). Die einzelnen Peaks sind mit Nummern und Zeichen benannt, die den Abgleich mit
der chemischen Struktur ermdéglichen. Das mit ,OAc” markierte Signal kann dem a-Kohlenstoff von
zusatzlich gebundenem Acetat zugeordnet werden.

JL



3 Ergebnisse

stitutionsgrades (DS = 2,8) resultierte (Tabelle 9). Nachdem der Einfluss der Substrat-
menge untersucht wurde, schlossen sich Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur
an. Bei Reaktionstemperaturen von 43 - 64 °C werden niedrigere Substitutionsgrade
als 2,1 gemessen, wahrend die héchsten Substitutionsgrade bei den Synthesetempera-
turen von 74°C bzw. 80°C gemessen werden. Hohere Synthesetemperaturen von 90°C
oder 110°C fiihren zu niedrigeren Substitutionsgraden (Abbildung 18). Als nachstes
wurde der Einfluss der Reaktionszeit auf die Celluloselauratsynthese bei 80°C und einer
Substratmenge von 3 mol je AGU untersucht. Innerhalb der ersten 30 Minuten verlauft
die Reaktion sehr schnell und erreicht Substitutionsgrade von ca. 2,1. Nach 60 Minuten
ist die Reaktion beendet und es werden DS-Werte zwischen 2,1 und 2,4 gemessen. Es
wird in den anschlieBenden drei Stunden keine weitere Zunahme oder Abnahme im

Substitutionsgrad beobachtet (Abbildung 19).

Tabelle 9: Einfluss der Menge von Laurinsdurevinylester auf den Substitutionsgrad.

Laurinsdurevinylester
Produkt* reviny DS
[mol je AGU]
2 1,6
3 2,4
Celluloselaurat
4 2,9
5 2,8

* Die Synthesen wurden bei 80°C und einer Reaktionszeit von 4 Stunden in Triplikaten durchgefiihrt
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Abbildung 18: Temperaturabhangigkeit der Vinylester-basierten Celluloselauratsynthese.

Die Celluloselauratsynthese in [EMIM]OAc wurde mit 3 mol/AGU Laurinsdurevinylester bei einer Reakti-
onszeit von 4 Stunden und variierenden Temperaturen in Triplikaten durchgefiihrt (Kapitel 2.2.5 und
Kapitel 2.3.4). Die Bestimmung des DSiaurat-Wertes erfolgte mittels *H-NMR. Der Verlauf des Graphen
wird mit einem ,,Smoothing Spline” angenahert, um einen moéglichen Verlauf anzudeuten.
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Abbildung 19: Reaktionskinetik der Celluloselauratsynthese bei 80°C.

Die Celluloselauratsynthese in [EMIM]OAc wurde mit 3 mol/AGU Laurinsdurevinylester bei 80°C in
Triplikaten durchgefiihrt (Kapitel 2.2.5 und Kapitel 2.3.4). Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden Pro-
ben entnommen und der Substitutionsgrad mittels *H-NMR bestimmt. Der Verlauf des Graphen wird mit

einem ,Smoothing Spline” angendhert, um einen moglichen Verlauf anzudeuten.
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3.3.3 Vergleich der Synthese mit anderen Syntheserouten

Um die Bedeutung der Vinylester-basierte Synthese besser abschatzen zu kénnen,
wurde sie mit einer auf Fettsdurechloriden-basierenden Synthese von Barthel und
Heinze, welche in der Literatur sehr h3ufig zitiert und angewendet wurde, verglichen.?
Daflir wurde die Synthese in der ionischen Flissigkeit [BMIM]CI reproduziert und das
Produkt dem Produkt der Vinylester-basierten Synthese gegeniibergestellt (Tabelle
10). Sowohl die Synthese nach Barthel und Heinze als auch die Vinylester-basierte Syn-
these wurden bei dquimolaren Substratmengen und einer Synthesetemperatur von
80°C durchgefiihrt (Kapitel 2.2.5 und Kapitel 2.2.8). Nach den Synthesen zeigte die Re-
aktionsmischung nach Barthel eine deutliche Schwarzfarbung, wahrend die Reakti-
onsmischung der Vinylester-basierten Synthese einen leichten Braunton besal3. Es wa-
ren deutlich mehr Waschschritte mit Methanol notwendig, um das Produkt der Fett-
saurechlorid-basierten Synthese zu reinigen, als bei der Vinylester-basierten Synthese.
Dennoch liefern beide Synthesen Celluloselaurat mit einem vergleichbaren Substituti-
onsgrad von 2,4 bzw. 2,3 (Tabelle 10). Das Molekulargewicht der Produkte unterschei-
det sich jedoch signifikant. Wahrend das Massenmittel My, bei ca. 280.000 g/mol und
das Zahlenmittel M, bei 90.000 g/mol fur die Vinylester-basierte Synthese lag, fuhrt
die Lauroylchlorid-basierte Synthese zu einem My, von 9.000 und einem M, von 6.000

(Kapitel 2.3.2). Die Fettsaurechlorid-basierte Synthese liefert also deutlich kleinere

Celluloseester, obwohl die gleiche Cellulose fiir die Synthesen eingesetzt wurde.

Tabelle 10: Vergleich der Vinylester-basierten Synthese mit der Fettsdurechlorid-basierten Synthese*.

. Menge an .
Acyldonor F:Ers];isclt\:it Acyldonor T?or(r:l]p. Z[El]t DS [ ;\:Inwol] [ /l\r/nlqnol]
g [mol je AGU] g g
Laurinsaure- - e\ noAc 3 80 4 2,4 | 280.000 | 90.000
vinylester
Lauroylchlorid [BMIM]CI 3 80 2 2,3 9.000 6.000

* Die Fettsdurechlorid-basierte Synthese wurde gemaR den Vorschriften von Barthel und Heinze durch-

gefiihrt.3®
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3.3.4 Acetylierung als unerwiinschte Nebenreaktion

Wie bereits in Kapitel 2.1.2 beschrieben, ist die enzymatische Veresterung von Alkoho-
len in [EMIM]OAc mit definierten Acylgruppen unselektiv, da auch die Acetate der io-
nischen Flussigkeit von dem Enzym als Substrat akzeptiert werden. Diese Acetylie-
rungsproblematik ist jedoch nicht auf Enzyme beschrankt, da bereits gezeigt worden
ist, dass auch die Verwendung von reaktiven Acyldonoren, wie beispielweise Carbon-
saurechloride oder Carbonsdureanhydride (14), die Acetate der ionischen Flussigkeit
aktivieren und somit zu einer zusatzlichen Acetylierung der Cellulose fiihren.334* Das
Ausmald der zusatzlichen Acetylierung der Cellulose bei der Vinylester-basierten Syn-

these wurde im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit untersucht.
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Abbildung 20: 'H-NMR-Nachweis der unerwiinschten Celluloseacetylierung.

Die Synthese von Celluloselaurat wurde in [BMIM]CI durchgefiihrt, wobei 3 mol je AGU Lauroylchlorid
verwendet wurden, wahrend in [EMIM]OAc 3 mol je AGU Laurinsaurevinylester eingesetzt wurden (Ka-
pitel 2.2.5 und Kapitel 2.2.8). Fir die Synthese von Cellulosepalmitat wurden 3 mol je AGU Palmitins&u-
revinylester in [EMIM]OAc verwendet. Das Signal der Protonen des a-Kohlenstoffs der Fettsdureseiten-
ketten ist mit ,,1“ gekennzeichnet, wahrend das Signal des a-Kohlenstoffs von Celluloseacetat mit ,,2“
gekennzeichnet ist (Kapitel 2.3.4). Das Celluloselaurat, welches in [BMIM]CI synthetisiert wurde, zeigt
keine zusatzliche Acetylierung, da kein Acetat als Anion in der ionischen Flissigkeit zur Verfliigung steht.
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Die Bildung von Acetatestern wurde bereits auf Basis von Glucose gezeigt, da neben
den Glucoselauraten auch Glucoselauratmonoacetate nachgewiesen wurden (Kapitel
3.2.1, Anhang 6). Diese zusatzliche Acetylierung der Glucose ist deutlich geringer als
die Acylierung durch den jeweiligen Vinylester. Ein genaues Verhaltnis zwischen acety-
lierten und nicht acetylierten Glucoselauraten konnte bei der Analyse der Glucoseester
nicht bestimmt werden, da die jeweiligen Peaks nicht vollstandig getrennt wurden

(Anhang 6).

Die  zusatzliche Acetylierung bei der Synthese von Celluloseestern in
[EMIM]OAc konnte mittels *H-NMR analysiert werden. Der a-Kohlenstoff der Car-
bonylgruppe von Cellulosefettsaureestern, welche nach Barthel in
[BMIMI]CI synthetisiert wurden, ergibt chemische Verschiebungen zwischen 2,10 ppm
und 2,55 ppm. Im Gegensatz zu diesem Celluloseester zeigen Cellulosefettsaureester,
welche in [EMIM]OAC synthetisiert wurden, eine zusatzliche Acetylierung. Dies kann im
IH-NMR anhand eines zusatzlichen Signals bei 2,15 ppm gezeigt werden, welche der
Methylgruppe von Celluloseacetaten zugeordnet werden kann (Abbildung 20). Die ge-
naue Bestimmung des Acetat-Substitutionsgrades von hoch substituierten Cellulose-
fettsdureestern war nicht moglich, da die Signale im *H-NMR nicht vollstandig getrennt
werden konnten (Abbildung 20). Bei der Analyse von niedrig substituierten Cellulosee-
stern konnten die Signale jedoch getrennt werden, was die Bestimmung des Acetylie-
rungsgrades ermoglichte. Nach Celluloselaurat-Synthesen, ausgehend von Lauroylchlo-
rid, Laurinsdureanhydrid oder Laurinsaurevinylester wurde jeweils der Acetylierungrad
(DSacetat) bestimmt und relativ zum Acylierungsgrad von Laurinsaure (DSiaurat) betrach-

tet.

Die Reaktion, ausgehend von Lauroylchlorid und Laurinsdureanhydrid flihrt hauptsach-
lich zur Acetylierung, wahrend die Acylierung mit Laurinsaure deutlich schwacher aus-
fallt. Das hoch reaktive Lauroylchlorid flihrt zu einer 88,2 %-igen Acetylierung, wah-
rend das etwas weniger reaktive Laurinsdaureanhydrid eine 83,3 %-ige Acetylierung
aller substituierten Alkoholgruppen (DStotal) zeigt (Tabelle 11). Im Gegensatz dazu fihrt
der Umsatz mit Laurinsdurevinylester zu einer 11,1 %-igen Acetylierung und dement-
sprechend zu einer 88,9 %-igen Acylierung der Cellulose. Zusatzlich zu der hohen Ace-
tylierung bei der Verwendung von Lauroylchlorid und Laurinsdureanhydrid wurde eine
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insgesamt geringere Substitution (DSrotal) von 0,34 bzw. 0,36 beobachtet, welche nied-
riger liegt als bei der Vinylester-basierten Synthese, bei der bei gleichen Substrataqui-
valenten der Substitutionsgrad tber 2,1 lag (Abbildung 19). Die Menge der Acetylie-
rung variiert nicht nur mit der Verwendung von unterschiedlich aktivierten Carbonsau-
ren (Fettsaurechloride, Anhydride, Vinylester), sondern auch mit der Verwendung von
unterschiedlichen Seitenketten. Die Verwendung von sterisch anspruchsvollem und
sehr unpolarem Palmitinsaurevinylester resultiert in einer Acetylierung von 20,0 %
(Tabelle 11). Im Gegensatz dazu fiihren die kiirzeren polareren Substrate, Laurinsaure-
vinylester und Octansdurevinylester, zu einer geringeren Acetylierung von 11,1 % bzw.
6,3 %. Die polaren Substrate Pivalinsdurevinylester (37) und Benzoesdurevinyles-
ter (36) resultieren in einer ebenfalls niedrigeren prozentualen Acetylierung zwischen
4 % und 5 %. Der moderat unpolare 2-Ethylhexansdurevinylester (38) flihrt hingegen
zu einer Acetylierung von 18,1 % bei einem reduzierten DStotal Von 1,1, wahrend der
komplexe und verzweigte Neodecansaurevinylester mit 26,3 % die hochste Acetylie-
rung der Cellulose bei gleichzeitig niedriger Totalsubstitution bewirkt (Tabelle 11,

Schema 17).

Tabelle 11: Substitutionsmuster von verschiedenen Celluloseestern.

Menge an %-DScetat
Acyldonor Acyldonor DSacyldonor | DSacetat | DStotal o1 %
[mol je AGU] (%]
Octansaurevinylester (Cs) 2 1,5 0,1 1,6 6,3
Laurinsaurevinylester (C12) 2 1,6 0,2 1,8 11,1
Palmitinsaurevinylester (Cise) 2 1,6 0,4 2,0 20,0
Benzoesdurevinylester 3 2,3 0,1 2,4 4,2
Pivalinsdurevinylester 3 2,1 0,1 2,2 4,5
2-Ethylhexansdurevinylester 3 0,9 0,2 1,1 18,1
Neodecansdurevinylester 3 0,24 0,086 0,326 26,3
Lauroylchlorid 3 0,04 0,3 0,34 88,2
Laurinsdureanhydrid 3 0,06 0,3 0,36 83,3

* Gibt den prozentualen Anteil der Acetylierung an der Gesamtsubstitution (DStotal) an.
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Schema 17: Zusatzliche Acyldonoren, welche fiir die Celluloseester-Synthese eingesetzt wurden.
Dargestellt sind Benzoesaurevinylester (36), Pivalinsaurevinylester (37) und

2-Ethylhexansaurevinylester (38).
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3.3.5 Zusdtzliche Funktionalisierungen von Cellulose

Neben Cellulosefettsdaureestern wurden, wie bereits im vorherigen Abschnitt vorweg-
genommen, andere Carbonsaureseitenketten durch die Vinylester-basierte Synthese
an Cellulose gebunden. Beispielsweise konnte Cellulosebenzoat mit einem DSgenzoat VON
2,3 und einem DSacetat von 0,1 synthetisiert werden. Das FT-IR-Spektrum des erhalte-
nen Cellulosebenzoats zeigt charakterisitische Peaks: Bei 1711 cm™ (C=0 im Ester
(0O=C-0-R)), bei 1264 cm™ (C-O im Ester (O=C-O-R)), bei 3067 cm™ (Benzolring C-H-
Valenzschwingung), bei 1601 cm™ und 1451 cm™ (aromatische Ringschwingungen
(C=C)) und bei 707 cm™ (C-H-Deformationschwingungen des Aromaten (Anhang 9).’
Das 'H-NMR-Spektrum bestitigt ebenfalls die Bildung von Cellulosebenzoat durch cha-
rakteristische Aromatensignale bei 6 = 6,80 - 8,20 ppm (Aromatische Protonen, 5H)
und charakteristische Signale des Cellulosegrundgeristes bei 2,80 - 5,50 ppm (Signale
des Cellulosegrundgeriistes (AGU), 7H). Ein weiteres Signal bei 6 =1,55-2,10 ppm
konnte wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben, zusatzlich gebundenem Ace-

tat zugeordnet werden.

Neben Cellulosebenzoat wurde auch Celluosepivalat mit einem DSpivalat von 2,1 und
einem DSacetat von 0,1 durch die Vinylester-basierte Synthese produziert (Tabelle 11).
Die sieben Protonen des Cellulosegrundgeristes (AGU) ergeben Signale bei
6=3,00-5,50 ppm, wahrend die Methylgruppen dem Signal bei § =1,30-0,90 ppm
zugeordnet werden kdonnen (9H, Abbildung 21A). Die Protonen des a-Kohlenstoffs von
zusatzlich gebundenem Acetat flihren zu einem kleinen Signal bei ca. 2 ppm (3H). Das
korrespondierende FT-IR-Spektrum zeigt ebenfalls charakteristische Peaks fiir Cellulo-
sepivalat: Bei 2972 cm™ und 2875 cm™ (C-H Valenzschwingung innerhalb der CHs
Gruppe), bei 1732 cm™? (C=0 im Ester (O=C-O-R), bei 1461 cm™ und 1481 cm™ (C-H
asymmetrische Deformationsschwingung innerhalb der CH3-Gruppe) und bei 1397 cm™
und 1367 cm™ (charakteristische Signale fur die t-Butylgruppe des Pivalates) (Anhang
11).%7

Zusatzlich wurde noch das verzweigte Cellulose-2-ethylhexyloat mit einem
DS-£thylhexyloat UNd DSacetat von 0,2 synthetisiert. Das *H-NMR Spektrum zeigt charakte-

ristische Signale: Die zwei terminalen Methylgruppen (g, y‘) fihren zu Signalen bei
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Abbildung 21: Struktur und *H-NMR Spektrum von Cellulosepivalat und Cellulose-2-ethylhexyloat.
Cellulosepivalat (A) und Cellulose-2-ethylhexyloat (B) wurden in [EMIM]OAc mit 3 mol je AGU des jewei-
ligen Vinylesters bei 80°C synthetisiert (Kapitel 2.3.4). Der ,,O0Ac“-Peak kann den Protonen des
a-Kohlenstoffs von zusatzlich gebundenem Acetat zugeordnet werden. Die restlichen Signale kénnen
durch Abgleich mit den links dargestellten Strukturen zugeordnet werden.

6 =0.95 - 0.70 ppm (6H), die Protonen der y- und &-Kohlenstoffe der Hexylgruppe re-
sultieren in Signalen bei 6 = 1,35 - 1,10 ppm (4H) und die Protonen des B-Kohlenstoffes
der Hexylgruppe und der B‘-Kohlenstoff der Ethylseitenketten ergeben Signale bei
6=1,65-1,35 ppm (Abbildung 21B). Zusatzlich gebundenes Acetat flihrt zu Signalen
bei 1,85 - 2,10 ppm (3H). Die sieben Protonen des Cellulosegrundgeriistes (AGU) fiih-
ren zu Signalen bei 6 = 3,00 - 5,50 ppm. Im FT-IR-Spektrum waren ebenfalls charakte-
ristische Signale beobachtbar: Im Bereich von 3500 cm™ nicht-substituierte Alkoholsig-

nale, bei 2872 cm™ und 2958 cm™ (C-H-Valenzschwingungen) und bei 1732 cm™ (C=0
im Ester (O=C-0O-R), Anhang 12).

Des Weiteren wurde Celluloseneodecanoat synthetisiert, wobei die Synthese mit 3 mol

Neodecansaurevinylester je AGU zu einem DSneodecanoat Von 0,24, einem DSacetat VON
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0,086 und einem RDS von 0,22 fiihrt, wahrend die Synthese mit 10 mol Neodecansdu-
revinylester je AGU zu einem RDS von 0,43 fiihrt, wobei hier der DSneodecanoat-Wert und
DSacetat-Wert, aufgrund der Unloslichkeit des Produktes nicht durch *H-NMR analysiert
werden konnte. Das 'H-NMR-Spektrum von Celluloseneodecanoat (DS =0,22) zeigt
charakteristische Neodecansauresignale im Bereich zwischen 0,70 und 1,80 ppm, zu-
satzliche Acetatsignale bei 2 ppm und AGU-Signale zwischen 3,10 ppm und 5,10 ppm
(Anhang 17). Da Neodecansaure aus unterschiedlich verzweigten Isomeren der Decan-
saure besteht, kdnnen die einzelnen Signale nicht eindeutig spezifischen Strukturen
zugeordnet werden. Das Zeichnen aller moglichen Isomere und die Vorhersage ihrer
chemischen Verschiebung mit dem Programm ,ChemDraw” ergeben jedoch, dass alle
Neodecanprotonen eine chemische Verschiebung unter 1,8 aufweisen miissen. Daher
kénnen alle Signale im *H-NMR unterhalb von 1,8 Neodecansiureestern zugeordnet
werden. Das FT-IR-Spektrum zeigt im Bereich von 3500 cm™ nicht substituierte Hydro-
xygruppen-Signale, bei 2872 cm™ und 2929 cm™? C-H-Valenzschwingungen und bei
1727 cm! ein charakteristisches O=C-O-R Signal (Anhang 18).
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3.4 FT-IR-Analytik und relativer Substitutionsgrad (RDS)

Wie bereits im letzten Abschnitt angewendet, kann die FT-IR-Analytik genutzt werden,
um Celluloseester qualitativ anhand charakteristischer Signale zu identifizieren. Hierbei
ist die FT-IR-Analytik fur sich alleine meist nicht ausreichend, um ein Produkt zu identi-
fizieren, jedoch kann sie in Kombination mit anderen Analysemethoden, wie beispiels-
weise NMR oder Massenbestimmung sehr nitzlich bei der Identifikation von Substan-
zen sein. Zusatzlich zu qualitativen Aussagen kann die FT-IR-Analytik auch zur quantita-
tiven Bestimmung von Substanzen nach dem Lambert-Beerschen Gesetz eingesetzt
werden. Da im Laufe der hier vorliegenden Arbeit eine groRe Anzahl von FT-
IR-Spektren von verschiedenen Celluloseestern mit unterschiedlichen Substitutions-
graden und unterschiedlichen funktionellen Gruppen vorlagen, wurde die Anwendbar-

keit der Substitutionsbestimmung mittels FT-IR-Analytik untersucht.

Ein sehr charakteristisches Signal der synthetisierten Celluloseester ist das Estersignal
welches zwischen 1720 - 1743 cm™ auftritt. Ein anderes, fiir das Cellulosegrundgeriist
charakteristische Signal, erscheint bei 1019 - 1070 cm™ und kann der glycosidischen
Bindung des Cellulosegrundgeriistes zugeordnet werden.®® Das Verhiltnis zwischen
Estersignal und dem Signal des Cellulosegrundgeriistes sollte proportional zum DS sein,
da dieselben Teile des Celluloseesters in Beziehung zueinander gesetzt werden: Cellu-
losegrundgeriist und Seitenkette. Daher wurde anhand der FT-IR-Spektren ein soge-

nannter ,relativer Veresterungsgrad” nach Formel 12 und Formel 13 definiert:

Formel 12: Berechnung der Absorption.

Absorption [%] = 100 — Transmission [%]

Formel 13: Berechnung des RDS-Wertes.

__ Absorption (1720 — 1743 cm™")
~ Absorption (1019 — 1070 cm™1)

RDS

Die Auswahl der charakteristischen Peaks und das Ablesen der jeweiligen Transmission
ist in Abbildung 20 schematisch dargestellt. Die Korrelation zwischen — mittels FT-IR
gemessenem RDS und aus 'H-NMR-Spektren abgeleitetem DS — wurde anhand einer

Vielzahl von unterschiedlichen Celluloseestern, mit variierenden Seitenketten und vari-
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der RDS-Berechnung.

Die bedeutenden Peaks sind ihren zugehorigen Strukturelementen zugeordnet. Die Synthese von Cellu-
loselaurat erfolgte unter Verwendung von 3 mol Laurinsdurevinylester je AGU bei 80°C innerhalb von 4
Stunden (Kapitel 2.2.5). Die Peaks bei 1741 cm™ kann der C=0-Valenzschwingung eines Esters zugeord-
net werden. Das Cellulosesignal bei 1062 cm™ wird durch die glycosidische Bindung der Cellulose her-
vorgerufen. Das hier gezeigte Spektrum zeigt gemaR Formel 12 und Formel 13 einen RDS-Wert von 0,96.
ierendem Substitutionsgrad, untersucht. In den Datensadtzen sind sowohl RDS-
DS-Paare von Celluloselaurat, Celluloseoctanoat, Cellulosepalmitat, Celluloseneode-
canoat, Cellulose-2-ethylhexyloat und Cellulosepivalat enthalten. Der RDS-Wert steigt
mit ansteigendem DS der Celluloseester. Im RDS-Bereich von 0,3 bis ca. 1,0 bzw. im DS-
Bereich zwischen 0,24 und 2,3 ergibt sich eine lineare Regression mit einem Be-
stimmtheitsmall von 0,94 (Abbildung 23A). Dieses relativ hohe Bestimmtheitsmal
spricht fir einen linearen Zusammenhang zwischen RDS und DS in den definierten
Grenzen der Regression. Um die Robustheit des RDS-Wertes zu Uberprifen, wurden
ein Celluloselaurat mit einem RDS von 0,76 mit unterschiedlichen Mengen an modifi-
zierter Cellulose gemischt und der RDS-Wert der Mischung gegen den prozentualen

Anteil an Celluloselaurat aufgetragen (Abbildung 23B). Fliir RDS-Werte > 0,2 scheint ein

relativ guter linearer Zusammenhang zwischen RDS und Menge an Celluloselaurat zu
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bestehen. Fir niedrige RDS-Werte wird der RDS, aufgrund eines schlechteren Signal-

Rausch-Verhaltnisses inakkurat (Abbildung 23B).
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Abbildung 23: Charakteristische Beziehungen des RDS-Wertes.
Die Korrelation von RDS-Werten, welche aus FT-IR-Spektren abgeleitet wurden und DS-Werten, welche
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durch *H-NMR-Analytik bestimmt wurden (A). Zusatzlich wurden ein Celluloselaurat mit einem RDS von
0,76 mit nativer Cellulose vermengt und der RDS-Wert der Mischungen gegen den Anteil an Cellulo-
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3.5 Upscaling und Recycling der Vinylester-basierten Synthese

Um die Anwendbarkeit der vorgestellten Vinylester-basierten Synthese im gréoReren
Malstab zu untersuchen, wurde die Reaktion auf ein Losungsmittelgewicht von 2,5 kg
hochskaliert (Abbildung 24). Im Rahmen dieses Upscalings wurden weitere Parameter
wie Massenbilanz und Recycling der beschriebenen Synthese genauer untersucht.
Nach einer durchgefiihrten Synthese wurde die ionische Flissigkeit recycelt und erneut
fir die Synthese eingesetzt, wobei insgesamt drei Synthese-Recycling-Zyklen durchlau-
fen wurden. Die gesamte Prozedur der Synthese und des Recyclings wurde allerdings
nicht reproduziert, da die hohen Kosten fiir die ionische Fliissigkeit eine Reproduktion
mit neuer ionischer Flissigkeit erschweren. Die aus dem Upscaling- bzw. Recycling-
Experiment gewonnenen Erkenntnisse, wie beispielsweise Nebenreaktionen wurden

jedoch im kleineren MaRstab reproduziert und verifiziert.

Zeitskala
2,5 kg [EMIM]OAc
: 80°C, 1h
~91%
. .. %——
Tag 1 Recyclingeffizienz 77 g Cellulose
N (3 % w/w)
Losen von Cellulose
80°C, 16 h
l 432 g C;,-Vinyl
(4 mol /AGU)
Recycling der Veresterung von Cellulose
Tag 2 ionischen 80°C, 4 h
Fliissigkeit
2,51H,0
Evaporation
Ve !:IZO Ausfallen des Produkts
(95°C) Raumtemperatur
1.) Sedimentation (16 h ) und Abtrennung des Produktes
. I 2.) Waschen des Produktes mit 4 x 2,5 | MeOH
Flussige Phase 3.) Trocknen fiir 14 Stunden bei 70°C
Tag 3

233 g Celluloselaurat

Abbildung 24: Flussdiagramm der Celluloselauratsynthese.

Das Flussdiagramm stellt am Beispiel der ersten Synthese des Upscaling den Prozessablauf dar. Die Zeit-
skala am linken Rand unterteilt den Prozess in die jeweiligen Synthesetage. Die Losezeit wird im Flussdi-
agramm mit 16 Stunden angegeben, wobei zu beachten ist, dass sich diese Losezeit mit voranschreiten-
dem Recycling der ionischen Flussigkeit verkirzt (Kapitel 3.6).
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3.5.1 Das Upscaling (1. Synthese)

Die  Vinylester-basierte  Synthese von Celluloselaurat wurde in 2,5kg
[EMIM]OACc durchgefiihrt (Kapitel 2.2.6). Im ersten Reaktorlauf wurden 3 % w/w (77 g)
Cellulose innerhalb von 16 Stunden bei 80°C gelost. Anschliefend wurde die Reaktion
durch Zugabe von 4 mol (413,6 g) Laurinsaurevinylester je AGU gestartet, was nach 4 h
Reaktionszeit zu 233 g Celluloselaurat fuhrte (Abbildung 24). Das erhaltende Cellulo-
selaurat liegt als weilles Pulver vor und besitzt einen DSiaurat Von 2,3 (Tabelle 12). Die
Menge an zusatzlicher Acetylierung konnte aufgrund der schlechten Signaltrennung im
'H-NMR nicht genau bestimmt werden. Eine grobe Abschatzung, basierend auf Ver-
gleichen mit anderen NMR-Spektren und den Ergebnissen aus Tabelle 11, deuten auf
einen DSacetat VON ca. 0,2 - 0,3 hin. Das Celluloselaurat war in CDCLs und THF |6slich und
besitzt ein Massenmittel (Mw) von 232.072 g/mol. Wahrend der ersten 30 Minuten der
Reaktion erhoht sich die Temperatur von 80°C auf ca. 100°C, was fir einen exother-

men Charakter der Vinylester-basierten Synthese spricht.

Tabelle 12: Prozessparameter der verschiedenen Reaktorlaufe.

Reaktorlauf RDS | DS | Ci2-Vinyl | Cellulose Cellulose- MW
[g]® [g]° laurat [g] [g/mol]
1. Synthese 0,92 2,3 431,6 77 233 232.072
2. Synthese (1. Recycling) 0,88 2,3 401,7 72 272 257.942
3. Synthese (2. Recycling) 0,68 1,8 353,0 63 153 n.d.c
4. Synthese (3. Recycling) 0,60 1,4 336,6 60 120 n.d.

2 entspricht 4 mol je AGU, ® entspricht 3 w/w %, © nicht definiert
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3.5.2 Recycling des Upscalings (Synthesen 2-4)

Ein Prozess, basierend auf ionischen Flissigkeiten, ist unter 6konomischen und 6kolo-
gischen Gesichtspunkten nur mit einem erfolgreichen Recycling der ionischen Flissig-
keit vorstellbar. Daher wurde das Recycling der ionischen Flissigkeit nach der Vinyles-
ter-basierten Synthese untersucht. Das synthetisierte Celluloselaurat wurde nach der
Synthese durch die Zugabe von Wasser ausgefallt. Aufgrund seiner geringen Dichte
schwimmt das Celluloselaurat nach der Sedimentation auf, wodurch es leicht abge-
trennt werden konnte. Die ionische Flissigkeit wurde anschlieBend durch Evaporation
des Wassers bei 95°C und Anlegen eines Stickstoffstroms zuriickgewonnen. Von den
2500 g [EMIM]OAc konnten nach der ersten Synthese 2323 g (93%) zurlickgewonnen
werden. Mit voranschreitenden Recyclingzyklen variiert die Recycling-Effizienz zwi-
schen 88 % und 95 % (Tabelle 13), sodass mit einer durchschnittlichen Recyclingeffizi-
enz von 91 % nach 4 Synthesen immer noch 1707 g der urspriinglichen 2500 g zur Ver-
figung stehen. Der erhaltene Substitutionsgrad bei der 2. Synthese mit recycelter ioni-
scher Flussigkeit fuhrt zu einem dhnlichen Substitutionsgrad (2,3) wie in der 1. Synthe-
se (Tabelle 13). Bei der 3. und 4. Synthese sinkt der Substitutionsgrad jedoch auf 1,8
bzw. 1,4 ab. Dieselbe Tendenz kann auch anhand des RDS-Wertes verfolgt werden, der
in den ersten beiden Synthesen bei 0,92 bzw. 0,88 liegt und anschlielend auf 0,68
bzw. 0,60 abfillt. Neben der Abnahme im Substitutionsgrad fallt auch die Produkt-
menge von 233 g bzw. 272 g auf 153 g und anschlieend auf 120 g ab (Tabelle 13).

Tabelle 13: Recycling von [EMIM]OACc.

Reaktorlauf Einsatz an Recyceltes Recycling Effizienz
[EMIM]OACc [g] [EMIM]OAC [g] [%]
1. Synthese 2500 2323 93
2. Synthese (1. Recycling) 2323 2043 88
3. Synthese (2. Recycling) 2043 1940 95
4. Synthese (3. Recycling) 1940 1707 88
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Abbildung 25: Zeitkinetik der Celluloselauratsynthese bei verschiedenen Reaktorldufen.

Wahrend der Celluloselauratsynthese wurden nach unterschiedlichen Zeitpunkten Proben genommen
und mittels FT-IR analysiert wurden. Die Berechnung des RDS-Wertes erfolgte nach Formel 12 und For-
mel 13. Nach jeder Synthese wurde die ionische Flissigkeit recycelt und fiir den nachsten Reaktorlauf als
Reaktionsmedium eingesetzt (Kapitel 2.2.6 und Kapitel 2.3.4).

Neben der ,Endpunktbestimmung” durch Messung der Substitutionsgrade nach
4 Stunden wurde auch die Reaktionskinetik der Reaktorlaufe mittels RDS bestimmt. Im
ersten Reaktorlauf ist die Veresterung der Cellulose nach 60 Minuten mit einem RDS
von ca. 0,9 abgeschlossen und bleibt daraufhin fiir die ndchsten drei Stunden auf dem-
selben Niveau (Abbildung 25). Bei dem 2. Reaktorlauf ist die Reaktion deutlich langsa-
mer. Wahrend bei dem ersten Reaktorlauf nach 30 Minuten bereits ein RDS-Wert von
0,83 erreicht wird, ist der RDS beim 2. Reaktorlauf erst bei 0,52. Die RDS-Werte der
Endprodukte sind mit 0,88 bzw. 0,92 auf einem ahnlichen Niveau. Bei Reaktorlauf 3
und 4 ist die Cellulose-Veresterung nach 30 Minuten mit RDS-Werten von 0,43 bzw.
0,32 erneut niedriger, wobei auch die Endprodukte deutlich geringere RDS-Werte von

0,68 bzw. 0,60 aufweisen (Abbildung 25). Neben der verringerten Effizienz der Synthe-
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se bei wiederholtem Recycling wurde eine héhere Losegeschwindigkeit der Cellulose in

der ionischen Flissigkeit beobachtet, die im folgenden Kapitel beschrieben wird.
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3.6 Verbesserte Loslichkeit von Cellulose

Das Lésen von Cellulose ist ein langwieriger Prozess, der hohe Temperaturen und lange
Reaktionszeiten erfordert. Niedrigere Temperaturen und kiirzere Losungszeiten sind
fur eine wirtschaftliche Cellulosemodifikation vorteilhaft, da sie die Prozessdauer ver-
ringern und damit die Degradation der Cellulose und des Lésungsmittels minimieren.
Im Rahmen des im Kapitel 3.5.2 beschriebenen Recyclings wurde eine beschleunigte
Loslichkeit von Cellulose nach voranschreitendem Recycling beobachtet, dessen mole-

kulare Grundlagen in diesem Kapitel untersucht werden.

3.6.1 Cellulose-Léslichkeit und Kationen-Identifikation

Die Losezeit von 3 % w/w Cellulose im 1. Reaktorlauf betragt 16 h bei 80°C. Im 2. Reak-
torlauf ist die Losezeit auf 8 h halbiert, wahrend die Cellulose bei der 3. Synthese nach
30 Minuten vollstandig gelost vorliegt. Bei der 4. Synthese ist die Cellulose schon nach
5 Minuten homogen gelost. Um den Grund fiir die dramatisch reduzierte Losezeit der
ionischen Flussigkeit zu finden, wurde mittels NMR-Analytik nach Veranderungen in
der Struktur der ionischen Flussigkeit gesucht. Im *H-NMR kénnen zusatzliche Signale
beobachtet werden, die auf eine Veranderung der Struktur der ionischen Fllssigkeit
mit voranschreitendem Recycling hindeuten (Kapitel 2.3.5). Nach diesem Ergebnis
wurde vermutet, dass Acetaldehyd — als Nebenprodukt der Vinylester-basierten Cellu-
loseester-Synthese — mit [EMIM]OAc reagiert. Um dies zu (berprifen, wurde
[EMIM]OACc bei Raumtemperatur mit dquimolaren Mengen an Acetaldehyd umgesetzt,
was zu einer exothermen Reaktion und einem Produkt mit festem Aggregatszustand

flhrt (Kapitel 2.2.9).

Tabelle 14: Verlauf der Losezeit und des EHEMIM-Gehalts bei voranschreitendem Recycling.

Reaktorlauf Losezeit EHEMIM-Kationanteil
(3 % w/w Cellulose) [Kation-%]
1. Synthese 16 h 0
2. Synthese (1. Recycling) 8h 14
3. Synthese (2. Recycling) 30 min 27
4. Synthese (3. Recycling) 5 min 38
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Das zugehorige 'H-NMR zeigt dieselben Signale wie die recycelte ionische Flussigkeit
und deutet auf eine unvollstandige Umsetzung hin. Nachdem die Reaktion bei 80°C
wiederholt wurde, konnte ein fast vollstandiger Umsatz (85 %) erreicht werden. Das
Produkt ist bei 80°C flissig, verfestigt sich jedoch beim Abkihlen auf Raumtemperatur.
Das zugehdorige *H-NMR deutet auf einen 85 %-igen Umsatz hin und erlaubt die Identi-
fikation des Produktes (Kapitel 2.3.5). Bei der vorgeschlagenen Struktur handelt es sich
um 1-Ethyl-2-hydroxyethyl-3-methylimidazolium (EHEMIM) (40), welches vermutlich
durch die Addition einer EMIM-Carben-Spezies (39) an den a-Kohlenstoff von Acetal-
dehyd (31) entsteht (Schema 18). Im Folgenden werden die im 'H-NMR auftretenden
Peaks einer Probe, bestehend aus einem Kationenanteil von 85 Kationen-% EHE-
MIM (40) bzw. 15 Kationen-% EMIM, den jeweiligen Protonen zugeordnet. Die Proto-
nen der Methylgruppe von EHEMIM (40) ergeben ein Singulett bei 3,88 ppm wahrend
die Protonen der Methylgruppe von EMIM ein Singulett bei 3,86 ppm erzeugen
(Abbildung 26A). Die vicinalen Protonen des a-Kohlenstoffes der Ethylgruppe von
EMIM liefern ein Quartett bei 4,20 ppm (Abbildung 26A). Im Gegensatz dazu fihrt der
chirale Charakter des EHEMIM Kations (40) zu einer geminalen Kopplung der Protonen

des a-Kohlenstoffs der Ethylgruppe — diese Protonen sind also im *H-NMR nicht dqui-

valent.
v
YNV 24
H
+H+1L -H+
Nﬁ N/ﬁ —‘Né\\jNv +H* Nd\\jNv
ﬂ%/NVH/YNV+OVSr—> - I
\/ (o] HO
39 31 40

Schema 18: Bildung von 1-Ethyl-2-hydroxyethyl-3-methylimidazoliumacetat (40), ausgehend von
[EMIM]OAC (24) und Acetaldehyd (31).
Die Reaktion verldauft vermutlich Gber eine EMIM-Carbenspezies (39) und ist exotherm.
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[rel] B [rel]

4.4 43 4.2 4.1 4.0 3.9 [ppm] 1.55 1.50 1.45 1.40 135 [ppm]
C %0 D
H _ H [rel] 40 [rel]
NN L 4 /Né\ﬁ"\/ [ 4
H # H J:
=( % L 2 H™["oH
—Ni N/ h M Fo2
Lo 0
785 7.8 775 7.7 765 7.6 7.75 [ppm] 555 550 545 540 535 [ppm]

Abbildung 26: 'H-NMR einer [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Mischung.

Den 'H-NMR-Signalen wurden die entsprechenden Protonen (rot hervorgehoben) in den Strukturen
EMIM (24), EHEMIM (40) und Acetat zugeordnet. Die Synthese der [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Mischung
wurde bei 80°C durch Zugabe von 1,1 mol Acetaldehyd je mol EMIM unter Riickfluss synthetisiert (Kapi-
tel 2.2.9). Das *H-NMR wurde in CDCLs bei 500 MHz vermessen. Das Proton an Position 2 von EMIM ist
nicht dargestellt, erscheint aber als Singulett bei einer Verschiebung von 9,60 ppm.

Diese geminale Kopplung fiihrt zu zwei Doubletts von Quartetten bei 6=4,25 -
4,40 ppm (Abbildung 26A). Diese geminale Kopplung der beiden Protonen kann zum
einen durch den Dach-Effekt der beiden Signale im 'H-NMR, sowie durch die Kopplung
der beiden Doubletts von Quartetten im *H, *H-COSY-Spektrum bestétigt werden
(Abbildung 26A, Anhang 13). Die endstdandigen Methyl-Protonen der Ethylgruppe der
beiden Kationen fiihren zu Tripletts bei 1,30 - 1,43 ppm, wahrend die Protonen der
Methylgruppe der Hydroxyethylseitenkette zu einem Doublett bei 1,44 ppm fiihren
(Abbildung 26B). Die aromatischen Protonen im EHEMIM-Kation (40) zeigen eine ge-
ringere chemische Verschiebung als im EMIM-Kation (Abbildung 26C). Die Protonen
des a-Kohlenstoffs der Hydroxyethylseitenketten von EHEMIM (40) fihren zu einem
Quartett bei 5,45 ppm (Abbildung 26D). Das Proton an Position 2 von EMIM ergibt ein
Singulett bei 9,60 ppm. Die Bildung des EHEMIM-Kations (40) korreliert mit der schnel-

leren Loslichkeit der Cellulose in der recycelten ionischen Flissigkeit (Tabelle 14).
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Abbildung 27: Kinetik der EHEMIM-Bildung.

Die EHEMIM-Bildung wurde wéahrend der Vinylester-basierten Synthese von Celluloselaurat wahrend

des Upscalings analysiert. Die Zeitskala ergibt sich aus der Addition der Reaktionszeiten der einzelnen
Reaktorlaufe, wobei der Beginn eines neuen Reaktorlaufs durch Parallelen zur Y-Achse markiert ist. Die
Messung des prozentualen EHEMIM-Gehaltes erfolgte mit 1H-NMR (iber das Verhaltnis der Flache der
EHEMIM-Methylgruppe zur Gesamtflache der EHEMIM-Methylgruppe und der EMIM-Methylgruppe
(Formel 7).

Daher wurde die EHEMIM-Bildung genauer untersucht. Die EHEMIM-Bildung durch
Zugabe von Acetaldehyd zu [EMIM]OAC ist eine exotherme Reaktion, die innerhalb von
Sekunden ablauft. Die Kinetik der EHEMIM-Bildung wahrend Reaktorlauf 1 ist ebenfalls
schnell und ist nach wenigen Minuten fast vollstandig abgeschlossen (Abbildung 27).
Insgesamt steigt der Kationenanteil an EHEMIM-Kationen Uber die Synthese-Recycling-
Zyklen hinweg an (Abbildung 27). Im zweiten, dritten und vierten Reaktorlauf erscheint
die EHEMIM-Bildung zunehmend langsamer (Abbildung 27). Insbesondere bei Reaktor-

lauf 3 und 4 konnten jedoch nicht alle Messpunkte analysiert werden. Auch missen

diese Daten vorsichtig interpretiert werden, da sie nicht reproduziert wurden.

3.6.2 Optimierung des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-Systems
Um ein besseres Verstindnis der verbesserten Loseeigenschaften von [EHEMIM]-
[EMIM]OAc zu erhalten, wurden unterschiedliche Kationenverhaltnisse auf ihre Lo-

116



3 Ergebnisse

seeigenschaften gegeniiber Cellulose untersucht. Uberraschenderweise zeigte keiner
der untersuchten Kationenanteile eine verbesserte Fahigkeit, Cellulose zu |6sen. Da-
raufhin wurde festgestellt, dass geringe Mengen an Wasser fiir die optimierte Loslich-
keit des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Systems essentiell sind. Um die Abhangigkeit der Cellu-
loseldslichkeit vom Kationenverhialtnis und von dem Wasseranteil zu untersuchen,
wurden Loslichkeitsmatrizen erstellt (Kapitel 2.3.6). Hierbei wurden unterschiedliche
Mengen von Cellulose in EppendorfgefaRen mit den jeweiligen Losungsmitteln ver-
mengt, 6 Stunden bei 80°C geschiittelt und die Loslichkeit bewertet. Hierbei muss be-
achtet werden, dass das Schitteln von EppendorfgefafRen einen wesentlich geringeren
Energieeintrag darstellt, als das externe Rihren, welches im Kolbenmalistab realisiert
werden kann. Daher sind die angegebenen Loslichkeitswerte sehr gering und dirfen
nur relativ zu den anderen Loslichkeitswerten im kleinen MaRstab interpretiert wer-

den.

Unter diesen Bedingungen kann reines [EMIM]OAc, bei einem optimalen Wassergehalt
von 10 %, 0,5 - 1 % w/w Cellulose l6sen (Tabelle 15). Unabhéngig vom Kationenanteil
zeigt das [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System die Tendenz, bei Wasserkonzentratio-
nen Uber dem Optimum, eine Cellulosesuspension mit starker Triibung und niedriger
Viskositat zu bilden, wahrend bei Konzentrationen unter dem Optimum eine inhomo-
gene Gelbildung zu beobachten ist. Bei erfolgreichem Losen der Cellulose bzw. am Op-
timum ist das Losungssystem klar, homogen und weist eine erhéhte Viskositat auf. Bei
einem Kationenanteil von 20 % EHEMIM (40) ist 1 % w/w Cellulose bei einem Wasser-
gehalt von 8,5 und 12,5 % vollstandig gelost (Tabelle 15). Bei einem Kationenanteil von
50 Kationen-% EHEMIM (40) und einem Wassergehalt von 7,5 - 8,5 % w/w kann mit
3 % w/w Cellulose die groRte Cellulosekonzentration beobachtet werden. Ein weiterer
Anstieg des Kationenanteils auf 75 Kationen-% EHEMIM (40) fihrt zu einer allgemein
schlechteren Loslichkeit von Cellulose, wobei beim Wasseroptimum von 6,5 % w/w
Wasser lediglich 0,5 %-Cellulose gelost werden. Basierend auf diesen Ergebnissen wur-
de der Wassergehalt von 8,5 % w/w und ein Kationenanteil von 50 Kationen-% EHE-
MIM (40) gewahlt, um die Losungskapazitiat gegeniber Cellulose im Kolbenmalistab
mit externer Rihrung zu untersuchen. Innerhalb von 3 Stunden bei 80°C kdnnen dabei

14 % w/w Cellulose gelost werden. Im Vergleich dazu kann reines [EMIM]OAc unter

117



3 Ergebnisse

denselben Bedingungen lediglich 1 % w/w Cellulose [6sen und [EMIM]OAc mit einem
optimierten Wassergehalt von 10 % w/w lediglich 2 % w/w Cellulose l6sen. Dieses Er-

gebnis zeigt das enorme Potenzial des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-Systems.
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Tabelle 15: Loslichkeitsmatrizen des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-Systems.

Wassergehalt % w/w

35 5 65 7,5 8,5 10 12,5 15
0 % EHEMIM**, 100 % EMIM
0,5 0* 0 0 +++ 0 +++ ++ +
1 0 0 0 0 ++ + 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
20 % EHEMIM, 80 % EMIM
0,5 0 0 0 +++ +++ +++ 0 n.d. ***
1 0 0 0 0 +++ + +++ n.d.
E 2 0 0 0 0 0 0 0 0
c\f 3 0O 0 0 0 0 0 0 0
Q 50 % EHEMIM, 50 % EMIM
% 0,5 0 0 0 + ++ ++ 0 0
E 1 0 0 0 ++ ++ ++ 0 0
2 0 0 0 +++ +++ 0 0 0
3 0 0 0 +++ +++ 0 0 0
75 % EHEMIM, 25 % EMIM
0,5 0 0 ++ 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0

*Die Loslichkeit von Cellulose (1) ist bewertet auf einer Skala von 0 (nicht gelost), + (leicht geldst),
++ (gut gelost) und +++ vollstandig gelost. ** Der Kationenanteil von EHEMIM bzw. EMIM ist in Kati-

onen-% angegeben. *** nicht definiert

119



3 Ergebnisse

3.7 EHEMIM-Ester
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Schema 19: Synthese von EHEMIM-Estern.

Die Synthese von EHEMIM-Ester (41) erfolgt ausgehend von Vinylestern und EHEMIM (40) in [EHE-
MIM][EMIM]OACc.

Die Nebenreaktionen der zusatzlichen Acetylierung und die Bildung des EHEMIM-
Kations (40) wurde bereits beschrieben. Es gibt allerdings noch eine dritte Nebenreak-
tion bei der Vinylester-basierten Synthese, die allerdings nur qualitativ und nicht quan-
titativ untersucht wurde. Die Alkoholgruppe des 1-Ethyl-2-hydroxyethyl-3-
methylimidazoliums (EHEMIM (40)) kann ebenfalls durch die Vinylester-basierte Syn-
these verestert werden (Schema 19). Die Zugabe von Vinylestern zu einer 50 %-igen
[EHEMIM]-[EMIM]-Mischung flihrt zur Bildung der entsprechenden EHEMIM-Ester (41)
(Kapitel 2.2.9). Diese Veresterung kann mit verschiedenen Vinylestern durchgefiihrt
werden, und liefert die entsprechenden Ester, welche mittels LC-MS identifiziert wer-
den konnten (Schema 20, Kapitel 2.2.3). Beispielweise ist es moglich, EHEMIM (40) mit
Carbonsauren unterschiedlicher Kettenlange zu verestern (42-45), oder EHEMIM-
Benzoat (48), EHEMIM-Neodecanoat (49), EHEMIM-2-Ethylhexyloat (47) und EHEMIM-
Pivalat (46) zu erzeugen (Schema 20). Nach der EHEMIM-Umsetzung mit Divinyladipat
wird ein Dikation (50) erzeugt, bei dem jeweils zwei EHEMIM-Kationen (40) Uber eine
Adipatesterbriicke verbunden sind (Schema 20). Zuséatzlich entsteht auch EHEMIM-
Adipat (51) (Schema 20). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bildung von EHEMIM-

Estern (41) mit verschieden Vinylestern ablauft.
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Schema 20: EHEMIM-Ester.

Die EHEMIM-Ester (41) wurden mittels LC-MS identifiziert. Die Synthese von EHEMIM-Estern wurde bei
68°C in einer 80 %-igen EHEMIM- bzw. 20 %-igen EMIM-Mischung mit 0,5 mol/EHEMIM Vinylester syn-
thetisiert (Kapitel 2.2.9). Die Reaktionszeit betragt 1 h. Fiir die Struktur 49 ist nur eines der verschiede-
nen moglichen Isomere von EHEMIM-Neodecanoat gezeichnet. Alle Molekiile wurden aufgrund ihrer
positiven Ladung bei positiver lonisierung detektiert, wobei das beobachtete m/z-Verhaltnis ihrer Masse
entspricht (Kapitel 2.2.3). Lediglich das Dikation (50) zeigt aufgrund der zwei positiven Ladungen ein
m/z-Verhiltnis, welches lediglich der halben Masse des Molekiils entspricht.
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3.8 Mechanismus

Der Mechanismus der Vinylester-basierten Synthese von Estern in [EMIM]OAc wird in
diesem Kapitel untersucht. Wie bereits beschrieben, katalysiert [EMIM]OAc die Vi-
nylester-basierte Synthese von Glucoseestern. Im Gegensatz dazu katalysieren die io-
nischen Flissigkeiten [BMIM]PFs, [BMIM]BF4, [BMIM]Cl und [EMIM]CI die Reaktion
nicht. Auch nach dem Vinylester-basierten Umsatz von Glucose in dem polaren organi-
schen Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO, 4) kann keine Glucoselauratbildung be-
obachtet werden. Die ionische Flissigkeit [BMIM]OAc katalysiert die Vinylester-
basierte Glucoselauratsynthese jedoch ebenfalls (Tabelle 16). In diesem Kontext
scheint das Acetat-Anion fir den Mechanismus der Katalyse von Bedeutung. Die Zuga-
be von Natriumacetat zu [EMIM]CI, [BMIM]Cl und DMSO ermoglicht die Vinylester-
basierte Synthese von Glucoselaurat (Tabelle 16), was weiterhin die Bedeutung von
Acetat-Anionen fiir den Katalyse-Mechanismus hervorhebt (Kapitel 2.2.4). Die Synthe-
seaktivitdt von Natrium-Acetat in DMSO ist allerdings deutlich geringer als in
[EMIM]OACc, was moglicherweise mit einer schlechten Loslichkeit von Natriumacetat in
DMSO zusammenhangt. Des Weiteren wurde beobachtet, dass die Zugabe von kon-

zentrierter Essigsaure die katalytische Aktivitat von Natriumacetat inhibiert.

Tabelle 16: Katalysatoreigenschaften fiir die Vinylester-basierte Umesterung.

Lésungsmittel | [EMIM]OAc ‘ [EMIM]CI ‘ [BMIM]OACc ‘[BMIM]CI‘ DMSO

Rein ++* 0 ++ 0 0

+[Na]OAc ** n.d. *¥** + n.d. + +

* Die Katalysatoreigenschaften beziehen sich auf die Fahigkeit, gemal Schema 15 die Vinylester-basierte
Synthese von Glucoselaurat zu katalysieren. Hierbei wurden die Katalysatoreigenschaften in drei Grup-
pen unterteilt: 0 (kein Glucoselaurat nachweisbar), + (geringe Glucoselauratbildung) und ++ (starke
Glucoselauratbildung). ** Beschreibt die Zugabe von Natriumacetat zum jeweiligen Losungsmittel.

*** nicht definiert
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4.1 Enzymaktivitat in Cellulose-l6senden ionischen Fllssigkeiten

Um die Aktivitat von Enzymen in ionischen Flussigkeiten besser zu verstehen, wurden
einfache Veresterungs- und Umesterungsreaktionen in ionischen Flissigkeiten unter-
sucht. AnschlieBend wurden die Erkenntnisse aus diesen Modellreaktionen schrittwei-
se auf Reaktionen mit groReren Molekiilen tibertragen — wobei die Veresterung von

Glucose, Cellobiose und Cellulose im Fokus stand.

Die Umesterung von Butanol mit Buttersaureethylester zu Buttersaurebutylester und
Ethanol wurde als Modellreaktion in verschiedenen ionischen Flissigkeiten mittels GC-
MS analysiert. Sowohl in [BMIM]PFs, [BMIM]CI (5), [BMIM]OAc, als auch in
[EMIM]OAC sind enzymatische Umesterungsreaktionen moglich, wie am Beispiel der
Synthese von Buttersdurebutylester und Ethanol gezeigt werden konnte (Abbildung 1,
Abbildung 2, Abbildung 3, Abbildung 4). Die starkste Produktbildung wurde in der ioni-
schen Flissigkeit [BMIM]PFs beobachtet. Dieses Ergebnis passt gut zu verschiedenen
Studien, die zeigen, dass unpolare ionische Flissigkeiten wie [BMIM]PF¢ vorteilhaft fiir
enzymatische Reaktionen sind.887! Polare Ldsungsmittel entziehen dem Enzym die
Wasserhiille, was zu einer Denaturierung des Enzyms fiihrt. Diese Konformationsande-
rung wird hdufig als Grund fir die schlechte Enzymaktivitdt in polaren organischen
Lésungsmitteln bzw. ionischen Fliissigkeiten angefiihrt.®83 Chlorid-lonen, sowie Ace-
tat-lonen besitzen eine besonders grolRe Wasserstoffbriickenbasizitdt, was die Bildung
von Wasserstoffbriickenbindungen begiinstigt.?> Daher erscheinen Acetat- und Chlo-
rid-basierte ionische Flussigkeiten wie [BMIM]OAc, [EMIM]OAc und [BMIM]CI als po-

tenziell denaturierende LOosungsmittel, was gut mit der beobachteten verringerten

123



4 Diskussion

Produktbildung in diesen ionischen Flissigkeiten korreliert (Abbildung 1, Abbildung 2,
Abbildung 3, Abbildung 4). In den Acetat-basierten ionischen Flissigkeiten wurden als
Verunreinigungen Essigsauremethylester, Essigsaureethylester bzw. Essigsaurebutyles-
ter nachgewiesen, welche ebenfalls von Esterasen als Substrat akzeptiert werden. So
entstand in [EMIM]OAc enzymkatalysiert das Nebenprodukt Buttersauremethylester,
wobei kein Methanol oder Methanolester als Substrat eingesetzt wurde. Vermutlich
stammt die Methanolkomponente aus der ionischen Flussigkeit bzw. aus der Verunrei-
nigung mit dem detektierten Essigsauremethylester (22, Abbildung 4). Eine weitere
systemimmanente, aber nicht zwingend auf Verunreinigungen beruhende Nebenreak-
tion, ist die enzymatische Bildung von Essigsaureestern ausgehend von dem Acetat der
ionischen Flussigkeit (Abbildung 4, Abbildung 5). Die Fahigkeit des Enzyms CAL-B, Es-
sigsaureester zu synthetisieren, wurde bereits hiufig gezeigt.”® Demnach ist die beo-
bachtete enzymatische Bildung von Essigsaurebutylester, ausgehend von Butanol und
[EMIM]OACc, nachvollziehbar und verhindert die gezielte Veresterung von Alkoholen
mit definierten Acyldonoren, da als Nebenprodukt immer ein Essigsaureester zu er-
warten ist. Es ist allerdings nicht klar, inwieweit das Acetat der ionischen Flissigkeit
[EMIM]OACc von CAL-B zur Umsetzung genutzt wird, oder ob die im Gleichgewicht vor-
liegende Essigsdure, bzw. die ebenfalls vorliegenden Essigsaureester, als Substrat fir

die CAL-B dienen.

Somit wirde bei der Synthese von Celluloseestern mit definierten Seitenketten als
Nebenprodukt ebenfalls Celluloseacetat entstehen. Diese Nebenreaktion ist allerdings
auch bei chemischen Synthesestrategien, ausgehend von Anhydriden und Fettsau-
rechloriden, in Acetat-basierten ionischen Flissigkeiten beschrieben, wobei im Gegen-
satz zur gewlinschten Celluloseseitenkette hauptsichlich Celluloseacetat entsteht.33
Um diese Nebenreaktion zu umgehen, erscheint die ionische Flissigkeit [BMIM]CI als
interessante Alternative, da sie ebenfalls Cellulose |6st und kein Acetat enthalt, wel-
ches als Substrat an einer Veresterungsreaktion teilnehmen kann. Bei der ionischen
Flassigkeit [BMIM]Cl ist allerdings zu beachten, dass ihr Schmelzpunkt zwischen 65°C
und 80°C liegt. Diese Temperaturen sind potenziell denaturierend fiir Enzyme, sodass
die Verwendung von stabilen Enzymen als notwendig und sinnvoll erscheint. Daher

wurde sich aufgrund der guten Stabilitat und Temperaturtoleranz auf die immobilisier-
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te CAL-B konzentriert.”? Neben der Umesterung von Ethylestern wurden in
[BMIM]CI auch Umesterungen von Methylestern und Veresterungen, ausgehend von

freien Sauren, enzymatisch katalysiert (Anhang 1 und Anhang 2).

Um sich schrittweise an die Veresterung von Cellulose anzunahern, wurde die Vereste-
rung des Monomers der Cellulose, der Glucose, in [BMIM]Cl untersucht. Es konnten
keine signifikant erhohten Mengen an Glucoselaurat nach der enzymatischen Katalyse
nachgewiesen werden. Daher wurden nachfolgende Experimente mit aktivierten Lau-
rinsdaurevinylestern durchgefiihrt, um die Syntheseeffizienz zu erhéhen. Es konnte al-
lerdings ebenfalls keine Produktbildung beobachtet werden (Kapitel 3.1.2). Dennoch
war das Enzym CAL-B aktiv, denn die Hydrolyse von Laurinsauremethylester und Lau-
rinsdurevinylester zu freier Laurinsdure wurde nur nach Umsetzung mit Enzym beo-
bachtet. In anderen ionischen Flissigkeiten wie [BMIM]BF4 und [BMIM]PFs konnte die
Synthese von Glucoselaurat allerdings erfolgreich realisiert werden, wie es auch schon
von Ganske und Bornscheuer gezeigt wurde (Abbildung 6).28%7! Hierbei ist anzumerken,
dass im Gegensatz zu Ganske und Bornscheuer mittels LC-MS auch geringe Mengen
von Glucosedilaurat nachgewiesen wurden, was zeigt, dass die CAL-B nicht ausschlieR-
lich die Position 6 der Glucose, sondern auch mindestens eine weitere Hydroxylgruppe

verestern kann (Anhang 4).

Unter denselben Reaktionsbedingungen funktioniert die Reaktion in [BMIM]CI nicht,
wahrend sie in [BMIM]BF4 und [BMIM]PF¢ ablauft. Als Ursache fiir die reduzierte Syn-
these in [BMIM]CI kann ein moglicher denaturierender Effekt des Losungsmittels ange-
fihrt werden. Dieser Erklarungsansatz wurde bereits haufig gewahlt, um eine geringe
enzymatische Produktbildung in polaren Losungsmitteln zu erklaren.%%72 Diesem Er-
klarungsansatz steht allerdings die beobachtete enzym-katalysierte Hydrolyse von Vi-
nylestern und Methylestern zu freier Saure in [BMIM]CI entgegen, da das Enzym offen-
sichtlich aktiv ist. Natirlich kann aufgrund dieses Ergebnisses die denaturierende Wir-
kung von [BMIM]CI nicht wiederlegt werden, sie scheint jedoch nicht so stark zu sein,
um unmittelbar und vollstandig die Enzymaktivitat zu inhibieren. Auch eine potenzielle
kompetitive Inhibition durch das Losungsmittel [BMIM]CI erscheint aufgrund der Fa-
higkeit der CAL-B, in [BMIM]CI Fettsdaureester zu hydrolysieren, als unwahrscheinlich.
Eine derartige kompetitive Inhibition wurde fiir CAL-B in verschiedenen Losungsmitteln
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beschrieben.®! Natirlich kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass es sich
dennoch um eine kompetitive Hemmung handelt, da es moglich ist, dass das Losungs-
mittel nur die polaren Bindungsstellen im Enzym blockiert, wahrend unpolare Substra-
te wie Fettsdureester dennoch hydrolysiert werden. Zumindest fiir Cellulasen wurde

kurzlich eine kompetitive Inhibition durch [BMIM]CI postuliert.10?

Um weitere Einblicke zu erhalten, wurden Mischungen aus [BMIM]BFs und
[BMIM]CI auf Enzymaktivitdt untersucht. Hierbei zeigte sich, dass bereits die Zugabe
von 30 % w/w [BMIM]CI zu [BMIM]BF4 die Glucoselauratsynthese um mehr als das
100-fache reduziert (Tabelle 6, Tabelle 7). Im Gegensatz dazu stieg die Menge an Lau-
rinsaure, welche durch enzymatische Hydrolyse entsteht, um den Faktor 3. Somit er-
scheint die Hydrolyse in [BMIM]CI gegeniliber [BMIM]BF4 bevorzugt, was ebenfalls zu
einer Reduzierung der Glucoselauratmenge beitragen kann. Diese Ergebnisse passen
sehr gut zu den Arbeiten von Valivety und Kollegen, die eine gute Korrelation zwischen
der Fahigkeit eines Losungsmittels, Wasserstoffbriicken auszubilden und der Hydroly-
seaktivitdt von Enzymen, zeigen.!® In diesem Kontext ist die Wasseraktivitat erhoht,
was die Hydrolyse beglinstigt. Dies ist im vorliegen Fall von besonderer Bedeutung, da
Celluloselosungsmittel wie [BMIMI]CI eine besonders starke Tendenz zum Ausbilden
von Wasserstoffbriicken besitzen, was ihnen ermdoglicht, mit den Alkoholen der Cellu-
lose zu interagieren und Cellulose dadurch zu I6sen.?* Somit erscheint die hohe Was-
seraktivitat und die dadurch beglinstigte Hydrolyse in polaren ionischen Fliissigkeiten
ein weiterer Faktor zu sein, der durch Verschiebung des Gleichgewichts die Synthese
von Glucoselaurat reduziert. Allerdings reduzieren 30 % [BMIMI]CI die Glucoselaurat-
menge um mehr als das 100-fache, wahrend die Menge an Laurinsidure-
Hydrolyseprodukt lediglich um den Faktor 3 ansteigt (Tabelle 7). Dieser Unterschied
deutet auf einen weiteren Faktor, der die reduzierte Glucoselauratsynthese in
[BMIM]CI hervorruft. Ein zusatzliches Indiz flir einen weiteren negativen Faktor bei der
Glucoselauratsynthese ist die erfolgreich ablaufende Veresterung von Ethanol mit But-
tersdure zu Buttersdureethylester und Wasser in [BMIMI]CI (5, Anhang 1). Ware die
Wasseraktivitat derart groB, dass sie die Esterbildung vollstéandig inhibiert, sollten Um-
esterungsreaktionen von kurzkettigen Alkoholen mit kurzkettigen Sduren, bzw. die

enzymatische Synthese von Buttersdureethylester, ebenso nicht beobachtbar sein
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(Anhang 1, Abbildung 2). Ein solch zusatzlicher negativer Faktor kénnte eine mangeln-
de Interaktion zwischen Glucose und Enzym in polaren Losungsmitteln darstellen. Star-
ke Wechselwirkungen zwischen Lésungsmittel und Glucose konnten die korrekte Aus-
richtung der Glucose im Aktiven Zentrum des Enzyms verhindern. Somit wiirde ein
polares Losungsmittel und das Enzym CAL-B um das Substrat Glucose konkurrieren.
Um diese Konkurrenz zu entscharfen, wurden anstatt 50 mg Glucose, 300 mg Gluco-
se je 300 mg [BMIM]CI eingesetzt. Dies fuhrt allerdings zu einer extrem groRen Viskosi-
tat und daher zu einem stark reduzierten Massentransfer. Nach 24 Stunden enzymati-
scher Umsetzung ist keine signifikant erhéhte Menge an Glucoselaurat nachweisbar.
Um die postulierte Konkurrenz von Losungsmittel und Enzym um die polare Gluco-
se dennoch zu untersuchen, wurde die enzymatische Glucoselauratsynthese in dem
polaren organischen Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) — welches eine niedrigere
Viskositat als [BMIM]CI aufweist — durchgefiihrt. Hierbei zeigt sich, dass die Erhéhung
der Glucose von 2 % w/v auf 10 % w/v, spater auf 20 % w/v bzw. 40 % w/v zu sehr ge-
ringen Steigerungen in der Glucoselauratsynthese fihrt, wahrend bei einer Konzentra-
tion von 60 % w/v ein kritischer Schwellenwert Gberschritten wird, und die Glucoselau-
ratproduktion stark ansteigt (Abbildung 8). Einen derartigen, vermutlich sigmoidal?
verlaufenden Kurvenverlauf zeigen typischerweise Lipasen, wenn sie einer ,Oberfla-
chenaktivierung” unterliegen. Da die CAL-B laut Literatur allerdings keine Oberflachen-

aktivierung zeigt, deutet dieser Verlauf auf einen zusatzlichen Einflussfaktor hin.”?

Es wird ein Uberschuss von mehr als 2,66 mol Glucose je mol Laurinsidurevinylester
bendtigt, um eine signifikante Steigerung der Produktbildung zu beobachten. Dies
spricht dafiir, dass die Glucose, welche in DMSO in Losung vorliegt, dem Enzym erst ab
einer kritischen Konzentration zur Verfligung steht. In dem Moment, in dem die Satti-
gung von DMSO einen kritischen Wert erreicht, scheint die enzymatische Synthese von

Glucoselaurat abzulaufen. Nun kann das Enzym mit DMSO um Glucose konkurrieren.

Eine andere Studie optimierte die Synthese von Glucoselaurat in 1-Ethyl-3-

Methylimidazoliumtrifluoromethansulfonat ([EMIM]TfO ) sowie in der ionischen Flis-

2 Vermutlich sigmoidal, da bei stark ansteigenden Glucosekonzentrationen ein Abflachen der
Kurve zu erwarten ist (Abbildung 8).
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sigkeit 1-Butyl-3-Methylimidazoliumtrifluoromethansulfonat [BMIM]TfO und berichte-
te, dass die Herstellung von extrem Ubersattigten Glucoseldsungen die Umsetzung von
8 % auf 96 % anhebt.”” Prinzipiell ist dies vermutlich derselbe Effekt, wie er oben be-
reits fur DMSO diskutiert wurde. Somit scheint dieser Effekt nicht auf
DMSO beschrankt zu sein und kann auch auf ionische Flissigkeiten und evtl. andere
Losungsmittel angewendet werden. Dies wiirde bedeuten, dass bei Studien zu Enzym-
reaktionen in organischen Losungsmitteln die Substratkonzentrationen variiert werden
missen, um die Konkurrenz zwischen Enzym und Losungsmittel zu bericksichtigen.
Ansonsten schlieft man moglicherweise auf , denaturierende Effekte” des Losungsmit-
tels, wobei lediglich die Substratkonzentrationen fiir die jeweiligen Losungsmittel zu
niedrig sind. Das hier beschriebene Konzept von einer Konkurrenz zwischen Substrat
und Losungsmittel ist nicht komplett neu und wurde bereits in der Doktorarbeit von
Linda Fransson diskutiert. Sie zeigt, dass bei einer Umesterung von Ethylestern ver-
schiedener Kettenlangen die Reaktion von Estern mit langen unpolaren Seitenketten in
dem unpolaren Losungsmittel Hexan schlechter ablauft, als in dem polareren L6-
sungsmittel Acetonitril.’®* Im Gegensatz dazu lauft die Umesterung von kurzkettigen
Estern in Hexan besser als in dem polareren Acetonitril. Sie folgert daraus, dass in dem
polaren Losungsmittel Acetonitril die unpolaren langkettigen Ester eher ins verhalt-
nismaBlig unpolare Aktive Zentrum des Enzyms gelangen, wadhrend sie im unpolaren
Lésungsmittel Hexan im Lésungsmittel verbleiben.'®* Somit erscheint die postulierte
Konkurrenz zwischen Enzym und polarem Lésungsmittel um die polare Glucose auch
bei unpolaren Losungsmitteln vorhanden zu sein, da das unpolare Hexan mit dem En-

zym um unpolare Ester konkurriert.

Formal kann man die hier diskutierte Konkurrenz zwischen Losungsmittel und Substrat
als eine Losungsmittelinhibition interpretieren. Hierbei wiirde es sich formal um eine
Hemmung durch Reaktion eines Inhibitors mit dem Substrat handeln, wobei es sich
nicht um eine Reaktion im klassischen chemischen Sinne, sondern eher um polare oder
unpolare Wechselwirkungen handeln wiirde, die die effektive Konzentration des Sub-

strates [Seff], welche fir das Enzym nutzbar ist, reduziert (Formel 14).
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Formel 14: Die effektive Substratkonzentration.

[Serr] = [Sol — [SI]

[Se f f] = Effektive Konzentration des Substrates
[So] = Konzentration des Substrates

[SI] = Durch einen Inhibitor bzw.das Losungsmittel gebundenes Substrat

Aus theoretischen Uberlegungen kénnte man vermuten, dass der postulierte inhibito-
rische Effekt des Losungsmittels mit der Fahigkeit des Losungsmittels korreliert, ein
Substrat zu l6sen, da gute Losungseigenschaften immer mit einer guten Interaktion
zwischen geldstem Stoff und Losungsmittel einhergehen. Eine solch starke Interaktion

schwacht theoretisch die Moéglichkeit des Enzyms, mit dem Substrat zu interagieren.

Als ein weiterer Hinweis auf mangelnde Interaktion zwischen Enzym und polaren Subs-
traten in polaren Losungsmitteln kdnnen Ergebnisse von Wahlstrom und Kollegen ge-
deutet werden: Sie zeigen, dass intakte Cellulasen mit Kohlenhydratbindedomane und
Kerndomane in Wasser-[EMIM]OAc-Mischungen dieselbe Hydrolyseaktivitat besitzen,
wie die isolierte Kerndomane, wahrend im rein wassrigen Milieu die Kohlehydratbin-
dedomane die Hydrolyse der Cellulose beschleunigt. Somit ist insbesondere die Koh-
lenhydratbindedomane — die fiir die selektive Bindung mit der relativ polaren Cellulo-
se verantwortlich ist — sensitiv gegenliber polaren ionischen Flissigkeiten. Dies deutet
daraufhin, dass die spezifischen Bindungen zwischen Enzymen und polaren Substraten
in polaren Losungsmitteln inhibiert sein kénnten, wie es auch fiir die Lipaseaktivitat in

DMSO vermutet werden kann.

Im Fall von DMSO kann die Synthese von Glucoselaurat durch eine Erhéhung der Glu-
cosekonzentration realisiert werden. Bei [EMIM]OAc und [BMIM]Cl ist dieser Ansatz
aufgrund der groRen Viskositdt von hochkonzentrierten Glucoselésungen erschwert.
Wenn Cellulose verwendet wird, ist die Viskositdtszunahme aufgrund ihres polymeren
Charakters signifikant groRRer, als bei Glucoselésungen, was den Massentransfer zusatz-
lich limitiert und enzymatische Reaktionen verlangsamt. In diesem Zusammenhang
erscheint eine effiziente enzymatische Synthese von Celluloseestern schwierig. Eine

mogliche Alternative zu ionischen Flissigkeiten konnte ein relativ neues Celluloselo-
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sungssystem, basierend auf dem Salz Triethyloctylammoniumchlorid sein, welches
besonders niedrige Viskosititen bei geléster Cellulose ermdglicht.’® Allerdings ist in
diesem Zusammenhang zu beachten, dass lediglich 2,4 % w/w Cellulose in diesem Sys-
tem gelost werden kénnen, was moglicherweise eine zu niedrige Enzym-Substrat-
Interaktion ermoglicht, da in DMSO erst bei einer Glucosekonzentration Uber
40 % w/w eine signifikante Enzymaktivitat beobachtet wird. Eine andere Mdoglichkeit
ist die Verwendung von Enzymen, die ihre Aktivitat in Celluloselosemitteln gegeniber
Kohlenhydraten beibehalten. Derartige Enzymvarianten kénnten auch durch ,Gerich-
tete Evolution3” generiert werden. Bisherige Anstrengungen, Enzyme, wie beispiels-
weise Cellulasen, auf Aktivitat in Celluloseldsemitteln, wie beispielsweise [BMIM]CI, zu
evolvieren, lieferten Enzymvarianten, die bei 7,5 % v/v [BMIM]CI h6here Aktivitat als
das Wildtypenzym zeigen.®* Um Celluloseldslichkeit in Salzlésungen zu gewéhrleisten,
werden allerdings deutlich hohere Salzkonzentrationen bendtigt, was wesentlich stabi-
lere Varianten erfordert. Wie aber aus Ergebnissen zur Glucoselauratsynthese in DMSO
hervorgeht, ist im Fall von Lipasen nicht ausschlielRlich ihre Stabilitat, sondern ebenfalls
die Bindung des polaren Substrates ein wichtiger limitierender Faktor. Moéglicherweise
sollten neue Enzymvarianten durch ,Rationales Proteindesign®” generiert werden, die
polare Substrate besonders gut binden. Diese Enzymvarianten waren in Wasser mog-
licherweise inaktiv, da die Glucose bzw. Cellulose so stark gebunden wird, sodass die
Produkte nicht aus dem Aktiven Zentrum freigesetzt werden kénnen. Im Gegensatz
dazu waren sie in stark polaren Losungsmitteln aktiv, da sie Glucose bzw. Cellulo-
se besser binden kénnen und das Losungsmittel die Produkte durch hydrophile Wech-
selwirkungen besser vom Enzym ablésen kann. Diese Uberlegungen sind allerdings
sehr theoretisch und iberhaupt nur dann erfolgsversprechend, wenn Enzyme bekannt
sind, die Cellulose verestern kénnen und somit als Matrix flir Optimierungsansatze,

basierend auf ,Rationalem Design” und , Gerichtete Evolution” dienen kénnen. Trotz

3 Das Konzept der Gerichteten Evolution bezeichnet hier die Optimierung von Enzymen durch
zufallsbasierte Mutagenese und anschlieBende Selektion anhand einer vorgegebenen Fitness-
funktion, wobei mehrere Mutagenese-Selektions-Zyklen durchlaufen werden.

4 Bezeichnet eine gezielte Modifikation von Proteinen durch ortsgerichtete Mutagenese der
DNA, mit dem Ziel, neue Proteineigenschaften zu generieren.
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der diskutierten Losungsmittelinhibition wurde anschlieRend versucht, das Disaccharid

der Cellulose, d.h. die Cellobiose, zu verestern, um ein tieferes Verstandnis zu erhalten.
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4.2 Enzymatische Veresterung von Cellobiose

Die enzymatische Synthese von Cellobioselaurat wurde in DMSO untersucht, da dieses
Losungsmittel die Fahigkeit besitzt, Cellulose zu quellen und damit die zugangliche
Oberflache bei einer enzymatischen Cellulose-Modifikation zu erhéhen. Wie bereits im
Abschnitt 3.2 erlautert, werden fir signifikante Umsatze in DMSO hohe Zuckerkon-
zentrationen bendétigt. Anders als bei Glucose ist die Loslichkeit von Cellobiose aller-
dings niedriger, daher wurden anstatt 300 mg Glucose je 500 ml DMSO nur 200 mg
Cellobiose je 500 ml DMSO eingesetzt. Im Gegensatz dazu I6sen sich die Disaccharide
Trehalose und Maltose vollstandig, wobei sich Trehalose deutlich schneller I6st. Die
Synthese von Disaccharidlaurat mit dem Enzym CAL-B liefert groBe Mengen an Treha-
losemonolaurat, sowie Trehalosedilaurat, wahrend wesentlich weniger Maltosemo-
nolaurat und kein Maltosedilaurat nachgewiesen wird. Die Menge an detektiertem
Cellobiosemonolaurat war noch einmal deutlich geringer und nur knapp (iber der
Nachweisgrenze der LC-ELSD (Abbildung 10). In diesem Fall korreliert die Loslichkeit
der Disaccharide in DMSO mit der Produktbildung durch CAL-B. Dieser Zusammenhang
ist Uberraschend, da bei der Glucoseveresterung die gute Loslichkeit in DMSO die Re-
aktion zu inhibieren scheint. Moglicherweise ist die gute Veresterungseffizienz gegen-
Uber Trehalose und die schlechte Veresterungseffizienz gegeniiber Cellobiose enzyma-
tisch bedingt und kann durch bessere Bindung im Aktiven Zentrum des Enzyms erklart
werden. Cellobiose besitzt ebenso wie Cellulose, aufgrund der B-glycosidischen Bin-
dung eine vollstandig axiale Konfiguration, wodurch die Sesselkonformation stabilisiert
wird und sich dadurch die Konformationsmoglichkeiten, im Vergleich zu a-glycosidisch
verbundener Maltose, reduzieren.* Da die Konformationsmaoglichkeiten der Cellobiose
im Vergleich zu Maltose eingeschrankt sind, gibt es eine geringere Wahrscheinlichkeit
fir die Cellobiose im Aktiven Zentrum der CAL-B korrekt zu binden, was folglich eine
geringere Produktbildung bewirkt. Vermutlich kann der gute Enzymumsatz der Treha-
lose ebenfalls durch eine groRe Anzahl von Freiheitsgraden erklart werden, da bei der
a, a’-1, 1-glycosidischen Bindung beide Teile der glycosidischen Bindung axial stehen.
Die Bedeutung von Molekiilfreiheitsgraden bei der Disaccharidveresterung ist vermut-
lich durch den promiskuitiven Charakter der Reaktionen zu erklaren. Die gewahlten

Substrate sind nicht die natirlichen Substrate des Enzyms, ihre Umsetzung ist also
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promiskuitiv®. Da die CAL-B nicht auf die Umsetzung von Disacchariden evolviert ist, ist
die Anzahl der Freiheitsgrade der Substrate bedeutend, um korrekt im Aktiven Zent-

rum zu binden.

Diese Ergebnisse sind in guter Ubereinstimmung zu Degn und Zimmermann, die eben-
falls keine Cellobioseester mit CAL-B synthetisieren konnten.8! Chen und Kollegen be-
richten hingegen von einer Synthese von Cellobioseestern mit CAL-B, beschreiben die
Reaktion jedoch als deutlich langsamer, als mit anderen Disacchariden.®? Diese Studien
wurden alle mit der CAL-B durchgefiihrt, was zu der Frage fiihrt, ob andere Enzyme
eine bessere Effizienz bei der Cellobioselaurat-Synthese zeigen. Als interessante Alter-
native wurde die Humicola insolens Cutinase gewahlt, da Cutinasen als natrliches
Substrat das Polymer Cutin besitzen, was mit einem grofReren und evtl. unspezifischem
Aktiven Zentrum einhergehen kénnte. Die Humicola insolens Cutinase zeigt allerdings
dieselbe Tendenz wie CAL-B, Cellobiose nur geringfligig zu verestern, wobei in diesem
Falle gar kein Cellobioselaurat nachgewiesen werden kann. Dies deutet daraufhin, dass
die beobachteten, niedrigen Umsadtze mit Cellobiose nicht nur auf die CAL-B be-
schrankt sind. Im Anschluss wurden verschiedene kommerziell erhaltliche Enzympra-
parationen aus Lipasen, Esterasen und Proteasen auf die Fahigkeit, Cellobiose zu
verestern, untersucht. Hierbei konnten einige Enzyme identifiziert werden, die eine
bessere Aktivitat als die immobilisierte CAL-B zeigen. Die hochsten Produktpeaks fir
Cellobiosemonolaurat werden nach Umsetzung mit der Schweineleberesterase (PLE)
beobachtet, wobei die charakteristischen Massenaddukte in vier verschiedenen Peaks
nachweisbar sind. Dies spricht dafiir, dass die PLE mindestens vier verschiede Hydro-
xygruppen der Cellobiose verestern kann und nicht nur auf eine spezifische Hydroxyg-
ruppe beschrankt ist. Ein weiteres Indiz hierfir ist der Nachweis von Massenaddukten
von Cellobiosedilaurat, welche im LC-Chromatogramm in vier verschiedenen Peaks
nachweisbar sind (Anhang 5). Es ist allerdings anzumerken, dass die beobachteten
Produktpeaks signifikant kleiner sind, als bei der enzymatischen Synthese von Glu-
coselaurat und Trehaloselaurat mit CAL-B. Dennoch erscheint die PLE, ausgehend von

diesen Ergebnissen, als interessanter Kandidat fir die Modifikation von Cellulose, da

5 Promiskuitiv beschreibt hier die enzymatische Umsetzung eines fiir das Enzym nicht natiirli-
chen Substrates.
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sie sowohl Cellobiose verestern kann, als auch eine gewisse Unspezifitat gegenliber
verschiedenen Hydroxygruppen zeigt, was zu hohen Substitutionsgraden bei der Modi-

fikation von Cellulose beitragen konnte.
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4.3 Enzymatische Veresterung von Cellulose

Die homogene enzymatische Modifikation von Cellulose wurde bisher von vier ver-
schiedenen Autoren beschrieben (Tabelle 2). Klohr und Kollegen beschreiben in einem
Patent die enzymatische Modifikation von Cellulose in einer Mischung aus DMSO und
NMMO.>> Diese Reaktion wurde anhand der Modellreaktion, d.h. der Synthese von
Glucoselaurat, untersucht. Interessanterweise kann Glucoselaurat — dem Protokoll von
Klohr und Kollegen folgend — nach enzymatischer Umsetzung mit CAL-B, Laurinsaure-
vinylester und Glucose, nachgewiesen werden. Es ist allerdings auch Glucosemonolau-
rat in den Kontrollproben ohne Enzym nachweisbar (Abbildung 9). Da in einer weiteren
Kontrolle reines DMSO die Reaktion nicht katalysiert, kann davon ausgegangen wer-
den, das NMMO die Veresterung von Glucose und vermutlich ebenfalls von Cellulose,
ausgehend von Vinylestern, katalysiert (Kapitel 3.1.3). Somit erscheint die von Klohr
und Kollegen beschriebene enzymatische Synthese von Celluloseestern unabhangig
von dem verwendeten Enzym abzulaufen. Bei einer Synthese, ausgehend von Methyl-
estern, konnte jedoch kein Glucoselaurat nachgewiesen werden. Dies unterstreicht die
Bedeutung des verwendeten Vinylesters bei der NMMO-basierten Synthese. Auch in
dem NMMO-DMSO-System sind ebenso wie in [BMIM]CI Enzyme aktiv, jedoch wird
wieder ausschlieRlich die Hydrolyse von Methyl- und Vinylestern zu freier Saure beo-

bachtet (Abbildung 9).

In einer kiirzlich veroffentlichten Studie von Wang und Kollegen wird die homogene
enzymatische Veresterung von Cellulose in Mischungen aus 60 % w/w [BMIM]CI und
40 % w/w [BMIM]BFs mit Substitutiongraden von bis zu 1,45 beschrieben.’ In einem
dhnlichen Reaktionssystem, bestehend aus 50 % w/w [BMIM]Clund 50 % w/w
[BMIM]BF4 zeigt die CAL-B bei der Synthese von Glucoselaurat, im Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit, lediglich eine Restaktivitdt von 0,14 % im Vergleich zu reinem
[BMIM]BF4 (Tabelle 6, Tabelle 7). Es Gberrascht, dass Wang und Kollegen trotz der stark
gehemmten Glucoselauratsynthese relativ hohe Substitutionsgrade von Cellulose er-
reichen. Die im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente
wurden unabhéangig von Wang und Kollegen durchgefiihrt, was die unterschiedlich

verwendeten Mischungsverhaltnisse aus [BMIM]CI und [BMIM]PF¢ erklart. Dennoch ist
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es unwahrscheinlich, dass die enzymatische Glucoselauratsynthese bei 50 %
[BMIM]Cl inhibiert ist, und bei 60 % [BMIM]CI ablauft. Es ist natlirlich nicht ausge-
schlossen, dass die enzymatische Modifikation von Cellulose unter diesen Bedingungen
funktioniert, wahrend sie auf Glucoseebene nicht funktioniert. Ein weiterer Unter-
schied liegt bei den verwendeten Enzymen. Moglicherweise zeigt die von Wang und
Kollegen genutzte Candida rugosa Lipase Typ VIl ein anderes Verhalten in diesen Mi-
schungssystemen. Erstaunlich ist, dass die Substitutionsgrade, die von Wang und Kol-
legen publiziert wurden, um mehr als das 4-fache gegeniliber vergleichbaren Studien
zur homogenen enzymatischen Modifikation erhéht sind (Tabelle 2).>” Die Studie von
Wang und Kollegen wurde publiziert, als die experimentellen Arbeiten zu der hier vor-
liegenden Arbeit bereits beendet waren und daher eine Reproduktion der Ergebnisse
nicht mehr durchgefiihrt werden konnte. In zukiinftigen Studien mussen die Arbeiten
von Wang und Kollegen jedoch reproduziert werden. Sollten sich ihre Ergebnisse be-
statigen, waren sie ein sehr bedeutender Beitrag zur enzymatischen Modifikation von

Cellulose.

Basierend auf der Fahigkeit der Schweineleberesterase (PLE), Cellobioselaurat zu syn-
thetisieren, wurden Experimente beziglich der Veresterung von Cellulose im Rahmen
der hier vorliegenden Arbeit durchgefihrt. Hierflir wurde mikrokristalline Cellulose in
DMSO gegeben und mit Laurinsdurevinylester und PLE flir 72 h bei 30°C inkubiert. An-
schliefend wurde das Polymer mit Methanol gewaschen, getrocknet und mittels FT-IR
analysiert. Es kann ein eindeutiger Esterpeak bei 1758 cm™ identifiziert werden, der
jedoch auch in den Proben ohne Enzym nachweisbar ist. Nach zusatzlichem Waschen
des Polymers verschwindet der Peak sowohl in Kontrollen, als auch in den Proben, mit
Enzym (Abbildung 13). Dies spricht dafiir, dass der beobachtete Esterpeak dem Sub-
strat Laurinsaurevinylester zugeordnet werden kann und dieses Substrat lediglich am
Polymer adhdarent ist und nicht im chemischen Sinne Bestandteil des Polymers ist. Der
Vergleich mit dem Esterpeak von chemisch synthetisiertem Celluloselaurat, der ein
Signal bei 1740 cm™ zeigt, deutet ebenfalls auf eine nicht erfolgreiche Synthese hin. So
zeigt der Laurinsaurevinylester mit 1758 cm™ und das Celluloselaurat mit 1740 cm
unterschiedliche C=0-Schwingungen im FT-IR-Spektrum. Somit kann in zukinftigen

Experimenten, anhand der Schwingung des auftretenden Ester-Peaks, zwischen Cellu-
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loseestern und Verunreinigungen mit Vinylestern differenziert werden. Dieser Unter-
schied kann auch bei der Gegeniberstellung von Laurinsaurevinylester (1756,6 cm?)
mit Laurinsduremethylester (1740 cm™) beobachtet werden (Anhang 7, Anhang 8).
Eine derartige Verschiebung im FT-IR-Spektrum von Substratesterpeak zu Produktes-
terpeak wurde in keiner der bisherigen Publikationen zur Vinylester-basierten enzyma-
tischen Veresterung von Cellulose beschrieben.>”>! Gremos und Kollegen publizierten
als Beweis fur die Esterbildung ein FT-IR-Spektrum mit einem C=0-Signal von 1752 cm™!
bzw. 1755 cm™®, was besser zu dem Spektrum von Laurinsiurevinylestern, als zu dem
postulierten Celluloselauratprodukt passt.”®>! Es ist allerdings problematisch, aufgrund
dieser Spektren, die Bildung von Celluloseestern auszuschlieBen, da je nach Kalibrie-
rung des FT-IR-Spektrometers kleine Abweichungen im Spektrum moglich sind. Wer-
den jedoch am gleichen FT-IR-Spektrometer das Produkt Celluloseester und ein Stan-
dard bzw. ein vergleichbarer Methylester vermessen, kann in zukiinftigen Studien zwi-
schen Celluloseestern und Verunreinigungen durch Vinylester, die an der Cellulose-

matrix anhaften, unterschieden werden.

Wie bereits oben beschrieben, gibt es bei einigen Studien sowohl analytische, als auch
methodische Probleme beziiglich der Cellulosemodifikation. Gremos und Kollegen zei-
gen FT-IR-Spektren, welche nicht zu den erwarteten Esterpeaks von Celluloselaurat
passen; Wang und Kollegen beschreiben hohe Substitutiongrade in Mischungen aus
ionischen Flissigkeiten, die laut der hier vorliegenden Arbeit zumindest die Enzymakti-
vitat bezlglich der Synthese von Glucoselaurat inhibieren. Und die von Klohr und Kol-
legen beschriebene enzymatische Acetylierung von Cellulose funktioniert, zumindest
auf Glucose-Basis, auch in Abwesenheit von Enzymen, da die Lésungsmittelkomponen-
te NMMO als Katalysator agiert. Diese Beispiele zeigen, dass die Verwendung von ada-
guaten Kontrollen und eine geeignete Analytik bei Studien zur Cellulosemodifikation
nicht vernachlassigt werden diirfen und sich nachfolgende Studien, im Gegensatz zu

den bisherigen Studien, mit dieser Problematik auseinandersetzen mussen.
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4.4 Die chemische Vinylester-basierte Synthese in [EMIM]OAc

Die groRte Produktausbeute an Glucosedilaurat, Glucosetrilaurat und Glucosetetralau-
rat wurde nach vier Stunden und 60°C bei einer Substratmenge von 3 Aquivalenten
Laurinsdurevinylester je Glucose erhalten (Abbildung 14). Die bei langeren Reaktions-
zeiten und hoéheren Temperaturen auftretende Abnahme an Produkt kann durch Ne-
ben- bzw. Folgereaktionen erklart werden (Abbildung 14, Abbildung 15). Eine mogliche
Nebenreaktion kdnnte in diesem Zusammenhang die Reaktion der Imidazolium-
Carbenspezies (39) von [EMIM]OAc mit der Aldehydfunktion der Glucose sein.%>33 Es
ist auch moglich, dass Glucosemonolaurat, Glucosedilaurat, Glucosetrilaurat und Glu-
cosetetralaurat zu Glucosepentalaurat weiterreagieren, welche mit den verwendeten
analytischen Methoden nicht detektiert werden konnten. Die Synthese von groRRen
Mengen an Glucosepentalaurat ist allerdings unwahrscheinlich, da lediglich 2 bzw.
3 mol Laurinsaurevinylester je Glucose in den Systemen vorhanden sind. Grundsatzlich
sind auch eine Hydrolyse von Glucoselaurat oder weitere nicht bekannte Nebenreakti-
onen vorstellbar, die die Abnahme von Glucoselaurat (Glucosemono- bis Glucosetetra-
laurat) erkldaren kénnen. Nach diesen Vorexperimenten zur Vinylester-basierten Glu-
coselauratsynthese wurde das Synthesekonzept auf die Modifikation von Cellulose

Ubertragen.

Die Vinylester-basierte Synthese in [EMIM]OAc erméglicht die homogene Synthese von
Celluloselaurat mit einem Substitutionsgrad von 2,9 bei einer Substratkonzentration
von 4 mol je AGU. Da jede AGU drei freie Hydroxygruppen besitzt, entspricht dies ei-
nem Substratiiberschuss von 33 %. Im Gegensatz dazu benétigt die Vinylester-basierte
Synthese in DMSO/TBAF eine Substratmenge von 10 mol je AGU, also einen Substrat-
Uberschuss von 233 %, um einen Substitutionsgrad von 2,6 zu erhalten.3® Der Vorteil
der von Heinze und Kollegen vorgeschlagenen Vinylester-basierten Synthese in
DMSO/TBAF liegt in der niedrigen Prozesstemperatur von 40°C, was Energiekosten und
potenzielle Nebenreaktionen minimiert. Jedoch bendétigt diese Synthese 72 Stunden,
wahrend die Vinylester-basierte Synthese in [EMIM]OAc innerhalb von 1-4 Stunden
abl3uft (Abbildung 19).3% Auch Fettsiurechlorid-basierte Synthesen in LiCl/DMAc wei-

sen Ublicherweise lange Reaktionszeiten zwischen 16 h und 24 h auf (Tabelle 2).341>
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Satgé und Kollegen konnten diese Reaktionszeit zwar auf eine Minute reduzieren, be-
notigten dafir allerdings den giftigen Katalysator 4-(Dimethylamino)-pyridin, Mikro-
wellenstrahlung und Temperaturen von 140°C-165°C (Tabelle 2).3® Hohe Temperaturen
und Mikrowellenstrahlen bendétigen viel Energie und bergen das Risiko von verstarkten
unerwinschten Nebenreaktionen, wie beispielsweise eine Verringerung des Polymeri-
sationsgrades der Cellulose.'%® Kiirzlich wurde gezeigt, dass bei 50°C in LiCl/DMAc hohe
DS-Werte (2,83) fiir Celluloseacetat innerhalb von 2 Stunden erreicht werden kdénnen,
wenn 5 mol je AGU Acetylchlorid als Substrat eingesetzt werden.3’” Hierbei ist aller-
dings zu berlcksichtigen, dass die langkettigen Fettsdaurechloride zum einen aufgrund
von sterischer Hinderung unreaktiver sind und zum anderen aufgrund ihrer niedrigen
Polaritat eine schlechte Loslichkeit bzw. einen geringeren Massentransfer in die pola-
ren Celluloselosungsmitteln zeigen. Daher diirfen Reaktivitaten nur zwischen Acyldo-

noren ahnlicher Kettenlangen verglichen werden.

Im Gegensatz zu LiCl/DMAc-Systemen ist die Synthese von langkettigen Cellulosee-
sternin [BMIM]CI (5), ausgehend von 3 mol je AGU Fettsaurechloriden wesentlich
schneller und fiihrt innerhalb von 2 Stunden zu einem Susbtitutionsgrad von 1,54.3°
Um die Vinylester-basierte Synthese besser mit der Fettsdaurechlorid-basierten Synthe-
se nach Barthel und Heinze vergleichen zu koénnen, wurde Celluloselaurat in
[BMIM]CI bei 80°C durch Zugabe von dquimolaren Mengen von Lauroylchlorid repro-
duziert und flihrte zu einem DS von 2,3 (Tabelle 10). Dieser Substitutionsgrad liegt ho-
her als von Barthel und Heinze beschrieben und ist besser vergleichbar mit den Ergeb-
nissen von Huang und Kollegen, die bei einer dhnlichen Synthese von Cellulosestearat
einen Substitutionsgrad von 2,15 bei &quimolaren Reaktionsbedingungen
berichten.*>3° Die Vinylester-basierte Synthese besitzt mit einem Substitutionsgrad
von 2,4 und dhnlichen Synthesebedingungen eine vergleichbare Effizienz wie die Fett-

saurechlorid-basierte Synthese in [BMIM]CI (Tabelle 10).

Weitergehend wurde der Einfluss der Reaktionstemperatur und der Zeit unter dquimo-
laren Reaktionsbedingungen der Vinylester-basierten Synthese getestet. Das Tempera-
turoptimum bei der Vinylester-basierten Celluloselauratsynthese liegt mit 70-80°C
Uber dem Temperaturoptimum der Glucoelauratsynthese (60°C, Abbildung 14). Dieser
Unterschied kann zum einen durch die héhere Viskositdt der Cellulose-[EMIM]OAc-
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Losungen, im Gegensatz zu Glucose-[EMIM]OAc-Losungen, erklart werden, welche
aufgrund des reduzierten Massentransfers hohere Temperaturen erfordern. Eine an-
dere Erklarung konnte in der niedrigeren Reaktivitat der Cellulose — bedingt durch ih-
ren polymeren Charakter — begriindet sein, wodurch héhere Synthesetemperaturen
far vergleichbare Syntheseoptima benétigt werden. Die Vinylester-basierte Synthese in
[EMIM]OACc kann allerdings auch bei deutlich niedrigeren Temperaturen von 40°C oder
50°C durchgefiihrt werden, falls mildere Reaktionsbedingungen aus prozesstechni-
scher Sicht erforderlich sein sollten (Abbildung 18). Dies wiirde jedoch ldngere Reakti-
onszeiten und/oder hohere Acyldonorkonzentrationen erfordern, um vergleichbare
DS-Werte zu erreichen. Der Einfluss der Reaktionszeit wurde beim Temperaturopti-
mum von 80°C untersucht. Innerhalb der ersten 30 Minuten verlduft die Reaktion
schnell und fuhrt zu DS-Werten von 2,1. Nach 60 Minuten war die Reaktion beendet
und es wurden Substitutionsgrade zwischen 2,1 und 2,4 gemessen (Abbildung 19). Die
Vinylester-basierte Synthese in [EMIM]OAc ist also wesentlich schneller als die Vinyles-
ter-basierte Synthese in DMSO/TBAF, welche von Heinze publiziert wurde.?® Jedoch
zeigen die Reaktionsparameter Zeit und Temperatur einen groRen Einfluss auf die Syn-
theseeffizienz. Daher sollte in zukiinftigen Experimenten die Synthese in
[EMIM]OAc bei 40°C durchgefiihrt werden, um die Synthese besser mit der
DMSO/TBAF-Synthese nach Heinze vergleichen zu kdnnen.3® Dieser Ansatz wére aller-
dings auch problematisch, da die Viskositdit von Celluloselésungen in
[EMIM]OACc deutlich tber den Viskositaten von DMSO-Salzmischungen liegen und da-
her vermutlich der Massentransfer in [EMIM]OAc bei niedrigeren Temperaturen limi-
tiert ist.1® Um die beiden Synthesestrategien aussagekraftig vergleichen zu konnen,
waren vergleichende Studien bezlglich Kosten, Effizienz, Zeit, Sicherheit und Recycling
erforderlich. Insbesondere der Faktor Sicherheit und Recycling ist im Falle von
DMSO/TBAF problematisch, da DMSO brennbar ist und aufwendigere Recyclingprozes-
se erforderlich sind.** Im Gegensatz dazu sind ionische Flissigkeiten nicht brennbar

und Recyclingprozesse leichter.

Die Produkte der Vinylester-basierten Synthese in [EMIM]OAc und die Produkte der
Fettsaurechlorid-basierten Synthese in [BMIM]CI zeigen, wie bereits diskutiert, dhnli-

che Substitutionsgrade. Ein deutlicher Unterschied zwischen den Celluloselauraten
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liegt allerdings im Molekulargewicht. Das Zahlenmittel der Molmasse (M) ist nach der
Vinylester-basierten Synthese 15-fach hoher, wahrend das Massenmittel der Molmas-
se (Mw) 32-fach Uber den Molekulargewichtsverteilungen von Celluloselaurat liegt,
welches durch die Fettsdurechlorid-basierte Synthese erzeugt wurde (Tabelle 10).
Hierbei muss allerdings angemerkt werden, dass die Molekulargewichtsverteilungen
relativ zu einem Polystyren-Standard gemessen wurden, welcher im Vergleich zu Cellu-
loselaurat ein nicht-verzweigtes Polymer ist. Dies kann zu Ungenauigkeiten bei der
Bestimmung der Molekulargewichtsverteilungen des Polymers fiihren. Jedoch zeigen
Unterschiede in den Molmassenverteilungen der synthetisierten Celluloselaurate in
der GroRenordnung von 15 (My) bis 32 (Mw), dass der Polymerisationsgrad bei der
Fettsaurechlorid-basierten Synthese in [BMIM]CI abnimmt. Der Abbau des Cellulo-
segrundgeriistes durch die Synthese mit Carbonsaurechloriden wurde bereits haufig in
der Literatur beschrieben.1®#! Eine derartige Abnahme des Polymerisationsgrades
konnte beispielsweise auch schon bei anderen halogenhaltigen ionischen Flussigkeiten,
wie beispielsweise 1-Ethyl-3-Methylimidazoliumchlorid ([EMIM]CI) gezeigt werden.3?
Diese Depolymerisation der Cellulose wird vermutlich durch die Bildung von hochreak-
tivem Chlorwasserstoff oder durch das reaktive Lauroylchlorid selbst induziert. Im Ge-
gensatz dazu fuhrt die Vinylester-basierte Synthese zu dem weniger reaktiven Neben-

produkt Acetaldehyd, und liefert Celluloseester mit hoherem Polymerisationsgrad.
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4.5 Acetylierung als unerwiinschte Nebenreaktion

Die unerwiinschte Acetylierung von Cellulose in einer Acetat-basierten ionischen Fliis-
sigkeit ist offensichtlich eine systemimmanente Nebenreaktion. Dennoch ist die zusatz-
liche Acetylierung, die allein durch den Losungsprozess bei 150°C auftritt, mit 1,7 mol-
% aller Hydroxygruppen relativ gering.?> Bei niedrigeren Losetemperaturen wie in der
hier vorliegenden Arbeit (80°C) konnte diese Grundacetylierung, welche nicht durch
Acyldonoren induziert wird, aufgrund der geringeren thermischen Energie kleiner sein.
Auch eine mogliche enzymatische Modifikation von Cellulose in Acetat-basierten ioni-
schen Flussigkeiten wirde sehr wahrscheinlich zu einer zusatzlichen Acetylierung der
Cellulose fiihren, da viele Lipasen und Esterasen, wie beispielsweise die CAL-B, Acetat
bzw. Essigsdure als Substrat akzeptieren.®® Somit ist eine enzymatische Veresterung
von Alkoholen mit langkettigen Sauren in [EMIM]OAc immer nur mit zusatzlicher Ace-
tylierung durchflihrbar. So entsteht bei der enzymatischen Umsetzung von Butanol in
[EMIM]OAC Essigsaurebutylester, wobei die Acetatkomponente vom Anion der ioni-
schen Flussigkeit oder von Essigsdaureester-Verunreinigungen stammt (Abbildung 5,
Schema 8). Diese zusatzliche Acetylierung ist allerdings nicht auf Enzymreaktionen be-
schrankt, da ebenfalls chlorierte Substrate und Anhydride in [EMIM]OAc eine Aktivie-
rung der Acetate und damit eine Acetylierung der Cellulose bewirken.3144 Beispielswei-
se wurde gezeigt, dass der Umsatz mit dem Substrat Propionsdureanhydrid in
[EMIM]OACc hauptsachlich eine Acetylierung der Cellulose bewirkt und nur in geringem
Malle eine Veresterung mit Propionsaure. In [EMIM]OAc ist die zusatzliche Acetylie-
rung, die durch Vinylester induziert wird, mit 4 - 26,3 mol-% deutlich niedriger als bei
der Verwendung von Anhydriden oder Fettsdaurechloriden mit 83,3 - 88,8 % (Tabelle
11). Dieser Unterschied ist vermutlich auf die niedrigere Reaktivitat von Vinylestern, im
Vergleich zu Anhydriden und Fettsaurechloriden zurlickzufiihren. Neben der starken
zusatzlichen Acetylierung, ausgehend von Fettsdurechloriden und Anhydriden, ist die
gesamte Substitution mit einem DSrotal von 0,36 bzw. 0,34 unter dquimolaren Sub-
stratkonzentrationen deutlich niedriger, als bei der Vinylester-basierten Synthese mit
DSacyldonor-Werten Uber 2,1 (Tabelle 11). Dieser Unterschied ist vermutlich auf Neben-
reaktionen der hoch reaktiven Anhydride und Fettsdurechloride zurilickzufiihren, die

allerdings nicht weiter untersucht wurden. Somit ermdoglicht die Vinylester-basierte
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Synthese eine deutlich groRere Kontrolle tGber das Substitutionsmuster der Cellulo-
se und ist bei dquimolarem Substrateinsatz mit DS-acyidonor Uber 2,0 effizienter als die
Synthese, ausgehend von Fettsaurechloriden und Anhydriden, mit DS-acyidonor-Werten
unter 0,1 in [EMIM]OACc (Tabelle 11 und Abbildung 19). Das Ausmal’ der zusatzlichen
Acetylierung variiert allerdings nicht nur zwischen Fettsaurechloriden, Anhydriden und
Vinylestern, sondern auch zwischen unterschiedlichen Vinylesterseitenketten. Die
Veresterung mit dem sterisch anspruchsvollen und sehr unpolaren Palmitinsaurevi-
nylester flihrt zu einer hohen Acetylierung von 20,0 %, wahrend kiirzere und polarere
Substrate wie Laurinsaurevinylester und Octansaurevinylester lediglich eine Acetylie-
rung von 11,1 % bzw. 6,3 % zeigen (Tabelle 11, Abbildung 20). Zusatzlich fihren die
ebenfalls vergleichsweise polaren Substrate, Pivalinsdurevinylester und Benzoesaure-
vinylester, zu einer prozentualen Acetylierung von 4,2 % bzw. 4,5 %. Die zusatzliche
Acetylierung scheint allerdings nicht nur von der Polaritdt des Substrates abzuhdngen,
sondern ist auch nach Verwendung des moderat unpolaren
2-Ethylhexansdurevinylesters mit 18,1 % vergleichsweise hoch und geht mit niedrige-
ren Substitutionsgraden von DSacyidonor 0,9 einher (Tabelle 11). Mdglicherweise behin-
dert die verzweigte 2-Ethylhexansdaure hohe DSacyidonor-Werte durch ihre sterisch an-
spruchsvolle Struktur und beglinstigt dadurch die Acetylierung mit den kleineren Ace-
tatgruppen. Diese Argumentation passt ebenfalls zu Celluloseneodecanoat, welches
mit 26,3 % eine vergleichsweise hohe prozentuale Acetylierung vorweist (Tabelle 11).
Bei den Neodecansaureseitenketten handelt es sich um ein Isomer-Gemisch aus eben-

falls stark verzweigten Alkanketten.

Die Erklarung der hohen Acetylierung im Falle des Palmitinsdurevinylesters kann mog-
licherweise {iber kinetische Uberlegungen erkldrt werden. Beziiglich der Reaktionszeit
kann spekuliert werden, dass die Aktivierung von Acetat in [EMIM]OAc wahrend der
Vinylester-basierten Synthese deutlich langsamer ist, als bei der Anhydrid- oder Fett-
saurechlorid-basierten Synthese, was zu der beobachteten reduzierten Acetylierung
flhrt. Zusatzlich ist die Acylierung der Cellulose, ausgehend von Vinylestern (15),
schneller, als die unerwiinschte Aktivierung von Acetat bzw. dessen Bindung an die
Cellulose. Mit abnehmender Polaritat der Vinylester sinkt die Loslichkeit, sowie der

Massentransfer in dem polaren Losungsmittel [EMIM]OAc und miisste daher zu einer
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Abbildung 28: Mogliche Acylierungs- und Acetylierungswege der Vinylester-basierten Synthese in
[EMIM]OAc.

Die Zahlen 1, 2, 2/, 3 und 3 bezeichnen Reaktionswege, welche aus den links beschriebenen Reaktionen
und dem korrespondierenden Massentransfer, welcher rechts als blauer Pfeil eingezeichnet ist, aufge-
baut sind. Ein mogliches Konzept zur Erklarung der zusatzlichen Acetylierung basiert auf der Vinylester-
induzierten Anhydridbildung. Die Vinylester-basierte Acylierung der Cellulose verlduft direkt, wobei der
Massentransport von unpolaren Vinylestern (15) in die [EMIM]OAc-Phase die Reaktion limitiert (Weg 1).
An der Phasengrenzflache kann der Vinylester mit dem Acetat der ionischen Flissigkeit ein gemischtes
Anhydrid bilden (Weg 2). Der Massentransfer des gemischten Anhydrids ist allerdings ebenfalls aufgrund
der geringen Polaritat seines Restes limitiert (Weg 2) und fiihrt bei einer Reaktion mit Cellulose, sowohl
zu dem Celluloseester — der den gleich Rest wie der urspriingliche Vinylester tragt — sowie zu Cellulose-
acetat (55, Weg 2‘). Das gemischte Anhydrid kann allerdings mit einem weiteren Acetat der ionischen
Flussigkeit reagieren und bildet dann ein Carboxylat (54) und das Essigsdaureanhydrid (53, Weg 3), wel-
ches deutlich polarer ist als der eingesetzte unpolare Vinylester (15) und das gemischte Anhydrid. Daher
ist der Massentransfer von Essigsdureanhydrid (53) in die polare Phase der ionischen Flissigkeit, im
Gegensatz zu dem gemischten Anhydrid und dem unpolaren Vinylester (15), bevorzugt (Weg 3). Dieses
Konzept kann die erhéhte Acetylierung bei der Verwendung von unpolaren Vinylestern erklaren, da
Weg 3‘ gegeniiber Weg 2‘ und Weg 1, aufgrund der groRen Konzentration an Essigsdureanhydrid (53) in
[EMIM]OAC, bevorzugt ablauft. Im Falle von polareren Substraten ist Weg 1 bevorzugt, da die Weg-Folge
bestehend aus Weg 2, Weg 3 und Weg 3‘ langsamer ist, als die direkte Acylierung im Weg 1.

langsameren Celluloseveresterung fiihren (Abbildung 28, Weg 1). Unter der Annahme,
dass die Vinylester-basierte Acetat-Aktivierung an der Phasengrenzflache stattfinden
kann, wirde dies in Zusammenhang mit dem verlangsamten Massentransfer von

unpolaren Acyldonoren in einer erhéhten Acetylierung der Cellulose resultieren
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(Abbildung 28). Eine vorstellbare Form der Acetat-Aktivierung ware die Bildung von
gemischten Anhydriden (14), bestehend aus dem Acetat der ionischen Flussigkeit und
der Acylkomponente des eingebrachten Acyldonors (Abbildung 28, Weg 2). Der mogli-
che Mechanismus der Anhydridbildung wird in Kapitel 4.10 genauer diskutiert. Ein ge-
mischtes Anhydrid (14), bestehend aus beispielsweise einem Acetat und einem Palmi-
tat, welches an der Phasengrenzflache entsteht, ist allerdings nicht wesentlich polarer
als ein Palmitinsdurevinylester. Somit wirde sich kein beschleunigter Massentransfer
und keine erhdhte Acetylierung der Cellulose ergeben (Abbildung 28, Weg 2‘). Da al-
lerdings bekannt ist, dass Anhydride Acetat in [EMIM]OAc ebenfalls aktivieren, kann
das postulierte gemischte Anhydrid mit einem weiteren Acetat reagieren und dadurch
Essigsaureanhydrid (53) bilden, dessen Entstehung aufgrund der hohen Konzentration
an Acetat in der ionischen Flissigkeit bevorzugt ist (Abbildung 28, Weg 3). Das Essig-
saureanhydrid (53) ist allerdings, im Gegensatz zu beispielsweise Palmitinsdurevinyles-
ter oder einem gemischten Anhydrid aus Acetat und Palmitat, deutlich polarer, was zu
einem besseren Massentransfer in [EMIM]OAc fiihrt und eine groRere Acetylierung der
Cellulose begiinstigt (Abbildung 28, Weg 3‘). Somit konnte die erhohte Acetylierung,
im Falle von Cellulosepalmitat, auf der postulierten Vinylester-basierten Anhydridbil-
dung beruhen (Abbildung 28). Sofern die postulierte Vinylester-basierte Anhydridbil-
dung zutrifft und fiir die erhohte Acetylierung verantwortlich ist, kdnnte in nachfol-
genden Studien versucht werden, die Anhydride durch die Zugabe von Wasser abzu-
fangen, da sich Anhydride in Gegenwart von Wasser spontan zu freien Sduren zerset-
zen. Dies konnte dazu beitragen, die unerwiinschte Acetylierung zu begrenzen, wobei
dadurch vermutlich die Syntheseeffizienz, aufgrund des verstarkten Flusses der Acyl-
donoren in freie Fettsdure, reduziert werden wirde. Unabhangig von diesen Annah-
men kann festgestellt werden, dass die Vinylester-basierte Synthese eine schonende
Modifikation von Cellulose mit vergleichsweise niedriger zusatzlicher Acetylierung ge-
wahrleistet. Insbesondere wenn nicht-verzweigte, relativ polare Vinylester verwendet

werden, ist die Acetylierung auf geringe DSacetat-Werte beschrankt.
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4.6 Robustheit der FT-IR-Analytik

Eine Moglichkeit, um die Veresterung von Cellulose nachzuweisen, ist die FT-IR-
Spektroskopie. Wie in Kapitel 4.3 diskutiert, ergibt sich bei der Vinylester-basierten
Synthese ein Wellenlangenwechsel des C=0-Signals zwischen dem Vinylestersubstrat
und dem Celluloseesterprodukt. Dies ist beispielsweise bei der Vinylester-basierten
Synthese in [EMIM]OAc zu beobachten, bei der das Substrat Laurinsdurevinylester mit
1756 cm™ einen anderen Esterpeak vorweist, als das Celluloselauratprodukt mit
1741 cm* (Abbildung 16, Anhang 7). Neben diesen qualitativen Aussagen, kann mithil-
fe von FT-IR-Spektren auch eine quantitative Abschatzung der Veresterung gegeben

werden, welche nachfolgend diskutiert wird.

Dominguez de Maria und Martinsson entwickelten eine FT-IR-Methode, die unabhan-
gig von Fettsaureverunreinigungen ist, da sie Fettsauren durch die Zugabe von Basen
in Carboxylate umwandelt und dadurch die FT-IR-Signale verschiebt, was die Integrati-
on des Esterpeaks (C=0 Schwingung zwischen 1720 cm™ bis 1743 cm™) ermoglicht,
welcher nicht mehr mit den Signalen der Fettsduren lberlagert.%® Diese Methode ist
sehr nitzlich, basiert jedoch auf teuren ionischen Flissigkeiten und bendtigt zeitinten-

sive Losungsprozesse.

Im Gegensatz zur Integration des Esterpeaks wurde in der hier vorliegenden Arbeit die
Peakhdhe zur quantitativen Abschatzung der Veresterung genutzt. Die Verwendung
der Peakhohe ist vermutlich nicht so genau wie die Verwendung der Peakflache, wird
jedoch nicht von Verunreinigungen mit freien Fettsduren beeinflusst, da diese nur die
Peakflache des Estersignals beeinflussen, aber nicht die Peakhohe. Dennoch kdnnen
Verunreinigungen die relative Hohe des Estersignals im FT-IR-Spektrum reduzieren.
Um dieses Problem zu umgehen, wurde in der hier vorliegenden Arbeit der relative
Substitutionsgrad (RDS) genutzt, der sich aus Formel 12 und Formel 13 berechnet und
die C=0-Esterpeakhohe in Relation zu der Peakhodhe des Signals der glycosidischen
Bindung (C-O-C-Schwingung bei 1019 cm™ bis 1070 cm™?) setzt. Der Celluloseetherpeak
bei 1019 cm™ bis 1070 cm™ wurde als ,,Fixpunkt” fir die RDS-Kalkulation gewéahlt, um
das Estersignal zu normieren, da das Ethersignal des zugrundeliegenden Cellulo-

segrundgeristes sich nicht mit variierendem DS verandert.
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Die Korrelation zwischen dem RDS-Werten, welche auf FT-IR-Daten beruhen und den
DS-Werten, welche sich aus 'H-NMR-Spektren ableiten, wurde fiir verschiedene Cellu-
loseester untersucht (Abbildung 23A). Im Bereich zwischen 0,3 bis 1,0 (RDS-Wert) bzw.
0,24 bis 2,30 (DS-Wert) wurde ein linearer Zusammenhang von RDS und DS beobach-
tet. Es muss darauf hingewiesen werden, dass es schwierig ist, Cellulosematerial mit
niedrigem Substitutionsgrad zu l6sen, was zu einer gewissen Ungenauigkeit bei der 'H-
NMR-Analytik beitragen kann und die geringere Anzahl von RDS-DS-Wertepaaren fir
niedrige Substitutionsgrade erklart (Abbildung 23A). Dennoch scheint die lineare Re-
gression mit einem BestimmtheitsmaB (R?) von 0,94 einen linearen Verlauf zu be-
schreiben. Die Robustheit der FT-IR-Methode wurde weiterhin bestatigt, indem Cellu-
loselaurat in unterschiedlichen Verhaltnissen mit unmodifizierter Cellulose gemischt
wurde. Die Auftragung des prozentualen Celluloselauratgehalts gegen den RDS-Wert
der Mischungen ergab fir RDS-Werte Uber 0,2 ebenfalls einen linearen Verlauf
(Abbildung 23B). Fiir RDS-Werte unter 0,2 wurde der RDS-Wert aufgrund eines unzu-
reichenden Signal-Rausch-Verhaltnisses ungenau und weicht von dem linearen Verlauf

ab.

Der RDS-Wert ist fiir die Analyse der Celluloseveresterung geeignet, kann aber nicht
dafir genutzt werden, zwischen Acylierung und Acetylierung zu unterscheiden. Da die
beobachtete Acetylierung allerdings meist unter 25 % liegt, besteht der RDS im Fall der
Vinylester-basierten Synthese in [EMIM]OACc, hauptsachlich aus Estersingalen, welche
durch die Acylierung der Cellulose hervorgerufen werden. Allerdings kann es aufgrund
der unterschiedlichen Signale bei der Verwendung von verschiedenen Estern proble-
matisch sein, den RDS anzuwenden, da beispielsweise im Falle von Cellulosebenzoat
das C=0-Signal mit 1711 cm™ stark von dem Signal anderer Celluloseester, wie bei-
spielsweise Celluloselaurat mit 1741 cm™ abweicht. Somit addieren sich im Fall von
Mischestern nicht die Peakmaxima, sondern es kommt zu Uberlagerung der ,Nicht-
Maxima-Signale®”, was zu neuen Peakmaxima fiihren kann. Dies kann weiterhin zu

Ungenauigkeiten bei der RDS-Analytik beitragen.

6 Bezeichnet das Messsignal, welches nicht am Scheitelpunkt eines Signalpeaks auftritt, aber
dennoch zum Peak gehort.
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Zusatzlich ist der RDS vom Polymerisationsgrad abhdngig, da der zur RDS-Berechnung
verwendete Etherpeak (glycosidische Bindung, 1019 cm™ bis 1070 cm™) direkt mit der
Lange des Polymers korreliert. Daher kdnnen Veranderungen im RDS-Wert sowohl DS-,
als auch DP-Wert Veranderungen anzeigen und missen daher vorsichtig interpretiert
werden. Wenn es jedoch durch eine schonende Synthese gelingt, Anderungen im DP
zu minimieren, ist der RDS ein aussagekraftiger Wert, um den Substitutionsgrad abzu-
schatzen. Veranderungen im Polymerisationsgrad beeinflussen den RDS allerdings
deutlich schwacher, als Verdanderungen im DS. Wenn sich der Polymerisationsgrad hal-
biert, wurde lediglich eine glycosidische Bindung der Cellulose gespalten. Cellulose
besteht allerdings aus hunderten von glycosidischen Bindungen, weswegen sich die
Halbierung des DP lediglich in einer geringfligigen Reduzierung des Signals fir die gly-
cosidische Bindung im FT-IR-Spektrum manifestiert. Daher haben nur hohe Fluktuatio-

nen im DP-Wert einen nennenswerten Effekt auf den RDS-Wert.

RDS-Werte wurden in dieser Arbeit genutzt, um die Reaktionskinetik der Cellulosees-
tersynthese wahrend des Upscaling-Prozesses zu untersuchen. Der RDS ermoglicht es,
die Celluloseveresterung schon bei niedrigen Substitutionsgraden zu analysieren, wel-
che beispielsweise am Anfang des Prozesses auftreten. Der RDS-Wert ist insbesondere
fur die Analytik von Celluloseestern mit niedrigen Substitutionsgraden und der damit
einhergehenden Unl6slichkeit in tGblichen NMR-Losungsmitteln nitzlich, da hier eine

Bestimmung der Veresterung mittels NMR nicht méglich ist.
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4.7 Upscaling, Recycling und Wiederverwendbarkeit

Die Vinylester-basierte Synthese wurde im 2,5 kg [EMIM]OAc durchgefiihrt, anschlie-
Rend wurde die ionische Fliissigkeit recycelt und erneut fiir die Synthese eingesetzt.
Insgesamt wurden vier Synthese-Recycling-Zyklen durchlaufen. In dem ersten Reaktor-
lauf konnte durch den Einsatz von 431,6 g Laurinsaurevinylester und 77 g Cellulose
eine Ausbeute von 233 g Celluloselaurat erzielt werden. Das Celluloselaurat hat eine
DS von 2,3, einem RDS von 0,92 und eine massenmittlere Molmasse (My) von 232.072
g/mol (Tabelle 12). Dies entspricht einer deutlich héheren Produktausbeute, im Ver-
gleich zur Fettsdurechlorid-basierten Synthese in [BMIM]CI (5), welche nach Barthel
und Heinze unter Verwendung von 2,14 ml Lauroylchlorid und 0,5 g Cellulose lediglich
0,35 g Celluloselaurat mit einem Substiutionsgrad von 1,54 liefert.3° In dieser Synthese
entsteht in Bezug auf die Masse weniger Celluloselaurat (Produkt), als Cellulose (Sub-
strat) eingesetzt wurde, obwohl die zusatzliche Masse der Seitenketten (Acylkompo-
nente) die Gesamtmasse nach der Synthese erhohen miisste. Die hohere Ausbeute der
Vinylester-basierten Synthese kann durch die niedrigere Depolymerisation des Cellulo-
segrundgeriistes, im Gegensatz zu der Fettsaurechlorid-basierten Synthese, erklart
werden (Tabelle 10). So wiirde ein Abbau des Cellulosegrundgeriistes wahrend der
Fettsaurechlorid-basierten Synthese zu einer komplexen Mischung von Celluloselaurat-
Oligomeren und Celluloselaurat-Polymeren fihren, was die Produktaufarbeitung er-
schwert und damit die Massenbilanz des gesamten Prozesses negativ beeinflusst. Klei-
ne Oligomere der Celluloseester sind vermutlich teilweise in den Aufarbeitungslo-
sungsmitteln wie Methanol und Wasser |6slich und wiirden daher ausgewaschen wer-
den. Eine genaue Bestimmung der Produktausbeute bezogen auf die theoretisch mog-
liche Produktausbeute der Vinylester-basierten Synthese von Celluloselaurat ist nicht
moglich, da von hoch substituierten DS-Werten die Bestimmung des prozentualen Ace-
tatgehalts schwierig ist, welcher aber fiir die Kalkulation des Produktmolekularge-
wichts und damit der Ausbeute von Bedeutung ist. Grobe Abschatzungen, unter An-
nahme eines konstanten Acetatgehalts von 11 %, ergeben Ausbeuten zwischen 80 %
und 99 % in den ersten 2 Synthesen und Ausbeuten zwischen 80 % und 70 % fir die 3.
und 4. Synthese (Kapitel 2.3.8). Diese Abnahme der Ausbeute korreliert allerdings auch

mit dem reduzierten Substitutionsgrad, welcher bei der dritten Synthese auf 1,8 und
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anschlieend in der vierten Synthese auf 1,4 fallt. Zusatzlich sinkt die Massenausbeute
von 233 g bzw. 272 g in den ersten zwei Reaktorldaufen auf 153 g im dritten und 120 g
im vierten Reaktorlauf. Eine mogliche Erklarung fur diesen Riickgang in der Syntheseef-
fizienz konnte in der zunehmenden Akkumulation von EHEMIM (40) mit steigenden
Recyclingschritten liegen. EHEMIM (40) besitzt eine sekundare Alkoholgruppe, die aus-
gehend von Vinylestern in [EMIM]OAc verestert werden kann, und konkurriert damit
um das Substrat der Celluloseestersynthese (Schema 19). Ob dies jedoch wirklich der
Grund fur die reduzierte Syntheseeffizienz ist, konnte allerdings nicht abschlieBend
geklart werden. Ein dhnlicher Effekt wurde wahrend der Phosphorylierung in der ioni-
schen Flissigkeit 1-Butyl-3-methylimidazoliumchlorid beobachtet, wobei der Substitu-
tionsgrad innerhalb von funf Recyclingzyklen von 0,55 auf 0,45 sinkt.1% Diese Beispiele
zeigen, dass das Recycling von ionischen Flissigkeiten durchaus problematisch ist und
die Syntheseeffizienz beeinflussen kann. Wie am Beispiel der EHEMIM-Bildung gezeigt,
sind ionische Flussigkeiten nicht immer inert, was das Recycling erschwert. In Bezug
auf die Masse lag die Recyclingeffizienz der ionischen Flissigkeit bei der Vinylester-
basierten Synthese bei durchschnittlich 91 % und variierte nur geringfiigig (Tabelle 13).
Das Recycling von ionischen Flissigkeiten ist aufgrund ihres hohen Preises ein Schlis-
selfaktor bei der Entwicklung von 6konomisch und dkologisch effizienten Prozessen. In
diesem Zusammenhang diskutieren King und Kollegen die Moglichkeit,
[EMIM]OACc unter bestimmten Bedingungen zu destillieren, sind jedoch sehr kritisch
beziiglich der Reinheit und Korrosivitat der wiedergewonnenen ionischen Flissigkeit,
weshalb die Evaporation vermutlich keine sinnvolle Moglichkeit fiir das Recycling von
[EMIM]OAC ist.*1% Darum wurde in der hier vorliegenden Arbeit die hjufig angewende-
te , Anti-Solvent-Strategie” genutzt, bei der die Zugabe eines Losungsmittels das Aus-
fallen des Polymers induziert und dadurch dessen Abtrennung erméglicht.'*%112 An-
schliefend wird durch Evaporation des fliichtigen ,, Anti-Solvents”, in diesem Fall Was-
ser, die ionische Fllssigkeit recycelt. Die Verwendung von anderen , Anti-Solvents” wie
Ethanol oder Aceton kann aufgrund des niedrigeren Siedepunktes das Recycling ver-
einfachen, allerdings wiirden diese Losungsmittel aufgrund ihrer Brennbarkeit eine
sichere Prozessflihrung erschweren. Der beobachtete Verlust von ca. 10 w/w % ioni-

scher Flissigkeit, kann unter anderem durch das Anheften von [EMIM]OAc an das Cel-
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luloselaurat-Rohprodukt nach dem Wasser-induzierten Ausfillen erklart werden, wel-

ches erst wahrend dem Waschen mit Methanol von Celluloselaurat abgetrennt wird.

Neben den Ergebnissen zur Massenbilanz und zum Recycling wurde wahrend des Up-
scalings auch bemerkt, dass die Vinylester-basierte Synthese exotherm ist. Diese Tem-
peraturentwicklung ist zum einen in der Bildung des EHEMIM-Kations (40) aus EMIM
und Acetaldehyd begrindet. Inwieweit die Umesterung, ausgehend von Vinylestern
einen exothermen Charakter besitzt, wurde allerdings nicht untersucht. Zusatzlich
wurde beobachtet, dass sich mit voranschreitendem Recycling die Loslichkeit der Cel-
lulose in der ionischen Flissigkeit verbessert. Dieser Effekt soll im nachsten Kapitel

diskutiert werden.
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4.8 Verbesserte Loslichkeit von Cellulose

Das Phanomen der schnelleren und verbesserten Loslichkeit von Cellulose in recycel-
tem [EMIM]OACc nach der Vinylester-basierten Synthese soll nun betrachtet werden.
Die verbesserte Loslichkeit beruht zum einen auf der Bildung von EHEMIM (40) und
zum anderen auf der Anwesenheit von geringen Mengen an Wasser. Das Wasser kann
sowohl durch unvollstandige Evaporation wahrend des Recyclings akkumulieren, als
auch wahrend des Losungsprozesses aufgrund der hygroskopischen Eigenschaften der
ionischen Flussigkeit in das System gelangen. Die Bildung des EHEMIM-Kations (40)
basiert auf der Addition der EMIM-Carben-Spezies (39) an Acetaldehyd, welches als
Nebenprodukt bei der Vinylester-basierten Cellulosemodifikation entsteht (Schema

18).

Bereits geringe Mengen an EHEMIM (40) von 14 oder 27 %-Kation verkiirzen die Lose-
zeit signifikant, wobei sich bei einer EHEMIM-Konzentration von 38 % die Losezeit von
16 Stunden auf 5 Minuten reduziert, was einer 192-fachen Reduzierung der Losezeit
entspricht. Dieser Losungsprozess wurde in 2,0 ml Eppendorfreaktionsgefalen und das
Erzeugen von Loslichkeitsmatrizen untersucht, welche durch visuelle Beobachtung der
Loslichkeit, sowie der damit korrelierenden Viskositat erstellt wurden. Die Matrizen
zeigen ein Loslichkeitsoptimum bei einem Kationenanteil von 50 %- EHEMIM. Die ver-
besserte Loslichkeit unter diesen Bedingungen konnte anschlieend durch Experimen-
te im Kolbenmalstab verifiziert werden. So |6sten sich bei 80°C in 50 %-igem EHE-
MIM (40) mit 8,5 % w/w Wasser innerhalb von 3 Stunden 14 % w/w Cellulose, wah-
rend unter denselben Bedingungen bei 0 %-igem EHEMIM (40) bzw. 100 %-igem EMIM
lediglich 1 % w/w Cellulose und bei 0 % EHEMIM (40) bzw. 100 %-igem EMIM und 10 %

w/w Wasser lediglich 2 % Cellulose l6sten.

Somit ergeben sich kiirzere Lésungszeiten, als auch quantitativ optimierte Losungsei-
genschaften des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-Systems. Im Vergleich zur Literatur
wird ersichtlich, dass es durchaus moglich ist, h6here Prozentsatze an Cellulose in der
urspriinglichen ionischen Flissigkeit [EMIM]OACc zu l6sen, dies allerdings Vorbehand-
lungen oder den Einfluss von hohen Temperaturen und lange Ldsezeiten erfordert

(Tabelle 1).283126 Ein weiterer wichtiger Parameter ist die Art der verwendeten Cellulo-
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se, die sich je nach Polymerisationsgrad und Partikeldurchmesser unterschiedlich gut
|6st. Beispielsweise wird haufig mikrokristalline Cellulose (MCC) verwendet, die auf-
grund einer Salzsdurevorbehandlung geringere Polymerisationsgrade aufweist und
daher eine verbesserte Loslichkeit zeigt. Kohler 16ste innerhalb von 12 Stunden bei
70°C mit 10 % w/w deutlich mehr MCC, als es fur a-Cellulose in der hier vorliegenden
Arbeit beobachtet wurde (3 % w/w, 80°C, 16 Stunden).3! Gericke und Kollegen konnten
15 % w/w MCC und ,,Spruce sulfite pulp” (SSP) in [EMIM]OACc lI6sen, bendtigen hierfiir
allerdings 48 h bei 100°C.?¢ Zavel und Kollegen nutzten hingegen a-Cellulose und 18s-
ten 5 w/w bei 90°C innerhalb von 12 Stunden in [EMIM]OAc.?’ Diese Angabe ist in der-
selben GroRenordnung wie in der hier vorliegenden Arbeit, in der 3 % w/w bei 80°C
innerhalb von 16 Stunden geldst werden konnten. Die angefiihrten Beispiele zeigen,
dass der Losungsprozess von Cellulose in ionischen Flissigkeiten Ublicherweise lang-
wierig ist und hohe Temperaturen erfordert. Ergebnisse von Karotzos und Kollegen
verdeutlichen allerdings, dass niedrig konzentrierte Celluloselésungen von 2,47 % in
[EMIM]OACc auch innerhalb von 20 Minuten bei 150°C zugédnglich sind.>> Die Anwen-
dung von hohen Temperaturen, aber auch langen Ldsezeiten, kann zu einer Degradati-
on der ionischen Flissigkeiten beitragen, was das Recycling dieser erheblich erschwert.
Daher ist eine Verringerung der Losezeit und Losetemperatur fir eine nachhaltige An-
wendung von ionischen Flissigkeiten als Losemittel fur Cellulose bedeutend. In diesem
Kontext ist die Vorbehandlung der Cellulose eine Option, den thermischen Stress auf
die ionischen Flussigkeiten zu begrenzen. Kuzmina mischte [EMIM]OAc mit Wasser,
liel} es 12 Stunden inkubieren, wonach das Wasser bei 110°C unter Vakuum abgezogen
wurde, wodurch konzentrierte Celluloselésungen von bis zu 18 % entstanden.?® Dieses
Beispiel zeigt, dass mit dem richtigen experimentellen Aufbau und entsprechender
Vorbehandlung auch hochkonzentrierte Celluloselésungen in [EMIM]OACc hergestellt
werden kdnnen. Jedoch benétigt die Anwendung von Vakuum zuséatzlichen prozess-

technischen Aufwand.

Im Gegensatz zu den hier beschriebenen Literaturquellen bietet das [EHEMIM]-
[EMIM]OAc-Wasser-System eine wesentlich kiirzere Losezeit von 3 Stunden bei einer
moderaten Losetemperatur von 80°C und fihrt daher zu einer niedrigen thermischen

Belastung der ionischen Flissigkeit, was eine hohe Recyclingeffizienz beglinstigt. Ande-
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re Losungssysteme wie beispielsweise LiCI/DMAc sind aufgrund ihrer hohen Kosten
und des komplizierten Recyclings auf die Verwendung im LabormaRstab limitiert.® Das
NMMO-System wird bereits industriell fiir die Produktion von Regeneratfasern genutzt
und ist damit vermutlich das ausgereifteste nicht derivatisierende Celluloselésungssys-
tem. Wie bereits in Kapitel 1.1 beschrieben, ist das NMMO-System bezuglich der che-
mischen Modifikation von Cellulose aufgrund seiner hohen Reaktivitdt problematisch.
Interessant ist allerdings die Frage, inwieweit fiir die Produktion von Celluloseregene-
ratfasern das [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System mit dem NMMO-
System konkurrieren kann. Kosan und Kollegen verglichen in diesem Zusammenhang
verschiedene ionische Flissigkeiten wie [EMIM]OAc mit dem NMMO-System und be-
tonen den groRen Nutzen von ionischen Flussigkeiten.'!3 So konnten Spinnversuche in
[EMIM]OAc, im Gegensatz zu dem NMMO-System bei einer hoheren Celluloselkon-
zentration von 19,6 % w/w, im Vergleich zu dem NMMO-System mit 13,5 % w/w
durchgefihrt werden.''®* Die hohe Celluloseléslichkeit in dieser Studie erklart sich
durch die Prozessfiihrung, bei der durch die Zugabe von Wasser zu der ionischen Flis-
sigkeit eine homogene Verteilung der Cellulosepartikel erreicht wird. Durch das an-
schliefend unter Vakuum erfolgte Abziehen des Wassers entsteht eine homogene L6-
sung. Zusatzlich ist der verwendete Eukalyptuszellstoff mit einem Polymerisationsgrad
von 569 deutlich kleiner als der Polymerisationsgrad, der in der hier vorliegenden Ar-
beit verwendeten Cellulose (1072). Nachdem Kosan und Kollegen bereits die urspriing-
liche ionische Flussigkeit [EMIM]OACc bei ihrer vergleichenden Studie mit NMMO als
technisch bedeutend bewerten, unterstreicht dies das Potenzial der optimierten L6-
seeigenschaften des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System. Um die Unterschiede in
der Effizienz des NMMO-Prozesses und eines potenziellen [EHEMIM]-[EMIM]OAc-
Wasser-Prozesses zu analysieren, sind weiterfiihrende Studien notwendig. Ein mogli-
cher Schwachpunkt des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-Systems besteht in der Anzahl
der Komponenten. Eine groRe Anzahl von verschiedenen Komponenten, in diesem Fall
EHEMIM (40), EMIM, Wasser und Acetat konnte beim Recycling zu Problemen fiihren,
da sich die Riickgewinnung erschweren kann. So bestehen industrielle Celluloseldse-
mittel optimalerweise aus einer oder hochstens aus zwei Komponenten, damit sich

deren Rickgewinnung nicht zu kompliziert und kostenintensiv gestaltet 4. Inwieweit
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sich dies beim [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System tatsachlich als problematisch
erweist, muss in zukinftigen Studien geklart werden. Neben diesen potenziellen Re-
cyclingherausforderungen verspricht der beschleunigte und schonendere Losungspro-
zess im [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System einen effektiven Prozess zum Losen von
Cellulose und sollte in zukiinftigen Studien weiter untersucht werden. Insbesondere
vergleichende Studien zum NMMO-System sind angezeigt, um die 6konomische und

okologische Effizienz zu beurteilen.
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4.9 Mechanismus der Loslichkeit

Der Mechanismus der optimierten Loslichkeit des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-
Systems beruht auf unterschiedlichen Prinzipien. Beispielsweise wird angenommen,
dass Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Alkoholgruppen der Cellulose und
dem Celluloseldsungsmittel fiir das Losen von Cellulose wichtig sind 10, Zusatzlich be-
tonen einige Autoren die Bedeutung von unpolaren Wechselwirkungen beim Lésen der

Cellulose.*11

Grundsatzlich kann in diesem Kontext das 1-Ethyl-2-hydroxyethyl-3-methylimidazolium
(EHEMIM) die Loslichkeit von Cellulose auf unterschiedlichen Wegen beeinflussen. Das
Einbringen einer Hydroxyethylgruppe an der C2-Position des Imidazolkations hat eine
Vielzahl von Auswirkungen. Einerseits wird die Carbenbildung in der ionischen Flissig-
keit reduziert, da die C2-Position substituiert vorliegt. Zusatzlich kann der erzeugte
Alkohol des EHEMIMs Protonen liefern, welche ebenfalls die Carbenbildung reduzieren
konnen. Dieser Effekt erhoht den protischen Charakter des Losungssystems, was der
Deprotonierung des EMIM-Kations entgegenwirkt und dadurch die Carbenbildung be-
grenzt. Dieser Mechanismus wurde kirzlich, ausgehend von Glycol, beschrieben, des-
sen Alkoholprotonen den protischen Charakter der ionischen Fllssigkeit erhéhen und
dadurch die Carbenbildung in [EMIM]OAc inhibieren.’*> An der C2-Position des Imida-
zoliums, an der das Carben entsteht, koordiniert nach Zhang und Kollegen das Acetat
in der ionischen Flissigkeit [EMIM]OAc.*'® Méoglicherweise sind hdhere Konzentratio-
nen von freien Acetaten (9), welche nicht an die C2-Position gebunden sind, vorteilhaft

fur das Losen von Cellulose.

Das EHEMIM kann durch seine Hydroxygruppe allerdings auch die Loslichkeit der Cellu-
lose direkt positiv beeinflussen. Der EHEMIM-Alkohol selbst kann Wasserstoffbriicken
ausbilden und somit das Wasserstoffbriickennetzwerk der ionischen Flissigkeit veran-
dern und dadurch zu einer optimierten Cellulosel6slichkeit beitragen. Da Acetat-
basierte ionische Flissigkeiten basisch sind, ist es auch mdglich, dass der EHEMIM-
Alkohol deprotoniert vorliegt, es sich also um EHEMIM-Alkoholate handelt, welche
ebenfalls mit der Cellulose interagieren kénnen. Eine derartige Deprotonierung ist rea-

listisch, da die bereits diskutierte Carbenbildung durch die Deprotonierung des Protons
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an der C2-Position des Imidazoliums (7) hervorgerufen wird, welches einen pKs von
22,1 besitzt, wahrend Alkohole niedrigere pKs-Werte aufweisen, also leichter zu
deprotonieren sind.'’ Interessanterweise zeigen einige Studien, dass das Einbringen
von Hydroxygruppen in die Struktur von ionischen Fliissigkeiten in einer reduzierten
Celluloseléslichkeit hervorruft.2#11® Brandt und Kollegen weisen darauf hin, dass proti-
sche Kationen die Celluloseldslichkeit von ionischen Flissigkeiten inhibieren und ver-
muten, dass eine zu starke Interaktion zwischen Kation und Anion diesen Effekt indu-
ziert.2211948 Dijese Hypothese passt zu den Ergebnissen beziglich [EHEMIM]-
[EMIM]OACc, da beobachtet wurde, dass hohe [EHEMIM]-Anteile zu einem festen Ag-
gregatzustand fuhren, was durch eine starke Interaktion zwischen der Hydroxygruppe
von [EHEMIM] (40) und Acetat erklart werden kann. Diese starke Wechselwirkung zwi-
schen den Kationen und Anionen wirde die Interaktion mit Cellulose und damit die
Loslichkeit von Cellulose, begrenzen. Erst die Zugabe von Wasser fihrt in dem [EHE-
MIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System zu einem niedrigeren Schmelzpunkt bzw. niedrige-
rer Viskositat, einem erhdhten Massentransfer und dadurch zu einer besseren Cellulo-
seldslichkeit. Grundsatzlich unterstreicht die gute Celluloseldslichkeit des [EHEMIM]-
[EMIM]OAc-Wasser-Systems, dass nicht nur das Anion, sondern auch das Kation, fir
die Loslichkeit von Cellulose bedeutend sind. Dies ist Gbereinstimmend mit Ergebnis-
sen von Zhang und Kollegen, welche weiterhin beschreiben, dass eine Substitution des
Imidazoliumkations (7) an Position 2 durch eine Methylgruppe nur zu einer geringfligig
erniedrigten Celluloseléslichkeit fiihrt.12° Somit erscheint das Proton an Position 2 von
EMIM, welches in EHEMIM (40) nicht mehr vorliegt, nicht von herausragender Bedeu-
tung fir den Losungsvorgang zu sein. Zusatzlich zeigen, Zhang und Kollegen, dass eine
Substitution mit Methylgruppen an Position 2, 4 und 5 des Imidazoliumkations (7) die
Celluloseléslichkeit vollstindig inhibieren.'?? Daher sind die aromatischen Protonen am
Kation an Position 4 und 5 fir den Losungsvorgang bedeutend, welche auch noch in

EHEMIM (40) vorhanden sind.

Geringe Mengen von Wasser sind auch in anderen Celluloselésungsmitteln wie dem
NMMO-System fir das Losen von Cellulose von besonderer Bedeutung. Zu groRe
Mengen von Wasser fiihren in dem [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System zu einem

Ausfallen der Cellulose und einer Suspension, wahrend zu niedrige Mengen an Wasser
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die Gelbildung begiinstigen. Im Falle der Gelbildung scheinen die zwischenmolekularen
Krafte zwischen den Cellulosestrangen noch zu stark zu sein, um Loslichkeit zu ermog-
lichen bzw. der Losungsprozess ist stark verlangsamt und erfolgt nicht innerhalb der
untersuchten 6 Stunden (Kapitel 2.3.6). Bemerkenswert ist es, das Molekilverhaltnis
der einzelnen Komponenten unter optimierten Losungsbedingungen zu betrachteten.
EHEMIM (40), EMIM, Acetat und Wasser liegen hier ungefidhr in einem Verhaltnis von
1:1:2:2 vor (Schema 21). Es sind also gleich viele Wassermolekiile wie Acetatmolekiile
im Losungssystem vorhanden. Des Weiteren liegen je Kation-Spezies doppelt so viele
Acetat-lonen und Wasser im System vor. An dieser Stelle diese Molekilverhaltnisse
nicht Uberinterpretiert werden, da es zu einer Vielzahl von Interaktionen, basierend
auf diesem Molekiilverhadltnis kommen kann. In zukiinftigen Studien konnten eventuell
Computermodelle dabei helfen, den genauen Mechanismus dieses spezifischen Ver-
haltnisses beim Losen von Cellulose zu verstehen. Die positiven Eigenschaften des
EHEMIM-Kations gegeniber alkalisch vorbehandelter Cellulose wurde bereits fiir die
ionische Flussigkeit [EHEMIM]CI gezeigt. [EHEMIMI]CI kann 5-7 % w/w alkalisch vorbe-
handelte Cellulose l6sen, ist allerdings stark abhangig von dieser NaOH-basierten Vor-
behandlung der Cellulose.?* Dieser Unterschied kénnte durch die unterschiedliche
Wasserstoffbriickenbasizitat der Acetationen (-40,17 kj/mol) im Vergleich mit Chloridi-
onen (-30,72kj/mol) begriindet sein.?> Somit wiirde das Chlorid-basierte [EHEMIM]CI
eine vorausgehende NaOH-Aktivierung der Cellulose bendtigen, wahrend das neue
[EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System aufgrund seiner Acetationen ausreichend inha-

rente Basizitadt besitzt, um Cellulose direkt zu |6sen.
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Schema 21: Optimierte Molekiilbeziehungen im [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System.

Grafisch dargestellt ist der molekulare Aufbau des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System, bei optima-
lem Kationenverhaltnis und optimalem Wassergehalt. Die Komponenten EHEMIM (40), EMIM, Ace-
tat und Wasser liegen bei optimaler Celluloseldslichkeit, wie dargestellt, im Verhaltnis 1:1:2:2 vor.
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4.10 Mechanismus der Vinylester-basierten Synthese

Bisher wurde nicht auf den Mechanismus der Vinylester-basierten Synthese eingegan-
gen. Hierzu gibt es in der Literatur unterschiedliche Meinungen, die in diesem Kapitel
diskutiert und im Kontext eigener Ergebnisse betrachtet werden. Bezliglich des Me-
chanismus kénnen grundsatzlich drei verschiedene Falle unterschieden werden. Ent-
weder agiert das Imidazolium-Kation, das Acetatanion oder beide gemeinsam als Kata-
lysator der Reaktion. Es wurde bereits in mehreren Studien gezeigt, dass Carbene, wel-
che sich aus den Imidazoliumkationen bilden kénnen, Umesterungsreaktionen kataly-
sieren. Bei diesen Carbenen handelt es sich um sogenannte N-Heterozyklische-
Carbene, welche im Folgenden als NHC bezeichnet werden. In diesem Zusammenhang
wurden unterschiedliche Mechanismen vorgeschlagen: Einige Arbeitsgruppen postu-
lieren die Existenz von Alkohol-NHC-Komplexen wahrend andere die Bildung von Acyl-
NHC-Komplexen postulieren.'?-124 Beide Mechanismen basieren auf der Existenz von
Carbenen (NHC), welche, wie bereits diskutiert, in [EMIM]OAc gebildet werden kon-
nen.33 Somit ist es zunachst naheliegend, von einem Carbenmechanismus auszugehen.
Andererseits gibt es Studien, die zeigen, dass auch Acetate (9), wie beispielsweise Nat-
riumacetat, Vinylester-basierte Umesterungen katalysieren.*® Die ionischen Fliissigkei-
ten [BMIM]CI und [EMIM]CI katalysieren die Vinylester-basierte Synthese nicht, erlan-
gen allerdings nach der Zugabe von Natriumacetat katalytische Aktivitat, was die Be-
deutung der Acetate unterstreicht (Tabelle 16). Um der Frage nachzugehen, ob Ace-
tat die Reaktion nur in Gegenwart von Imidazolium-Kationen katalysieren, wurde
DMSO mit Natriumacetat vermengt, was zur Vinylester-basierten Synthese von Glu-
coseestern fiihrte, wahrend dies in Abwesenheit von Acetat nicht passierte. Somit
scheint, dass Natriumacetat die Umesterung, ausgehend von Vinylestern, auch ohne
Imidazolium-Kationen zu katalysieren. Somit ist das Vorhandensein von Imidazolium-
Kationen fir die katalytische Aktivitdt nicht zwingend notwendig. Die Vinylester-
basierte Umesterung in DMSO mit Natriumacetat ist allerdings deutlich langsamer als
die Reaktion in [EMIM]OAc. Dies kann einerseits durch die deutlich niedrigere Kon-
zentration von Acetationen in DMSO begriindet sein, welche sich aus der geringen Los-
lichkeit von Natriumacetat in DMSO ableitet. Andererseits kann ein zusatzlicher Car-

benmechanismus nicht ausgeschlossen werden, da das basische Acetat die Carbenbil-
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4 Diskussion

dung begilinstigt und somit die Vinylester-basierte Umsetzung ebenfalls beschleunigen
kann. Es ist allerdings zu beachten, dass die Existenz von Carbenen in [EMIM]OACc nicht
zwingend einen Carbenmechanismus impliziert. Chiarotto zeigte, dass NHCs, welche in
[BMIM]BF4 durch elektrochemische Reduktion generiert wurden, auch die Umeste-
rung, ausgehend von Essigsdureethylester, katalysieren.'?! Der Essigsaureethylester ist
im Gegensatz zu Vinylestern allerdings nicht aktiviert. In [EMIM]OAc konnte im Rah-
men dieser Arbeit durch die Verwendung von nicht aktivierten Estern, wie beispiels-
weise Laurinsduremethylester und Buttersaureethylester, trotz mehrstiindiger Inkuba-
tion keine Umesterung beobachtet werden. Somit scheint der von Chiarotto postulier-
te Carbenmechanismus auch nicht aktivierte Ester zu akzeptieren, wahrend der Me-
chanismus in [EMIM]OAc aktivierte Ester benotigt.??! Dies fiihrt zu der Frage, ob es sich
hierbei um denselben Carbenmechanismus handelt, oder ob doch eher ein Acetat-
basierter Mechanismus vorliegt. Chen und Kollegen postulieren fiir die Vinylester-
basierte Synthese in [EMIM]OAc einen Carbenmechanismus, welcher lber die Bildung
von NHC-Acyl-Komplexen ablduft (Schema 22).12% Als Indiz fur diesen Mechanismus
identifizierten sie diesen EMIM-Acyl-Komplex (56) mittels NMR. Bei ihrem Molekiil-
nachweis zeigen sie allerdings keine hochauflésenden H-NMR-Spektren und ordneten
nicht alle auftretenden Signale der postulierten Struktur zu. Insbesondere ein Signal’
im H-NMR bei 6,05 ppm scheint nicht zu der von Chen und Kollegen postulierten
Struktur 56 zu passen, was anhand einer ,,ChemDraw“-Vorhersage® verdeutlicht wer-
den kann (Schema 22).1?3 Das Signal bei 6,05 ppm kénnte allerdings durch die Struktur
eines EHEMIM-Esters (41) mit einer Acetatkette erklart werden, dessen Masse bei Ex-
perimenten in der hier vorliegenden Arbeit identifiziert werden konnte (45). Als weite-
res Indiz fir die Bildung von Struktur 45 kann die Kopplung im HSQC-Spektrum zwi-
schen dem *H-NMR-Signal bei 6,05 ppm und einem 3C-NMR bei ca. 70 ppm interpre-
tiert werden, was mit der ,ChemDraw“-Vorhersage von Struktur 45 Ubereinstimmt

(Schema 22). Somit scheint das Hauptargument von Chen und Kollegen fiir einen Car-

7 Das Signal kann in einem HSQC-Spektrum von den ,Supporting Informations” von Chen und
Kollegen entnommen werden (S. 13) 23,

8 Eine ,,ChemDraw“-Vorhersage wird mit dem Programm ,,ChemDraw* durchgefiihrt und be-
rechnet die chemischen Verschiebungen in NMR-Spektren, basierend auf einem Inkrementsys-
tem.
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TH-NMR-Vorhersage:

24 56 40 45
27s 775 7.92
7.75 . 7.92 — 1.31
7.75 792 [== N N
=% 439 —NZ, 1.31 430 —N N 1.31 4.39
/Nﬁ 1.31 . NN ~ 6 053>77
436 TN " 412 4.98 377 o
8.92 412 (o) 1.49 OH 1.68 )\
2.50 517 1o}

13C-NMR-Vorhersage:

45
123.0 1228

[\ 15.
/N+\ N\/

373 4472 39.8
0.5
(o)

5

Schema 22: *H-NMR-Vorhersage und *C-NMR Vorhersage von Imidazoliumverbindungen.

Die Vorhersage der chemischen Verschiebungen wurde mit dem Programm ChemDraw durchgefiihrt
und basiert auf einem Inkrementsystem. Dargestellt sind EMIM (24), ein EMIM-Acyl-Komplex (56),
EHEMIM (40) und EHEMIM-Acetat (45). In rot sind Signale hervorgerufen, die in dem von Chen und
Kollegen publizierten HSQC-Spektrum, welches nach der Umsetzung von [EMIM]OAc mit Vinylacetat
beobachtet wird, enthalten sind und fiir die Synthese von Struktur 45 sprechen.'?

benmechanismus fraglich, da es auf einer zweifelhaften Interpretation ihrer NMR-
Spektren resultiert. Chen und Kollegen diskutieren noch einen weiteren moglichen
Mechanismus, welcher auf der Anhydridbildung, ausgehend von Acetationen und Vi-
nylestern, beruht. Sie schlieBen diesen Mechanismus allerdings aus, da die Bildung von
gemischten Anhydriden neben der Acylierung der Cellulose zu einer Acetylierung fiih-
ren wiirde, die sie nicht beobachtet haben.!?3 Dies steht im Wiederspruch zu den Expe-
rimenten der hier vorgelegten Arbeit, in der eine geringflige zusatzliche Acetylierung
der Cellulose bei der Vinylester-basierten Synthese von Celluloseestern gezeigt wurde
(Abschnitt 3.3.4, Tabelle 11, Abbildung 20). Somit ist aufgrund der beobachteten Ace-
tylierung der Cellulose der Anhydridmechanismus plausibel. Jedoch kann dieser Me-
chanismus nicht der einzige Mechanismus sein, da die Bildung von gemischten Anhyd-
riden als aktivierte Spezies zu einer mindestens 50 %-igen Acetylierung fiihren wiirde,
die nicht beobachtet wurde. Somit ist der Anhydrid-Mechanismus vermutlich vorhan-
den und fihrt zu einer geringen Acetylierung der Cellulose, ist allerdings schwacher als

ein weiterer alternativer Mechanismus. Ein derartiger Mechanismus konnte (iber die

Deprotonierung des Alkohols durch das Acetation ablaufen, was zu einem Alkoholat
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fihren wirde. Diese Deprotonierung ist vorstellbar, da Alkohole mit pKs-Werten von
ungefahr 16 wesentlich einfacher deprotonierbar sind, als das Proton an der C2-
Position des Imidazoliums mit einem pKs von 22,1.1Y" Dieses Alkoholat wiirde anschlie-
Rend direkt den partiell positiv geladenen Carbonylkohlenstoff des Vinylesters atta-
ckieren und in der Folge zu einer Umesterung flihren. Dies ware ein vorstellbarer Me-
chanismus, welcher unabhangig von Anhydriden und Carbenen erfolgt und somit

hauptsachlich vom Acetat selbst katalysiert wird.

Neumann und Dove erldutern eine dhnliche Problematik fiir die Umsetzung von Lacto-
nen in Gegenwart von NHCs; sie beschreiben die Konkurrenz zwischen einem ,Nukleo-
philen Mechanismus”, welcher (iber die Bildung von NHC-Acyl-Komplexen ablauft und
einem ,Basischen Mechanismus”, wobei Alkoholate als Katalysatoren dienen.'?® Sie
argumentieren, dass es nicht einfach ist, zwischen beiden Mechanismen zu unter-
scheiden, vermuten allerdings, dass die besondere Struktur der NHCs fiir den Mecha-
nismus von Bedeutung ist.12> Wie bereits oben diskutiert, wiirde zumindest im Fall der
Vinylester-basierten Synthese diese Umsetzung auch ohne NHCs ablaufen. Sofern fiir
die Vinylester-basierte Synthese die Existenz von NHC-Acyl-Komplexen nicht zweifels-
frei gezeigt ist, gibt es bisher keinen Grund, in [EMIM]OAc von diesem Mechanismus

auszugehen.

Zusammengefasst erscheinen Acetat-basierte Mechanismen als wahrscheinlich, wobei
diese einerseits die Bildung von Anhydriden katalysieren, welche teilweise eine zusatz-
liche Acetylierung der Cellulose bewirken. Der Hauptmechanismus lauft vermutlich
ebenfalls tiber das Acetat (9), ist aber unabhangig von Anhydriden und konnte Uber die
Bildung von Alkoholaten ablaufen. Grundsatzlich kann ein zusatzlicher Carbenmecha-
nismus allerdings nicht ausgeschlossen werden, wenn auch keine Indizien dafiir gefun-

den wurden.
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Schema 23: Mogliche Reaktionsmechanismen der Vinylester-basierten Cellulosemodifikation.

Ein moglicher Reaktionsmechanismus verlauft Gber die Bildung von Anhydriden (14, A), Gber die Bildung
von Imidazolium-Acyl-Komplexen (56, B) oder tber den direkten Angriff eines Cellulose-Alkoholats (57)
am a-Kohlenstoff von Vinylestern (15, C). Reaktionsmechanismus A liefert sowohl Celluloseacetat (55),
als auch Celluloseester (12), die denselben Rest wie die eingebrachten Vinylester tragen. Da eine zusatz-
liche Acetylierung beobachtet wurde, ist dieser Mechanismus plausibel, vermutlich aber nicht der domi-
nierende Reaktionsweg, da die zusatzliche Acetylierung deutlich niedriger ausfallt, als die beobachtete
Acylierung. Reaktionsmechanismus B wurde von Chen und Kollegen vorgeschlagen, ist chemisch sinn-
voll, wobei die von Chen und Kollegen gezeigte Identifikation von Struktur 56 zweifelhaft ist. Reaktions-
mechanismus C verlauft ebenso wie Reaktionsmechanismus A und B lber die Bildung von Celluloseal-
koholaten (57), ist aber unabhangig von Imidazolium-Kationen. Fiir Mechanismus C spricht, dass eine
Vinylester-basierte Umesterung auch in DMSO — in Abwesenheit von Imidazolium-Kationen — ablauft.



5 Zusatz

In diesem Kapitel werden die Untersuchungen beziiglich der thermoplastischen Eigen-
schaften der verwendeten Celluloseester zusammengefasst. Es handelt sich allerdings
nicht um Ergebnisse, welche hauptsachlich von mir selbst bearbeitet wurden, sondern
um Daten einer Kooperation mit Linda Gébel vom Institut fiir Kunststofftechnik. Im
Rahmen dieser Kooperation wurden diverse Celluloseester mit der Vinylester-
basierten Synthese erzeugt, mittels NMR, FT-IR und teilweise mit HPLC-SEC charakteri-
siert. Anschlielend wurden von Linda Gobel verschiedene thermoplastische Parameter
der Polymere untersucht. Der Inhalt dieses Themenbereichs wird nicht in Materialien
und Methoden, Ergebnisse und Diskussion unterteilt, sondern lediglich hier zusam-
mengefasst. Dennoch ist dieses Kapitel bedeutend, da eine mdgliche praktische An-
wendung der Vinylester-basierten Synthese aufgezeigt wird, wobei auch auf Limitatio-

nen und Herausforderungen eingegangen wird.

5.1 Thermoplastische Eigenschaften von Celluloseestern

Es wurden verschiedene Celluloseester auf ihr Schmelzverhalten hin untersucht. Cellu-
loselaurat mit einem Substitutionsgrad von 2,3 (RDS = 0,91), Cellulosepalmitat mit ei-
nem Substitutionsgrad von 2,2 (RDS = 1,03) und Celluloseoctanoat mit einem RDS von
0,82 weisen einen homogenen Schmelzpunkt zwischen 180°C - 240°C auf. Celluloselau-
rat mit einem DS von 1,8 (RDS = 0,68) und 1,4 (RDS = 0,60) zeigt kein homogenes
Schmelzverhalten, wobei Celluloseoctanoat und Cellulosepalmitat eine dhnliche Ten-
denz zeigen. Wahrend Celluloseoctanoat mit einem DS von 1,8 (RDS 0,67) und Cellulo-

sepalmitat mit einem DS von 1,6 (RDS = 0,67) nicht schmelzen, zeigt Celluloseoctanoat
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5 Zusatz

mit einem RDS von 0,82 und Cellulosepalmitat mit einem DS von 2,2 (RDS = 0,71) ein
homogenes Schmelzverhalten. Zusatzlich wurde fiir Cellulosefettsdureester ein Uber-
gangsbereich von RDS-Werten zwischen 0,6 und 0,8 beobachtet, indem die Cellulosee-
ster zwar teilweise schmelzen und Trépfchen bilden, der Hauptbestandteil des Poly-
mers sich jedoch beim Erhitzen schwarz farbt und keine homogene Schmelze bildet.
Noch niedrigere Substitutionsgrade liefern Materialien, welche weder Schmelzpunkt
noch Schmelzbereich zeigen. Um diese Ergebnisse besser bewerten zu kénnen, wurde
kommerziell erhaltliches Celluloseacetat mit einem DS von 2,4 untersucht, wobei
ebenfalls kein Schmelzpunkt unterhalb von 240°C beobachtet wurde. Bei ungefahr
270°C zeigt Celluloseacetat einen teilweise schmelzenden Charakter und bildet feste
Tropfchen aus. Zusatzlich wurde beobachtet, dass Cellulosebutyrat mit dem RDS von
0,86 bei Temperaturen lber 300°C schmilzt, was zu der Schlussfolgerung fiihrt, dass
Celluloseester mit langen Seitenketten (Cs, C12, C1s) bessere interne Weichmacher sind,
als die kurzkettigen Acetate und Butyrate. Es kann vermutet werden, dass die langeren
Seitenketten die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Alkoholen der Cellulose
effizienter schwachen als kurzkettige, was in niedrigeren Schmelzpunkten resultiert.
Friihere Studien zeigen eine dhnliche Tendenz fiir das Verhaltnis zwischen Schmelz-
punkt und Seitenkettenlange.?® Es ist jedoch zu beachten, dass in dieser Studie hoch
substituierte Celluloseester untersucht wurden (DS >2,8) und die beobachteten
Schmelzpunkte von 44°C - 59°C deutlich niedriger liegen als die Ergebnisse, die im
Rahmen der Kooperation mit Linda Gobel entstanden. Eine andere Studie beschreibt
Schmelzpunkte zwischen 87°C - 121°C fiir hoch substituierte langkettige Fettsdurees-
ter.’?’ Diese Diskrepanz in der Literatur und der gegenwértigen Studie ist moglicher-
weise auf unterschiedliche Polymerisationsgrade der Cellulose zuriickzufiihren, welche
auch aufgrund verschiedener Syntheserouten erheblich variieren kénnen. Beispiels-
weise kann der Einsatz von Fettsaurechloriden zu deutlich kleineren Polymeren fihren,
wie in Kapitel 3.3 gezeigt wurde. Daher ist es notwendig, die Eigenschaften von Cellu-
loseestern fiir jede Syntheseroute und jede Cellulosesorte separat zu analysieren und
die Polymerisationsgrade zu vergleichen. Um noch ein tieferes Verstandnis zu erhalten,
wurden Celluloseester mit verzweigten Ketten wie Cellulose2-ethylhexyloat (DS = 0,9,

RDS = 0,54) und Celluloseneodecanoat (DS = 0,24, RDS = 0,22) untersucht. Jedoch fihr-
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5 Zusatz

ten vergleichbare Syntheseprotokolle zu niedrigeren Substitutionsgraden. Diese Poly-
mere zeigen keinen Schmelzpunkt, was vermutlich durch ihren niedrigen Substituti-
onsgrad begriindet ist. Um einen hdheren Substitutionsgrad zu erzeugen, wurde ein
Uberschuss von 10 mol je AGU eingesetzt, was in einem RDS-Wert von 0,9 fiir Cellulo-
se2-ethylhexyloat und einem RDS von 0,43 fir Celluloseneodecanoat resultierte. Den-
noch zeigen auch diese hoher substituierten Polymere keinen Schmelzpunkt. Daher
sind Cellulose2-ethylhexyloate und Celluloseneodacanoate keine aussichtsreichen Cel-

luloseester fur thermoplastische Anwendungen

Zusatzlich zu den Schmelzpunkten wurde die Rheologie von Celluloselaurat mit einem
Substitutionsgrad von 2,3 untersucht. Hierbei zeigt sich, dass Celluloselaurat (DS = 2,3)
in einem bestimmen Frequenzbereich ein groReres Verlustmodul G* als das Speicher-
modul G” besitzt, was auf gute viskoelastische Eigenschaften und thermoplastische

Prozessierbarkeit hindeutet.

Celluloselauratfilme kénnen sowohl mittels einer Heizpresse, als auch durch ,Solvent-
casting® hergestellt werden. Der Vergleich zwischen Celluloseacetatfolien und Cellulo-
selauratfolien zeigt, dass Celluloselaurat eine deutlich bessere Verformbarkeit besitzt
und daher ein groRRes Potenzial fiir verschiedene thermoplastische Anwendungen auf-
weist. Beispielsweise sind Folienblasprozesse mit Celluloseacetat, aufgrund dieser
schlechten Verformbarkeit, bisher nicht méglich.® Hier stellt Celluloselaurat eine inte-
ressante Alternative dar. Untersuchungen zur Verarbeitbarkeit von Celluloselaurat in
einem Doppelschneckenextruder wurden ebenfalls von Linda Goébel durchgefiihrt, und
lieferten ein homogenes ,,Compound” (Extrusionsprodukt). Dies zeigt, dass Cellulo-
selaurat prinzipiell in einem Doppelschneckenextruder verarbeitet werden kann. Wah-
rend der Verarbeitung im Doppelschneckenextruder bei 180°C kam es allerdings zu
einem thermischen Abbau, welcher mit einer Schwarzfarbung des Polymers einher-
geht. Somit muss in zukinftigen Studien untersucht werden, inwieweit schonende

Extrusionsprozesse fiir Celluloselaurat entwickelt werden kénnen und ob moglicher-

% Beim ,,Solventcasting” wird das Polymer in einem Lésungsmittel, wie beispielsweise Aceton
oder Chloroform gel6st, anschlieBend in eine Form gegeben, wobei nach der Evaporation des
Lésungsmittels ein Polymerfilm zurickbleibt.
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weise durch die Addition von geeigneten Additiven eine schonendere Extrusion mog-

lich ist.
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6 Resimee und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte keine homogene enzymatische Veresterung von Cel-
lulose bzw. Zuckern in ionischen Fllssigkeiten, welche Cellulose |6sen, gezeigt werden.
Dieses Ergebnis ist zunachst nicht unerwartet, da polaren Lésungsmitteln, wie den
verwendeten ionischen Fllssigkeiten, in der Literatur denaturierende Eigenschaften
gegenlber Enzymen zugesprochen werden. Es zeigte sich jedoch, dass das Unvermo-
gen von Enzymen, Cellulose bzw. Zucker in diesen Systemen zu verestern, nicht aus-
schlieBlich auf die denaturierenden Eigenschaften der Losungsmittel zurtickzufiihren
ist. So sind Enzyme (CAL-B) in Celluloselésungsmitteln aktiv und katalysieren bei einfa-
cheren Substraten sowohl eine Esterbildung, als auch eine Esterspaltung. Es wurde die
Hypothese aufgestellt, dass eine starke Interaktion zwischen den polaren Lésungsmit-
teln und den Zuckersubstraten die Veresterung inhibiert, da das Enzym nicht mit dem
Losungsmittel um das Substrat konkurrieren kann. Um die Interaktion zwischen Gluco-
se und Enzym (CAL-B) zu steigern, wurde daher die Zuckerkonzentration erhoht. Diese
Strategie ist in ionischen Flissigkeiten wie [BMIMI]CI allerdings problematisch, weil die
hohe Viskositdt von konzentrierten Glucoseldsungen in diesen Losungsmitteln die In-

teraktionswahrscheinlichkeit erneut reduziert und damit die Reaktion inhibiert.

In dem weniger viskosen, aber ebenfalls polaren Lésungsmittel Dimethylsulfoxid fiihrt
das Erhéhen der Glucosekonzentration nach dem Uberschreiten eines Schwellenwer-
tes bei einer Glucosekonzentration von 60 % w/v jedoch zu einem signifikanten An-
stieg in der enzymatischen Glucoselauratsynthese. Die Existenz eines Schwellenwertes
kann als Indiz fiir die postulierte Inhibition durch zu starke Interaktion zwischen Zucker

und Losungsmittel interpretiert werden.
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Neben dieser postulierten Losungsmittelinhibition stand die Frage im Raum, inwieweit
die verwendeten Enzyme Cellulose als Substrat akzeptieren. Um dies zu untersuchen,
stand zundchst die enzymatische Veresterung der Disaccharid-Einheit der Cellulose,
d.h. der Cellobiose, als weitere Modellreaktion im Fokus. Fiir die enzymatische Umset-
zung in dem polaren Lésungsmittel DMSO konnte gezeigt werden, dass Cellobiose, im
Gegensatz zu anderen auf Glucose-basierenden Disacchariden wie Maltose und Treha-
lose, am schwachsten umgesetzt wird. Dies kann durch die geringe Anzahl an Frei-
heitsgraden der Cellobiose gegenliber Maltose und Trehalose erklart werden, was im
Fall der Cellobiose das Ausbilden einer produktiven Konformation'® im Aktiven Zent-
rum der CAL-B erschwert. Daher erscheint Cellobiose, ebenso wie Cellulose, fir eine
promiskuitivel® enzymatische Umsetzung als schwierig, da sich diese Molekiile auf-
grund ihrer starren B-glycosidischen Bindung kaum an die Struktur des Enzyms anpas-
sen kdnnen. Somit sollten zukilinftige Studien insbesondere mit Esterasen durchgefiihrt
werden, welche Zuckerpolymere mit B-glycosidischer Bindung als natlrliches Substrat
besitzen. Hierbei kann ein Fokus auf Xylan- und Chitosanesterasen gelegt werden, weil
die Monomere von Xylan und Chitosan ebenfalls durch B-glycosidische Bindungen ver-

knlipft sind.

Sollte eine enzymatische Synthese von zunachst niedrig substituierten Celluloseestern
erfolgreich sein, ist dennoch der Nachweis der Reaktion problematisch. Viele der bis-
herigen Studien zur enzymatischen Modifikation von Cellulose nutzen die FT-IR-
Analytik, wobei ein beobachteter Esterpeak (C=0) als Beweis fiir die Veresterung von
Cellulose gewertet wurde. Dies ist allerdings zweifelhaft, sofern Ester als Substrat ein-
gesetzt werden, zumal in der Polymermatrix eingeschlossenes oder anhaftendes Sub-
strat nach der Synthese ebenfalls ein Estersignal erzeugt. Um diese Problematik zu
umgehen, werden in der vorliegenden Arbeit Vinylester als Substrat eingesetzt, um
den Nachweis einer Celluloseveresterung zu fiihren. Da sich der Esterpeak (C=0) des

Vinylestersubstrats und des Celluloseesterprodukts im FT-IR-Spektrum unterscheiden,

10 Beschreibt diejenige Konformation, die ein Substrat im Enzym einnehmen muss, damit die
enzymatische Umsetzung erfolgt.

11 promiskuitiv beschreibt hier die enzymatische Umsetzung eines fiir das Enzym nicht natdirli-
chen Substrates.
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kann die FT-IR-Analytik bei der enzymatischen Vinylester-basierten Veresterung von
Cellulose als Beweis fiir die Bildung von Celluloseestern herangezogen werden. Infol-
gedessen ist eine bessere qualitative Analytik von niedrig substituierten Cellulosee-
stern nach enzymatischer Umsetzung moglich. Zusatzlich zu der qualitativen FT-IR-
Analytik konnte durch die Gegenulberstellung von RDS-Werten, welche sich aus FT-IR-
Spektren ergeben und DS-Werten, welche aus H-NMR-Spektren abgeleitet werden,
eine lineare Korrelation gezeigt werden. Somit ist durch die FT-IR-Analytik sowohl eine
qualitative Identifikation von Celluloseestern, als auch eine quantitative Abschatzung

des Substitutionsgrades moglich.

Aufgrund der beschriebenen Probleme bei der enzymatischen Veresterung von Cellu-
lose wurde eine chemische Synthese als Alternative entwickelt, welche Vinylester als
Substrat einsetzt. Die Vinylester-basierte Synthese in [EMIM]OACc ist eine hocheffizien-
te und vergleichsweise schonende Synthese zur Produktion von verschiedenen, auch
lange Seitenketten(Cs, Ci2, Cis)-tragenden Celluloseestern. Die Synthese wurde auf
2,5 kg Losungsmittel hochskaliert, wobei 233 g Celluloselaurat synthetisiert werden
konnten. Auch wenn keine genaue Berechnung der Prozessausbeute maoglich ist, erge-
ben Abschatzungen Ausbeuten zwischen 80 % und 99 % (Kapitel 2.3.8). AuBerdem ist
es moglich, 91 % der ionischen Flissigkeit ohne aufwendige Aufreinigungsschritte zu
recyceln und erneute Synthesen darin durchzufiihren. Im Fall einer weiteren Hochska-
lierung musste allerdings die beobachtete exotherme Temperaturentwicklung wah-

rend des Prozesses beriicksichtigt werden.

Die durch die Vinylester-basierte Synthese erzeugten langkettigen Cellulosefettsdu-
reester (Cs, C12, C16) zeigen bei Substitutionsgraden von ca. 2,2 - 2,3 gute thermoplasti-
sche Eigenschaften. Fiir die Verarbeitung der Materialien ist insbesondere eine begin-
nende thermische Zersetzung der Polymere im Bereich ihrer Schmelzpunkte als Prob-
lem zu benennen. Dem sollte in zukiinftigen Studien durch die Erprobung schonende-
rer Prozessierungsstrategien oder durch die Optimierung der Materialeigenschaften,

durch Compoundierung!? oder Variation des Substitutionsmusters, begegnet werden.

12 Unter Compoundierung wird hier die Modifikation der Materialeigenschaften eines Polymers
durch die Zugabe von bestimmten Stoffen, so genannten Additiven, verstanden.
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Neben der Bestimmung der Prozesseffizienz und der Produkteigenschaften wurden
auch Nebenreaktionen der Synthese identifiziert. Beispielsweise tritt bei der chemi-
schen Synthese eine unerwiinschte, Vinylester-induzierte Acetylierung der Cellulose
auf. Der Acetylierungsgrad liegt nach der Vinylester-basierten Synthese allerdings
deutlich unter den Acetylierungsgraden, welche in [EMIM]OAc nach Anhydrid- oder
Fettsaurechlorid-basierten Synthesen beobachtet werden. Es wurde noch eine weitere
Nebenreaktion identifiziert. In [EMIM]OAc kommt es zur Bildung einer EMIM-
Carbenspezies, welche mit Acetaldehyd reagiert und dadurch das EHEMIM-Kation bil-
det. Das EHEMIM-Kation ist gleichermalRen Fluch und Segen. Einerseits kann das EHE-
MIM-Kation wahrend der Vinylester-basierten Synthese zu EHEMIM-Estern umgesetzt
werden, was die Syntheseeffizienz des Prozesses begrenzen kann. Andererseits beein-
flusst das EHEMIM-Kation, zusammen mit geringen Mengen an Wasser, den Losungs-
prozess von Cellulose in der ionischen Flissigkeit positiv. Das [EHEMIM]-[EMIM]OAc-
Wasser-System zeigt bei einem 50 mol-%-igen Kationenanteil an EHEMIM bzw. EMIM
und einem Wassergehalt von 8,5 % w/w optimierte Losungseigenschaften gegentber
Cellulose. So |6st sich bei 80°C im optimierten [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System
innerhalb von 3 Stunden 14 % Cellulose, wahrend sich unter gleichen Bedingungen in
[EMIM]OACc und [EMIM]OAc mit einem optimalen Wassergehalt von 10 % w/w, ledig-

lich 1 % w/w bzw. 2 % w/w der Cellulose |6sen.

Dieser Vergleich unterstreicht das Potenzial des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-
Systems, welches nicht nur fiir die Synthese von Celluloseester, sondern auch fir die
Prozessierung von Cellulose — im Speziellen fir die Produktion von Fasern — genutzt
werden kann. Fir eine Abschdtzung der Wirtschaftlichkeit des [EHEMIM]-[EMIM]OAc-
Wasser-Systems sind vergleichende Studien notwendig, die das bereits industriell an-
gewendete NMMO-System dem [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System gegentiberstel-
len. Wenn diese vergleichenden Studien das [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Wasser-System
weiterhin positiv bewerten, hat dieses System das Potenzial, die industrielle Nutzung

von Cellulose tiefgreifend neuzugestalten.
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6 Restimee und Ausblick

-Ohne Spekulation gibt es keine neue Beobachtung-

Charles Darwin
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Anhang 1: GC-MS Veresterung von Buttersaure und Ethanol zu Buttersdureethylester.
GC-MS-Headspace-Messung der Gasphase Uber der ionischen Flissigkeit [BMIM]CI vor der enzymati-
schen Umsetzung (A) und nach der enzymatischen Umsetzung durch CAL-B (B). Betrachtet wird die
Reaktion von Buttersdure mit Ethanol zu Buttersdureethylester und Wasser (Schema 11). Es wurde 1 ml
[BMIMI]Cl in ein 20 ml-,Headspacevial” Giberfiihrt und gegebenenfalls mit 50 mM Buttersaure und

50 mM Ethanol (A), sowie 25 mg immobilisierter CAL-B (B) versetzt. Die Reaktion lief anschlieRend 4
Tage bei 67°C, bevor sie mittels GC-MS analysiert wurde (Kapitel 2.2.1 und 2.3.1).
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Anhang 2: GC-MS-Umesterung von Buttersduremethylester mit Ethanol zu Buttersidureethylester.
GC-MS-Headspace-Messung der Gasphase tber der ionischen Flissigkeit [BMIM]CI vor der enzymati-
schen Umsetzung (A) und nach der enzymatischen Umsetzung durch CAL-B (B). Betrachtet wird die
Reaktion von Buttersauremethylester mit Ethanol (21) zu Buttersdureethylester und Methanol (27)
(Schema 10). Es wurde 1 ml [BMIM]CI in ein 20 ml-,Headspacevial” (iberfiihrt und gegebenenfalls mit
50 mM Buttersduremethylester und 50 mM Ethanol (21, A) bzw. 25 mg immobilisierter CAL-B (B) ver-
setzt. Die Reaktion lief anschlieRend 10 Tage bei 67°C, bevor sie mittels GC-MS analysiert wurde (Kapitel
2.2.1und 2.3.1).
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Anhang 3: ELSD-Chromatogramm mit Glucosemonolaurat und Glucosedilaurat.

ELSD-Chromatogramm nach der Synthese von Glucoselaurat in [BMIM]BF4 durch CAL-B. Es wurde

300 mg [BMIM]BF4, 130 pl Laurinsdurevinylester (29, 0,5 mmol), 50 mg Glucosemonohydrat (0,25 mmol)
und 25 mg CAL-B in ein 2 ml-MikroreaktionsgefaR tGberfiihrt. AnschlieRend wurde der Reaktionsansatz
Uber Nacht bei 50°C und 400 rpm geschittelt und mittels LC-ELSD analysiert. Die Identifikation der Pro-
dukte erfolgte mit LC-MS (Anhang 4, Abbildung 6).
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Anhang 4: Massenspektrum von Glucosedilaurat, synthetisiert in [BMIM]BF4 durch CAL-B.
Glucosedilaurat wurde in [BMIM]BF4 mit CAL-B und Laurinsdurevinylester (29) synthetisiert. Die Adduk-
te, die zur ldentifikation verwendet wurden, sind jeweils markiert: Masse Glucosedilaurat: 544,8; Mas-
se + Ameisenscdure - H (M + FA - H): 589,3 m/z; M + Trifluoressigséure -H (M + TFA - H): 657,2 m/z;
2xMasse -H (2xM-H):1087,7 m/z.
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Anhang 5: LC-ELSD-Chromatogramm und zugehériges Massenspektrum von Cellobiosedilaurat.

Die zugrundeliegende Synthese wurde bei 30°C Giber Nacht mit 30 mg PLE, 100 pl Laurinsdurevinyles-
ter (29) und 200 mg Cellobiose durchgefiihrt und anschlieRend mit LC-ELSD (A) und LC-MS (B) analysiert.
Die Addukte, die fiir die Identifikation verwendet wurden, sind jeweils markiert: Masse Cellobiosedilau-
rat: 706,9; Masse + Ameisenséure - H (M + FA - H): 751,3 m/z und 2 x Masse - H (2 x M - H): 1411,7 m/z.
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Anhang 6: Typisches ELSD-Chromatogramm nach der Glucoselauratsynthese in [EMIM]OAc.

Es wurden 0,83 mmol/mg Glucose (28) in [EMIM]OAc eingesetzt und mit 2 mol Laurinsdurevinyles-

ter (29) je mol Glucose (28) fiir 22 Stunden bei 60°C und 600 rpm geschiittelt und anschliefend mit
LC-ELSD analysiert. Das Chromatogramm zeigt die Peaks von Glucose (G), EMIM, Glucosemonolaurat
(G1L), Glucosemonolauratmonoacetat (G1L1A), Laurinsaure, Glucosedilaurat (G2L), Glucosedilauratmo-
noacetat (G2L1A), Glucosetrilaurat (G3L), Glucosetrilauratmonoacetat (G3L1A), Glucosetetralaurat (G4L)
und Glucosetetralauratmonoacetat (G4L1A). Die Identifikation der Produkte erfolgte mittels LC-MS.
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Anhang 7: FT-IR-Spektrum des Laurinsdurevinylesters.
Der Laurinsaurevinylester wurde von Sigma-Aldrich bezogen und mittels FT-IR vermessen.
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Anhang 8: FT-IR-Spektrum des Laurinsduremethylesters.

Der Laurinsdauremethylester wurde von Sigma-Aldrich bezogen und mittels FT-IR vermessen.
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Anhang 10: FT-IR-Spektrum von Alpha-Cellulose.
Die a-Cellulose wurde von Sigma-Aldrich bezogen und mittels FT-IR vermessen.
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Anhang 9: FT-IR-Spektrum von Cellulosebenzoat.
Cellulosebenzoat wurde unter der Verwendung von 3 mol Benzoesadurevinylester je AGU bei 80°C inner-
halb von 4 Stunden synthetisiert und anschlieBend durch Waschen mit Methanol aufgereinigt. Einige

charakteristische Peaks des Polymers sind im Spektrum ihren zugrundeliegenden Strukturmerkmalen
zugeordnet.
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Anhang 11: FT-IR-Spektrum von Cellulosepivalat.
Cellulosepivalat wurde unter der Verwendung von 3 mol Pivalinsdurevinylester je AGU bei 80°C inner-
halb von 4 Stunden synthetisiert und anschlieBend durch Waschen mit Methanol (27) aufgereinigt. Eini-

ge charakteristische Peaks des Polymers sind im Spektrum ihren zugrundeliegenden Strukturmerkmalen
zugeordnet.
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Anhang 12: FT-IR-Spektrum von Cellulose-2-ethylhexyloat.
Cellulose-2-ethylhexyloat wurde unter der Verwendung von 3 mol 2-Ethylhexansaurevinylester je AGU
bei 80°C innerhalb von 4 Stunden synthetisiert und anschlieBend durch Waschen mit Methanol (27)
aufgereinigt. Einige charakteristische Peaks des Polymers sind im Spektrum ihren zugrundeliegenden

Strukturmerkmalen zugeordnet.
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Anhang 13: 'H, *H-COSY-Spektrum einer [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Mischung im Bereich zwischen 1 ppm und 6 ppm.

Den H-NMR-Signalen wurden die entsprechenden Protonen (rot hervorgehoben) in den Strukturen EMIM (24), EHEMIM (40) und Acetat zugeordnet. Die Synthese der [EHEMIM]-
[EMIM]OAc-Mischung wurde bei 80°C durch Zugabe von 1,1 mol Acetaldehyd (31) je mol EMIM unter Riickfluss synthetisiert. Das *H-NMR wurde in d-DMSO bei 500 MHz vermes-
sen. Die Kopplung zwischen den beiden Doubletts von Quartetten bei 6 = 4,25 - 4,40 ppm ist rot umrandet.
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Anhang 14: H, *H-COSY-Spektrum einer [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Mischung im Bereich der aromatischen Signale.

Den H-NMR-Signalen wurden die entsprechenden Protonen (rot hervorgehoben) in den Strukturen EMIM (24), EHEMIM (40) und Acetat zugeordnet. Die Synthe-
se der [EHEMIM]-[EMIM]OAc-Mischung wurde bei 80°C durch Zugabe von 1,1 mol Acetaldehyd (31) je mol EMIM unter Riickfluss synthetisiert. Das *H-NMR wurde
in d-DMSO bei 500 MHz vermessen.
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Anhang 15: Liste von Enzymen, welche die Synthese von Cellobioselaurat nicht katalysieren. *

Enzymprdparation Hersteller

Novozymes, Bagsveerd, Danemark
Humicola insolens Cutinase

Burkholderia cepacia Lipase Amano-Enzyme.Inc, Nagoya Japan

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

. . Deutschland
Thermomyces lanuginosus Lipase

Challenge Bio Products CO.,LTD,
Papaya Lipase Touliu, Taiwan

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Rhizopus arrhizus Lipase Deutschland

Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Aspergillus sp. Proteinase 6 Deutschland

Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Bacillus subtilis Proteinase Deutschland

Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Bacillus subtilis Proteinase N Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Bacillus licheniformis Protease Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
CAL-B immobilisiert auf Immobead 150 Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Pseudomonas fluorescens Lipase Deutschland

Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Rhizomucor miehei Lipase Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Rhizopus niveus Lipase Deutschland

* Enzyme wurden als nicht katalytisch aktiv fiir die Synthese von Cellobioselaurat eingestuft, wenn die
Peakflache von Cellobioselaurat weniger als 1 % von der Peakflache von Cellobioselaurat nach Umsatz

mit dem besten Enzym (PLE), aufweist.
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Anhang 16: Liste von Enzymen, welche die Synthese von Cellobioselaurat katalysieren.

Enzymprdparation

Hersteller

Penicillium roqueforti Lipase

Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkir-
chen, Deutschland

Eupergit C

Schweineleberesterase (PLE) immobilisiert auf

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Aspergillus sp. Lipase

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

freie CAL-B

c-LEcta, Leipzig, Deutschland

Schweineleberesterase (PLE)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Pseudomonas cepacia Lipase

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
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Anhang 17: *H-NMR von Celluloseneodecanoat.

Celluloseneodecanoat wurde unter der Verwendung von 3 mol Neodecansaurevinylester je AGU bei
80°C innerhalb von 4 Stunden synthetisiert und anschlieRend durch Waschen mit Methanol (27) aufge-
reinigt. Das *H-NMR wurde in d-DMSO bei 100°C und 700 MHz vermessen. Einige charakteristische

Peaks des Polymers sind im *H-NMR-Spektrum ihren zugrundeliegenden Strukturmerkmalen zugeord-
net.
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Anhang 18: FT-IR-Spektrum von Celluloseneodecanoat.
Celluloseneodecanoat wurde unter der Verwendung von 3 mol Neodecansaurevinylester je AGU bei
80°C innerhalb von 4 Stunden synthetisiert und anschliefend durch Waschen mit Methanol aufgerei-

nigt. Einige charakteristische Peaks des Polymers sind im FT-IR-Spektrum ihren zugrundeliegenden
Strukturmerkmalen zugeordnet.

Anhang 19:

Hinner, L. P., Wissner, J. L., Beurer, A., Nebel, B. A. & Hauer, B. Homogeneous vinyl
ester-based synthesis of different cellulose derivatives in 1-ethyl-3-

methylimidazolium acetate. Green Chem. 18, 6099-6107 (2016):
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Homogeneous vinyl ester-based synthesis of
different cellulose derivatives in 1-ethyl-3-methyl-
imidazolium acetatef

L. P. Hinner, J. L. Wissner, A. Beurer, B. A. Nebel and B. Hauer*

A homogeneous acylation of cellulose with different vinyl esters in the biodegradable and less toxic ionic
liquid 1-ethyl-3-methyl-imidazolium acetate ([EMIM]OAC) is described for the first time. The reaction
proceeds in the absence of any additional catalyst and glucose- and cellulose-esters with chain lengths
of Cg to Cyg are accessible by using equimolar amounts of acyl donor. Cellulose esters with a degree of
substitution (DS) in the range of 0.9-3.0 were synthesised successfully. Different reaction parameters like
reaction time, temperature and amount of substrate were systematically changed and analysed by
NMR, IR and HPLC-GPC. The highest DS was achieved at 80 °C and a reaction time of 2 hours. Taking
into consideration the literature, the DS and degree of polymerisation (DP) of fatty acid chloride and vinyl
ester-based synthesis routes were compared. Similar DS-values were obtained, but the DP was sign-
ificantly reduced during the synthesis using fatty acid chlorides in [BMIM]CL. As an undesirable side reac-
tion, acetates from [EMIM]OAc are bound to the cellulose backbone. The quantity of bound acetate
groups during vinyl ester-based synthesis rose with decreasing polarity of the substrates but overall
proved to be much lower compared to the literature described anhydride or fatty acid chloride based syn-
thesis routes in [EMIM]OAc. This novel process was extended by using further acyl donors like vinyl ben-
zoate, pivalate and 2-ethylhexanoate to demonstrate the applicability of the vinyl ester-based cellulose
modification in [EMIM]OAc. [EMIM]OAc was recycled with an efficiency of ~90% and reused for

www.rsc.org/greenchem subsequent syntheses.

Introduction

Cellulose as a part of plant cell walls is the most abundant
biopolymer on Earth. With an estimated annual biosphere
production of 9 x 10" tons, cellulose is a remarkable natural
resource, which is nowadays mainly used for the production of
paper and pulp or is simply burned in order to produce heat.*
In contrast, other applications based on the polymeric charac-
ter of cellulose are also applied like for example the production
of cellulose acetate. Thermoplastic and other kinds of poly-
meric materials based on cellulose have a great potential for
reducing the dependency of our modern society on fossil fuels.

Cellulose consists of several anhydroglucose units (AGU),
which are p-(1—4)-glycosidically linked, thereby forming long
polymer chains and a very strong hydrogen bond network with

Institut fiir Technische Biochemie, Allmandring 31, Universtitdt Stuttgart,

D-70569 Stuttgart, Germany. E-mail: bernhard. hauer@ith.uni-stuttgart.de
tElectronic supplementary information (ESI) available: Influence of temperature
and time on the production of glucose laurates in [EMIM]OAc. IR-spectra of
cellulose 2-ethylhexyloate, cellulose pivalate, and cellulose benzoate. See DOI:
10.1039/c6gc02005d

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016

both intra- and inter-chain hydrogen bonds. This strong hydro-
gen bond network makes it very difficult to process cellulose
because cellulose is not soluble in common organic solvents.>

The modification of cellulose, among others, can be
achieved by esterification of the free cellulose hydroxy groups.
However, the present technologies for cellulose modifications
are mainly limited to heterogeneous reaction processes, where
cellulose is not solubilised and an excess of acyl donor is
required.> Due to the strong steric hindrance of non-solubil-
ised cellulose, such strategies are limited to the use of short
acyl chains (C,-C,). In contrast, a homogeneous modification
procedure of cellulose, where cellulose is solubilised, leads to
benefits like control of the amount and distribution of substi-
tuents along the polysaccharide backbone, where even longer,
sterically challenging acyl chains can be introduced.* A homo-
geneous modification of cellulose can be realised in ionic
liquids capable of solubilising cellulose.’”

Parameters like degree of substitution (DS) and degree of
polymerization (DP) are important to characterize the modi-
fied cellulose. The DS defines how many alcohol groups of cell-
ulose are modified (n = 0-3). For thermoplastic applications of
cellulose acetate, a DS of 2.5 is often applied because this

Green Chem., 2016, 18, 6099-6107 | 6099
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value allows thermoplastic processability. However, the desired
DS is dependent on the particular applications of produced
materials and thus a good synthesis should permit a huge
variety of modifications. The, e.g., heterogeneous process for
cellulose acetate production is a multi-step process where
cellulose is first fully acetylated (DS = 3) followed by a partial
deacetylation step. A homogeneous synthesis protocol would
allow an active DS adjustment by using different amounts of
acyl donors.

The esterification of cellulose is usually carried out with
highly reactive and corrosive carboxylic acid chlorides or anhy-
drides.” The usage of anhydrides leads to high conversion
rates but large amounts of acyl donor react to yield undesirable
carboxylic acid side products. In addition, especially long-
chain fatty acid anhydrides are highly nonpolar, which results
in a minor solubility and a reduced mass transfer in polar cell-
ulose solvent systems. In the case of carboxylic acid chlorides,
acid scavengers are needed to avoid accumulation of highly
reactive hydrogen chloride.® Despite this, the usage of acetyl
chloride in combination with some halogen containing ionic
liquids leads to significant degradation of the cellulose back-
bone and the ionic liquid.” In this context, the ionic liquid
[EMIM]OAc displays a halogen free alternative with a high
cellulose dissolution capability. In addition, [EMIM]OACc is, in
comparison with halogen containing ionic liquids, less toxic
and even biodegradable.'® [EMIM]OAc shows further benefits
like non-volatility and a low melting point, but is, in this com-
bination, not a complete inert solvent because it leads to a
slight acetylation of 1.5 mol% of all cellulose hydroxy
groups.!

Additionally, it was shown that the usage of anhydrides or
chlorinated substrates as an acetylation agent led to the acti-
vation of the ionic liquid acetates and thereby to an increased
acetylation of cellulose.'”'* This effect hampers the control of
the substitution pattern of cellulose in the environmentally
friendly ionic liquid [EMIM]OAc and limits its industrial
application.

To reduce the acetylation effect induced by acyl donors and
catalysed by [EMIM]OAc, the usage of less reactive acyl donors
is recommended. A promising alternative to anhydride or acyl
chloride based syntheses is the transesterification of cellulose
originating from vinyl esters. A homogeneous vinyl ester-based
synthesis of cellulose ester was already applied in a DMSO/
tetrabutylammonium fluoride (TBAF) system, yielding cell-
ulose esters with a high DS."? As a significant drawback, the
reaction suffers from long reaction times, up to days, and high
substrate excess, necessary to accomplish high DS-values. In
addition, the difficult recycling process of the DMSO/TBAF
system and its flammability hamper industrial scale
applications."?

Recently, a vinyl ester-based cellulose modification was
carried out in a heterogeneous reaction system in DMSO with
NaOH or KOH being used as catalysts. This cellulose ester
process requires high substrate concentrations and is limited
to short acyl chains of C, to C,. However, due to low steric
hindrance, synthesis was achieved in only five minutes."* In
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contrast to this heterogeneous process, the vinyl ester-based
synthesis of starch acetate in alkaline ionic liquids like [BMIM]
OAc was described to be homogeneous.'®> The catalytic prop-
erty of some low molecular salts like acetates for transesterifi-
cation forming starch acetates is a well-known principle.'® The
catalytic principle in the context of ionic liquids was first
described by Shogren and Biswas and recently used for the
synthesis of cellulose acetate in [EMIM]OAc based on iso-
propenyl acetate as the acyl donor.” This reaction was shown
to proceed in minutes, but still high acyl donor concentrations
are required.

In the present study, the first vinyl ester-based synthesis of
cellulose derivatives in [EMIM]OAc is demonstrated. A variety
of cellulose esters using long chain fatty acids, aromatic,
branched and sterically challenging substrates, like pivalate, as
acyl donors are accessible. This process leads to a high DS
requiring a low amount of acyl donor, it ensures a constant
high degree of polymerisation and allows significantly lower
acetate activation in comparison with the anhydride based syn-
thesis in [EMIM]OAc. Apart from these facts the vinyl ester-
based synthesis shows benefits like high conversion rates,
volatile side products, no need for acid scavengers, reusability
of [EMIM]OAc, mild reaction conditions, low toxicity and bio-
degradable solvents.

Results and discussion
Vinyl ester-based synthesis in [EMIM]OAc

As a model reaction for initial parameter optimisation, glucose
laurates were synthesised based on vinyl esters in [EMIM]OAc
and product identification was carried out by LC-MS/ESI ana-
lysis. The highest yields of glucose dilaurate, glucose tri-
laurate and glucose tetralaurate using 3 mol vinyl laurate per
mol glucose were achieved after 4 hours at 60 °C (S17). Longer
reaction times and higher reaction temperatures resulted in a
decrease in glucose laurate yield probably owing to unknown
side reactions (S27). In addition to glucose as a model sub-
strate, the esterification of cellulose with different vinyl esters,
especially vinyl laurate, in [EMIM]OAc was also investigated
(Fig. 1). 3% w/w of cellulose, solubilised in [EMIM]OAc, was
esterified with different amounts of vinyl laurate (2-5 mol per
AGU) at 80 °C for 4 hours under continuous stirring. The cellu-
lose laurates were analysed by FT-IR and showed specific
cellulose laurate signals. In the range of 3200-3500 cm™" O-H
stretching, at 2852-2920 ecm™ ' CH, and CHj; signals of the

OH
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e}
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OH
OH
n
+
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Fig. 1 Reaction scheme of vinyl ester-based cellulose esterification.
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alkane chains, at 1740 ecm™' C=0 stretching of ester groups
and at 1049 cm™" a further significant cellulose signal repre-
senting C-C, C-OH, C-H ring and side group vibrations of the
cellulose backbone appear (S61)."” In addition, "H-NMR
spectra confirm the formation of cellulose laurate with signals
of the AGU at 3.5-5.5 ppm. Furthermore, shifts at 2.2-2.4 ppm
induced by the protons of the a-carbon and shifts at
1.4-1.7 ppm caused by the p-carbon of the esterified laurate
were observed (Fig. 2). Alkane protons of cellulose laurate
shifted at 1.1-1.35 ppm and the terminal methyl group at
0.85-0.9 ppm (Fig. 2).

Equimolar concentration of acyl donor (3 mol per AGU)
resulted in a DS of 2.4, representing a conversion of 80% of
cellulose hydroxy groups. Increasing the amount of acyl donor
to 4 mol per AGU led to a higher DS of 2.9, while a further
increase of substrate to 5 mol per AGU did not result in a
higher DS (Table 1). All produced cellulose laurates were
soluble in [EMIM]OAc and product separation was achieved by
the addition of water. In comparison with the DMSO/TBAF
reaction system, based on 10 mol per AGU vinyl laurate to
obtain a DS of 2.6, the present process with significantly lower
acyl donor concentrations resulted in even higher DS-values."?
Furthermore, the vinyl ester-based synthesis in [EMIM]OAc is
as efficient with regard to the amount of acyl donor as the

S

AGU\
o
2 4 1
1
o) 2 OAc
AGU s
n / 3

" L

3

H™=

Fig. 2 Structure and corresponding *H-NMR of cellulose laurate.
Cellulose laurate was synthesised in [EMIM]OAc using 3 mol per AGU
vinyl laurate at 80 °C for 4 hours. Every peak is labeled to allow
comparison with the structure drawn on the left side of the figure. The
"OAc"-marked peak belongs to the «-carbon of additional bound
acetate esters.

Table 1 Amount of acyl donor and DS of synthesised cellulose laurate
at 80 °C after 4 hours reaction time in [EMIM]OAc

Product Vinyl laurate [mol per AGU] DS
Cellulose laurate 2 1.6
3 2.4
4 2.9
5 2.8
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synthesis using fatty acid chloride in [BMIM]CI. For instance,
it has been reported that 5 mol steroyl chloride per AGU led to
DS values of 2.6.% In this case it has to be mentioned that a
potentially higher steric hindrance in the case of a longer
chain length (C,4) may cause a lower synthesis efficiency. For a
better understanding we synthesised cellulose laurate in
[BMIM]CI at 80 °C using lauroyl chloride and achieved a DS-
value of 2.3, showing comparable potency of vinyl ester-based
synthesis in [EMIM]OAc (DS 2.4) (Table 2). We further investi-
gated the influence of the reaction temperature and time
under equimolar reaction conditions. At reaction temperatures
of 40-60 °C and 4 h reaction time the vinyl ester-based syn-
thesis in [EMIM]OAc created DS-values lower than 2.1. The
highest DS in the range of 2.3 to 2.4 was achieved at 70 °C or
80 °C, respectively, while a further increase to 90 °C and
110 °C resulted in lower DS values in the range of 1.9 to 2.2
(Fig. 3). The temperature optimum between 70 °C and 80 °C
differed from the previously investigated temperature
optimum in the synthesis of glucose laurate synthesis at 60 °C
(S17). Those differences can be explained by a higher viscosity
during the reaction, which can result in lower mass transfer
rates of solutions of cellulose in [EMIM]OAc compared to
glucose in [EMIM]OAc. The optimised reaction temperature of
80 °C has already been applied for the synthesis of cellulose
esters using fatty acid chlorides.®® The vinyl ester-based syn-
thesis in [EMIM]OAc could be carried out at lower tempera-
tures between 40 °C and 50 °C, enabling even more mild
reaction conditions. However, this requires a longer reaction
time and/or a higher acyl donor concentration to achieve a
comparable degree of esterification (Fig. 3). The influence of

DSiaurate

ost

40 50 60 7I;e"lperamt)"r€ [OC']QO 100 10 120
Fig. 3 Temperature dependence of cellulose laurate synthesis in
[EMIM]OACc. Cellulose laurate was synthesised in [EMIM]OAc with a reac-
tion time of 4 hours, using 3 mol per AGU vinyl laurate. The reaction was
carried out in triplicate.

Table 2 Comparison of a vinyl ester- and a fatty acid chloride-based syntheses of cellulose laurate

Compound Tonic liquid Vinyl laurate [mol per AGU] Temp. [°C] Time [h] DS M,, [g mol™"] M, [g mol™]
Vinyl laurate [EMIM]OAc 3 80 4 2.4 280368 89936
Lauroyl chloride [BMIM]CI 3 80 2 2.3 8743 5630
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Fig. 4 Reaction kinetics of cellulose laurate synthesis at 80 °C.
Cellulose laurate was synthesised in [EMIM]OAc using 3 mol per AGU
vinyl laurate at 80 °C. The reaction lasted for 4 hours and at different
time points samples were collected. The reaction was carried out in
triplicate.

the reaction time was investigated at an optimum temperature
of 80 °C. During the first 30 minutes, the reaction proceeded
fast and led to a DS-value of 2.1. After 60 minutes, the reaction
was finished and DS-values between 2.1 and 2.4 were
measured. No further increase in the DS of cellulose laurate
could be detected up to 4 hours (Fig. 4). The reaction was
more than 10-fold faster compared to vinyl ester-based
synthesis in DMSO/TBAF where a reaction time of 70 hours
was needed."® We conclude that the reaction temperature and
time have a great influence on the reaction speed and degree
of substitutions of the produced cellulose ester.

Comparison with fatty acid chloride based synthesis routes

To demonstrate the differences of the present process and
product quantification and qualification in comparison with
the existing synthesis strategies, several experiments based on
lauroyl chloride in [BMIM]CI were carried out and compared
to the vinyl ester-based synthesis in [EMIM]OAc. For both syn-
thesis strategies similar DS values were observed using equi-
molar acyl donor concentration (Table 2). We obtained a
slightly higher DS value of lauroyl chloride modified cellulose
than that described in the literature by Barthel and co-
workers.’ These data are more in accordance with results pub-
lished by Huang et al., where cellulose stearates with DS values
of 2.6 in [BMIM]Cl were synthesised.® Those differences
could be explained by different stirring conditions, causing
different mass transfer behaviour. An important observation,
besides comparable DS values discussed above, is the sign-
ificant differences in molecular weight distributions between
different synthesised cellulose derivatives. Relative to poly-
styrene standards, cellulose laurates synthesised using lauroyl
chloride displayed a reduced molecular weight distribution.
The number average molar mass (M,,) is about 15 times lower
and the mass average molar mass (M,,) is actually 32 times
lower compared to cellulose laurates synthesised from vinyl
laurate (Table 2). It has to be mentioned that these values were
calculated relative to polystyrene standards being, in compari-
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son with cellulose laurate, non-dendritic polymers. This can
lead to an inaccuracy in calculated values. Nevertheless, differ-
ences in molar mass distributions of various synthesised cell-
ulose laurate derivatives with similar DS values in a magnitude
of 15 to 32 are surprising and indicate that cellulose laurate
synthesis in [BMIM]Cl with lauroyl chloride distinctly
decreases the DP (Table 2). The degradation of the cellulose
backbone with carboxylic acid chlorides has already been dis-
cussed in the literature.®'® In addition, the reduction of the
degree of polymerisation has already been shown using acetyl
chloride in the context with other halogen containing ionic
liquids, such as 1-ethyl-3-methylimidazolium chloride ([EMIM]
Cl1).° This reduction may be caused by the formation of highly
reactive hydrogen chloride or by reactive lauroyl chloride itself.
We showed that the vinyl ester-based synthesis in [EMIM]OAc
resulted in a much higher DP. We assume that the non-acidic
and volatile acetaldehyde is produced instead of highly reactive
by-products (Fig. 1). Furthermore, the vinyl ester itself is less
reactive in comparison with the carboxylic acid chloride
causing gentler reaction conditions and thus a reduced depoly-
merisation of the cellulose backbone.

Acetylation of cellulose as an undesirable side reaction

Previous work demonstrated that the cellulose-{[EMIM]OAc
system undergoes different side reactions.” For instance, the
acetylation of cellulose at low concentrations in [EMIM]OAc
was reported in the absence of derivatising reagents. Even
without any further basic catalyst, the imidazolium acetate
containing ionic liquid can catalyse a deprotonation, which
can lead to the formation of carbene species followed by a
modification of reducing end-groups of cellulose. However, in
the absence of an additional base the side reaction mentioned
above is very slow and expires in days." Another side reaction,
which shifted into our focus, is the formation of mixed anhy-
drides after introducing chlorinated substrates or anhydrides
into the synthetic approach, which results in increased acetyl-
ation of cellulose.”'? Furthermore it was reported that introdu-
cing propionic anhydride as an acyl donor, [EMIM]OAc
catalyses the corresponding cellulose ester, but with a majority
of acetylated hydroxy groups and only a small amount of
propion esters.'> The acetylation of cellulose in [EMIM]OAc
was analysed by "H-NMR. The a-carbon of the cellulose laurate
carbonyl group, synthesised with fatty acid chlorides in
[BMIM]CI, showed a chemical shift between 2.10 ppm and
2.50 ppm (Fig. 5). In contrast to cellulose esters with no
additional acetylation, increased acetylation of the remaining
and unmodified hydroxyl groups was obtained in [EMIM]OAc.
This could be demonstrated by a second peak at 2.15 ppm,
which refers to cellulose acetate methyl groups (Fig. 5). It is
worth mentioning that the determination of the acetate degree
of substitution (DS,cctate) by "H-NMR is not feasible for highly
substituted long chain cellulose esters (Cg—C;,), because
signals can hardly be separated. However, in the case of cell-
ulose esters with a lower DS, peaks are separated in the corres-
ponding 'H-NMR spectra and thus the DSgewmee can be
calculated.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016
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Fig. 5 Signals of the a-carbon of cellulose fatty acid ester and cellulose
acetate in 'H-NMR-spectra from different syntheses. The synthesis of
cellulose laurate (C;,) was carried out in [BMIM]CL using 3 mol per AGU
lauroyl chloride and in [EMIM]OAc using 3 mol per AGU vinyl laurate. For
the synthesis of cellulose palmitate in [EMIM]JOAc 3 mol per AGU vinyl
palmitate was used. The signal of the fatty acid ester a-carbon is indi-
cated with 1, while the signal of the a-carbon of cellulose acetate is indi-
cated with 2.

We compared the DS,ceare after syntheses of cellulose
laurates using lauroyl chloride, lauric anhydride and vinyl
laurate in [EMIM]OAc. In accordance with the literature, we
detected a majority of DS,cerate towards DSjayrace Using lauroyl
chloride and lauric anhydride, respectively.'® The highly reac-
tive lauroyl chlorides created 88.2% acetylation while lauric
anhydride gave 83.3% acetylation of all substituted hydroxyl
groups (DS;orar) (Table 3). Vinyl laurate induced an acetylation
of only 11.1%, which implies that the majority of 88.9% of all
OH-groups is modified by the introduced acyl donor. These
results show that the usage of vinyl esters allows a better
control of the substitution pattern of cellulose in [EMIM]OAc
in comparison with fatty acid chloride or anhydride based
syntheses. In addition, the usage of fatty acid chlorides and
anhydrides with equimolar substrate concentrations caused a
significantly reduced DS,ey1 donor Of 0.3 compared to the vinyl
laurate synthesis, where the DSue1 donor 1S higher than 2.1.
Furthermore, the amount of additional acetate groups varied
not only between fatty acid chlorides, anhydrides and vinyl
esters, but also different side chains resulted in differences in

Table 3 Substitution pattern of various cellulose esters
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%-DS,cetate- Esterification with sterically challenging and
highly nonpolar vinyl palmitate gave a higher additional acetyl-
ation of 20.0%, while the application of shorter and less non-
polar vinyl laurate or vinyl octanoate resulted in significantly
lower acetylation, of 11.1% and 6.3%, respectively (Fig. 5 and
Table 3). In addition, a %-DS,cetate Of 4.2% to 4.5% of cellulose
was achieved using the shorter and less nonpolar vinyl pivalate
and vinyl benzoate (Table 3). However, the moderate nonpolar
but branched and sterically demanding vinyl 2-ethylhexyloate
leads to a significantly smaller DS,ey1 donor Of 0.9 and a com-
bined elevated %-DS,cetate Of 18.1% (Table 3). Such results
suggest that polarity and steric properties have a great influ-
ence on additional acetylation.

Regarding the reaction time, it can be speculated that the
activation of acetates in [EMIM]OAc using vinyl esters is much
slower compared to anhydrides showing a reduced acetylation
of cellulose. The acylation of cellulose with vinyl esters is
faster compared to the undesirable activation of acetate.
Decreasing the polarity of introduced vinyl esters resulted a
low solubility as well as reduced mass transfer in polar [EMIM]
OAc and therefore a slower reaction. Assuming that the vinyl
ester-based acetate activation proceeds at the phase interface
and is faster than the mass transfer of nonpolar acyl donor, an
increased acetylation of the cellulose backbone, as observed, is
consequential. For sterically demanding substrates like vinyl
2-ethylhexyloate, the acylation is hindered which supports
acetylation. Apart from these assumptions, it can be pointed
out that the vinyl ester-based synthesis allows a gentle modifi-
cation of cellulose with a comparably low acetylation.
Especially if unbranched, relatively polar vinyl esters are used,
acetylation is limited to low DS,cetate Values.

Additional modes of functionalisation

Besides fatty acids, other functional groups were also tested to
modify cellulose and to show the universal applicability of the
developed vinyl ester-based cellulose modification. We syn-
thesised cellulose benzoates with a DSpenzoate Of 2.3 and a
DScetate Of 0.1. The corresponding IR-spectrum showed charac-
teristic cellulose benzoate peaks at 1711 cm™" (C=0 in O=C-
0-R), 1264 cm™" (C-O in 0=C-0-R), 3067 cm ™" (benzene ring
C-H stretching), 1601 cm™" and 1451 cm™' (aromatic C—=C)
and 707 em™" for out of plane C-H bending of monosubsti-
tuted benzene (S5t1). "H-NMR also confirmed the formation of
cellulose benzoate at 5 = 6.80-8.20 (phenyl protons, 5H) and

Acyl donor Acyl donor [mol per AGU] DSaceyl donor DSacetate DStotal %-DS,cetate [%0]
Vinyl octanoate (Cg) 2 1.5 0.1 1.6 6.3
Vinyl laurate (Cy,) 2 1.6 0.2 1.8 11.1
Vinyl palmitate (Cy6) 2 1.6 0.4 2.0 20.0
Vinyl benzoate 3 2.3 0.1 2.4 4.2
Vinyl pivalate 3 2.1 0.1 2.2 4.5
Vinyl 2-ethylhexyloate 3 0.9 0.2 1.1 18.1
Lauroyl chloride 3 0.04 0.3 0.34 88.2
Lauric anhydride 3 0.06 0.3 0.36 83.3
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5§ = 2.80-5.50 ppm (proton of cellulose backbone, 7H). In
addition, a small signal at § = 1.55-2.10 ppm appeared, which
was considered to be the proton of the corresponding methyl
group of acetate. In addition to cellulose benzoate, the sterically
challenging cellulose pivalate with a DSpivaiae Of 2.1 and a
DS.cetate Of 0.1 was synthesised using the corresponding vinyl
esters (Table 3). The seven protons of the cellulose pivalate back-
bone gave 'H-NMR signals at § = 2.80-5.50 ppm, while the
protons of methyl groups showed signals at § = 1.30-0.90 ppm
(9H) (Fig. 6A)." IR-spectrometry also confirmed the formation of
cellulose pivalate and showed characteristic bands at 2972 em™*
and 2875 em™' (C-H in CHj; groups, stretching vibrations), at
1732 em™" (C=0 in O—=C-O-R), at 1461 cm " and 1481 cm™"
(C-H in CHj, asymmetric deformation vibration), and at
1397 cm ™' and 1367 ecm ™" (t-butyl groups) (S47).>°

The cellulose 2-ethylhexyloate with a DS, cthyinexyloate OF
0.9 and a DS,cetate Of 0.1 was also prepared. "H-NMR confirmed
the formation of cellulose 2-ethylhexyloate. The two terminal
methyl groups (e,y’) displayed signals at § = 0.95-0.70 ppm
(6H), the protons of the y- and &-carbon of hexyl groups gave
§ = 1.35-1.10 ppm (4H) and the protons of the $-carbon of the
hexyl group and the p’-carbon of the ethyl side chain led to a

t
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Fig. 6 Structure and H-NMR of cellulose pivalate (A) and cellulose
2-ethylhexyloate (B). Cellulose pivalate and cellulose 2-ethylhexyloate
were synthesised in [EMIM]OAc using 3 mol per AGU of the corres-
ponding vinyl ester. The "OAc” peak belongs to the «-carbon of
additional bound acetate esters.

Table 4 Mass balance and reusability
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peak at § = 1.65-1.35 ppm (4H) (Fig. 6B). At § = 2.10-1.85 ppm
a signal from the a-carbon of the additional bound acetate
appeared in the "H-NMR spectrum (Fig. 6B). The IR spectrum
of cellulose 2-ethylhexyloate showed distinctive signals at
3500 cm™" (O-H), signals between 2872 cm™" and 2958 cm ™"
(C-H) and a band at 1732 cm™" (C=0 in O=C-0-R) (S31). The
vinyl ester-based synthesis in [EMIM]OAc enabled the gentle
synthesis of a huge variety of cellulose esters with high and
moderate degrees of substitution. The products were soluble
in the ionic liquid and product separation was achieved by the
addition of water. Not only fatty acid esters with different
chain lengths, even aromatic, bulky and branched cellulose
modifications were successfully synthesised.

Upscaling, product separation and IL reusability

To investigate the product separation and reusability of
[EMIM]OAc, the novel synthesis was performed in a larger
scale using 200 g of [EMIM]OAc, 4 mol vinyl laurate per AGU
(34 g) and 3% w/w cellulose (6.2 g) at 80 °C (1. synthesis)
(Table 4). The reaction was performed for 4 hours and
quenched afterwards by the addition of 200 ml of water
leading to immediate product precipitation followed by de-
cantation to separate product and the ionic liquid/water
mixture. The solid product was washed with methanol, and
dried at 60 °C giving 18.8 g cellulose laurate with a DSj,yrate Of
2.3 (Table 4). The degree of substitution is lower compared to
syntheses, which were performed on a smaller scale (Table 1).
Those differences might be explained as due to poor mixing in
the used up-scaling equipment. To recover the ionic liquid out
of the aqueous mixture, the system was heated up to 100 °C
for 4 hours to evaporate the water. It was possible to recover
186 g of the ionic liquid, which represents a recycling
efficiency of 93% (Table 5). After a repeated synthesis with a
recycled ionic liquid (2. synthesis), using 5.8 g cellulose and
32 g vinyl laurate (Tables 4 and 5) a DS of 2.4, a product yield
of 21 g and a recycling efficiency of 88% were obtained.
Barthel and Heinze published a significantly smaller yield
using lauroyl chloride where 0.35 g cellulose laurate (DS =
1.54) was obtained using 0.5 g cellulose and 2.14 ml lauroyl
chloride.” The higher yield from the present synthesis might
be explained by less depolymerisation of cellulose ester and a
higher degree of substitution. In detail, a decreased degree of
polymerization, induced by fatty acid chlorides, leads to a
complex mixture of cellulose laurate oligomers and polymers,

Substrate Product
Synthesis Vinyl laurate® [g] Cellulose” [g] DSlaurate Cellulose laurate [g]
1. Synthesis 34 6.2 2.3 19
2. Synthesis (1. recycl.) 32 5.8 2.4 21
3. Synthesis (2. recycl.) 28 5.0 1.8 12
4. Synthesis (3. recycl.) 27 4.8 1.6 10

“ Correlates with 3% w/w. ? Correlates with 4 mol per AGU.
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Reactor run [EMIM]OAc input [g]

[EMIM]OAC recycled [g] Recycling efficiency [%]

1. Synthesis 200
2. Synthesis (1. recycl.) 186
3. Synthesis (2. recycl.) 163
4. Synthesis (3. recycl.) 156

which complicate the downstream process (product recovery)
and can negatively influence the mass balance of the whole
process. Small oligomers of cellulose esters might be partial
soluble in purification solvents like water and methanol and
thus get washed out. In the following synthesis-recycling cycle
(3. synthesis) the DS of produced cellulose laurate decreased to
1.8 and, after a further synthesis-recycling cycle (4. synthesis),
to 1.6. Simultaneously, the amount of cellulose laurate
obtained decreased to 12 g and 10 g, respectively (Table 4). A
similar effect has already been observed for the phosphoryl-
ation of starch in 1-butyl-3-methylimidazolium chloride
([BMIM]CI) where the obtained DS decreased from 0.55 to 0.45
within 5 recycling cycles.”* The reduced DS can be caused by
the loss of catalytic performance of the ionic liquid or can be
explained by the formation of side products. Investigations to
understand and prevent the mechanism of reduced synthesis
efficiency after each recycling step have to be performed in
further studies.

In general, the recycling of the ionic liquid is a key parameter
for an ecologically friendly and economically feasible process.
In that context, King et al. discussed the possibility of distilling
[EMIM]OAc under special conditions, but they discussed this
option very sceptically regarding the purity and corrosiveness of
the recycled ionic liquid.** Therefore, evaporation strategies for
ionic liquids seem inappropriate for [EMIM]OAc.

In our case we have chosen the often applied anti-solvent
strategy where the addition of a solvent leads to product precipi-
tation and enables separation.”**** Afterwards the evaporation
of the volatile anti-solvent recovers the ionic liquid. The per-
formed recycling experiments using water as an anti-solvent
demonstrate a recycling efficiency of about 90%. In contrast to
the synthesis efficiency, the recycling efficiency is not hampered
by each recycling step. In addition, the ability of the ionic liquid
to solubilize cellulose is not negatively affected. The usage of
other anti-solvents like ethanol or acetone might be cost saving
alternatives due to lower boiling points** but these solvents
enhance the hazardousness of the process due to their flamm-
ability. The loss of about 10% w/w ionic liquid can be explained
by the residual ionic liquid, which remained in the crude
product after the water induced precipitation and was washed
out during the methanol purification step.

Experimental
Materials

The utilized a-cellulose, vinyl laurate, vinyl pivalate, vinyl
benzoate, trifluoroacetic acid-d (d-TFA), lauroyl chloride and
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chloroform-d (CDCl;) were purchased by Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Germany. Vinyl octanoate, vinyl 2-ethylhexyloate,
vinyl palmitate and lauric anhydride were obtained from
TCI-Deutschland GmbH, Eschborn, Germany.

[BMIM]CI and [EMIM]OAc were received from IoLiTec-Ionic
Liquids Technologies GmbH, Heilbronn, Germany. ReadyCal-Kit
Poly(styrene) Mp 474-2520000 Da and gel permeation
column SDV, linear M 10 pM, 8 x 300 mm were purchased
from Polymer Standard Service GmbH, Mainz, Germany.
DMSO-dg purchased from  Euriso-Top GmbH,
Saarbriicken, Germany.

was

Measurements

The DS of cellulose ester was analysed by 'H-NMR on a
500 MHz NMR-spectrometer (Bruker, Avance 500) in CDCl3, or
a mixture of CDCl; and dimethyl sulfoxide-ds depending on
the solubility of the particular modified cellulose. Those poly-
mers, which were soluble in pure DMSO-d,, were analysed at
100 °C on a 700 MHz NMR-spectrometer (Bruker, Ascend).
10 pg pl™* cellulose ester was solubilised in the corresponding
NMR-solvent. 1.67% of trifluoroacetic acid (d-TFA) was added
to shift hydroxyl protons of cellulose or residual water signals
into a region of non-interest or to deuterate hydroxy groups as
reported previously.”*® The DSgay acia Of cellulose octanoate,
-laurate and -palmitate was calculated from the "H-NMR spec-
trum from the integral of the terminal methyl groups (Ime¢hy1)
at 0.85-0.90 ppm and the area of the AGU signals (Iygu) at
3.50-5.50 ppm according to:

Imethyl x7

DS id =
fatty acid Inau X 3

In the case of cellulose 2-ethylhexyloate the integral of the
two terminal methyl groups (Imethy1) at 0.78-0.92 ppm, for
cellulose pivalate the integral of the three terminal methyl
groups (Izmethyt) at 0.90-1.35 ppm and for cellulose benzoate
the area of the phenyl protons (I henyi) at 6.90-8.10 ppm were
used to determine the corresponding DS-values consistent
with the following equations:

ISmethyl x 7
Dspivalate = a
Irgu X 9
DIymethyl X 7
!
Dsz—ethylhexyloate = _
Ingu X 6
Iphenyl X7
DSbenzoate = ———
1 AGU X 3

For cellulose pivalate, ethylhexyloate, benzoate and for low
to medium substituted cellulose fatty acid esters also the
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DS.cetate Was calculated by using the area of the acetate methyl
groups (Ilacetate) at 1.85-2.07 ppm in relation to the integral of
AGU (Ixgu) at 3.50-5.50 ppm according to the equation:

Tacetate X 7

DS =
acetate IAGU X 3

The FT-IR spectra were recorded with a FT-IR spectrometer
(Bruker, Vector 22, equipped with a MKII golden gate single
reflection diamond ATR-system).

Gel permeation chromatography was performed using an
Agilent Technology 1260 Infinity ELSD-HPLC system (Agilent,
Santa Clara, USA) using a SDV, linear M 10 pM, 8 x 300 mm,
column. The flow rate and temperature were 1.5 mL min~" and
40 °C. THF was used as the eluent and the solvent for cellulose
ester dissolution. The method stayed isocratic for 10 minutes.
For molecular weight calibration, ReadyCal-Kit Poly(styrene)
Mp 474-2520 000 Da from PSS (Mainz, Germany) was used.
The calculation of molecular weight distribution (M,,, M,,) was
carried out using Agilent Cirrus GPC multi detector software.

Glucose laurates (mono-, di-, tri-, tetra-) were separated
using an Agilent Eclipse XDP (CN-column, 150 x 4.6 mm,
5 um). The flow rate and temperature were 0.8 mL min~" and
35 °C. The method is isocratic at 5% ACN and 95% water
(0.1% v/v formic acid) for the first 3 minutes. Afterwards an
ACN-water (0.1% v/v formic acid) gradient increased from 3%
ACN to 98% ACN in 15 minutes and stayed isocratic for
5 minutes. Glucose laurates were analysed by HPLC-ELSD
(Agilent Technology 1260 Infinity HPLC-ELSD system) and
identified by HPLC-MS (Agilent Technologies 6130 Quadrupole
MS). The LC-MS was operated in API-ES mode under the fol-
lowing conditions: drying gas flow 10 L min~', nebuliser
40 psig, drying gas temperature 300 °C, and +/— Vcap 3000.
The system was used in positive and negative scan modes with
a fragmentor voltage of 70 eV to cover values between m/z 100
and 1500. The ELSD was operated at a nebuliser temperature
of 90 °C, an evaporator temperature of 40 °C and a gas flow of
1 SLM. Quantification of glucose laurates was performed by
using the peak area of the detector response because no stan-
dard of glucose laurates was available.

Acetylation of glucose in [EMIM]OAc

Glucose was solubilised in [EMIM]OAc to receive 350 mg of a
0.83 mmol mg~"' solution. For investigations regarding the
temperature dependency of the reaction, 2 mol vinyl laurate
per mol glucose was added to the solution and shaken in an
Eppendorf thermomixer comfort at 600 rpm at different temp-
eratures between 40 and 90 °C for 22 hours. In addition, the
time kinetics of the reaction was analysed using 3 mol vinyl
laurate per mol glucose at 60 °C. Afterwards the samples were
diluted by a factor of 4 with acetonitrile and analysed by
HPLC.

Acylation of cellulose in [EMIM]OAc

Dissolving of 3% w/w cellulose was achieved in [EMIM]OAc at
80 °C and mixed with a KPG-stirrer up to 12 h to accomplish
complete dissolution. The reaction was started by the addition
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of 3 mol vinyl ester, lauric anhydride, or lauroyl chloride per
AGU and mixed for 4 hours at 80 °C. 1 mL samples were taken
at different time points and cooled to 4 °C. The polymer was
separated from the ionic liquid by the addition of 50% w/w
water followed by centrifugation. The supernatant was dis-
carded and the cellulose pellet was washed with an excess
amount of methanol and subsequently dried at 60 °C. The
amount of introduced vinyl esters (2-5 mol per AGU) and the
reaction temperature (40-110 °C) were varied systematically to
investigate their influence. In the case of cellulose 2-ethylhexyl-
oate and cellulose pivalate, the product was dissolved in
methanol and precipitated with an excess amount of water
and then dried by lyophilisation for 14 hours.

Upscaling and reusability

The upscaling was performed similarly to a described standard
protocol, but using higher amounts of educts, solvents and a
1 litre reaction flask (Table 4). After the addition of water the
product was separated from the ionic liquid/water mixture by
filtration. The ionic liquid was recycled by evaporating the
water from the ionic liquid/aqueous mixture at 100 °C for
4 hours. The recycled ionic liquid was weighed and reused for
an additional synthesis.

Acylation of cellulose in [BMIM]CI

The acylation of cellulose in [BMIM]CI was carried out accord-
ing to Barthel and Heinze,’ but using a KPG-stirrer to assure
sufficient stirring of the highly viscous cellulose solution.

Conclusions and outlook

In this study we developed a process that allows for the first
time the synthesis of a variety of cellulose esters using the
minor toxic and biodegradable ionic liquid [EMIM]OAc. The
described synthetic strategy represents a new approach for
homogeneous and gentle production of cellulose esters with a
sensitive control over substitution pattern with even sterically
demanding nonpolar side chains. In contrast to the fatty
acid chloride based syntheses in halogen containing ionic
liquids, the novel vinyl ester-based synthesis in [EMIM]OAc
leads to a much higher DP. The acetylating character of
[EMIM]OACc towards cellulose is significantly lower using vinyl
esters in contrast to anhydrides or chlorinated acyl donors and
allows a better regulation of the substitution pattern of cell-
ulose. A variety, like branched and bulky side chains, fatty
acids of Cg—Ci¢ chain length and aromatic groups, can be
introduced into the cellulose backbone. The ionic liquid
[EMIM]OAc was recycled with an efficiency of about 90% and
reused for three additional synthesis-recycling cycles.
Investigations towards further upscaling and additional re-
cycling studies of this reaction to examine the commercial
applicability of the process will be carried out and may enable
the implementation of a new homogeneous environmentally
friendly modification of cellulose. These efforts will possibly
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attenuate the dependence of our society on fossil fuels for the
synthesis of different kinds of polymeric materials.

Acknowledgements

We would like to thank the Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung for the funding within the framework of
Cluster Bioindustrie 2021.

References

1 A. Pinkert, K. N. Marsh, S. Pang and M. P. Staiger, Chem.
Rev., 2009, 109, 6712-6728.

2 T. Liebert, Cellulose Solvents - Remarkable History, Bright
Future, ACS Symposium Series, Washington, DC, 2010, vol.
1033.

3 J. Zhang, J. Wu, Y. Cao, S. Sang, J. Zhang and ]J. He,
Cellulose, 2008, 16, 299-308.

4 M. Gericke, P. Fardim and T. Heinze, Molecules, 2012, 17,
7458-7502.

5 R. P. Swatloski, S. K. Spear, J. D. Holbrey and R. D. Rogers,
J. Am. Chem. Soc., 2002, 124, 4974-4975.

6 R. P. Swatloski, R. D. Rogers and ]J. D. Holbrey, Univ.
Alabama, US 6824599, 2004, 2.

7 T. Liebert and T. Heinze, BioResources, 2008, 3, 576-601.

8 K. Huang, ]J. Xia, M. Li, J. Lian, X. Yang and G. Lin,
Carbohydr. Polym., 2011, 83, 1631-1635.

9 S. Barthel and T. Heinze, Green Chem., 2006, 8, 301-306.

10 S. Kohler, T. Liebert, M. Schobitz, J. Schaller, F. Meister,
W. Gunther and T. Heinze, Macromol. Rapid Commun.,
2007, 28, 2311-2317.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2016

11

12
13

14

15

16
17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

View Article Online

Paper

S. K. Karatzos, L. A. Edye and R. M. Wellard, Cellulose,
2011, 19, 307-312.

S. Dorn, Jena, Univ., Diss., 2009.

T. Heinze, R. Dicke, A. Koschella, A. H. Kull, E.-A. Klohr
and W. Koch, Macromol. Chem. Phys., 2000, 201, 627-631.
X. Cao, S. Sun, X. Peng and L. Zhong, J. Agric. Food Chem.,
2013, 61, 2489-2495.

R. L. Shogren and A. Biswas, Carbohydr. Polym., 2010, 81,
149-151.

R. Dicke, Cellulose, 2004, 11, 255-263.

M. Fan, D. Dai and B. Huang, Fourier transform infrared
spectroscopy for natural fibres, InTech, 2012.

M. C. V. Nagel and T. Heinze, Polym. Bull., 2010, 65, 873~
881.

D. Xu, B. Li, C. Tate and K. J. Edgar, Cellulose, 2010, 18,
405-419.

M. Hesse, H. Meier and B. Zeeh, Spektroskopische Methoden
in der organischen Chemie, 2005, vol. 2.

W. Xie and L. Shao, Starch/Staerke, 2009, 61, 702-708.

A. W. T. King, J. Asikkala, I. Mutikainen, P. Jarvi and
I. Kilpeldinen, Angew. Chem., Int. Ed., 2011, 50, 6301-
6305.

K. Shilly S. Padmanabhan, Q. Xin, J. M. Prausnitz,
D. S. Clark and H. W. Blanch, Biotechnol. Bioeng., 2011,
108, 511-520.

J- Shi, K. Balamurugan, R. Parthasarathi,
N. Sathitsuksanoh, S. Zhang, V. Stavila, V. Subramanian,
B. A. Simmons and S. Singh, Green Chem., 2014, 16, 3830.
C. Buchanan, K. Edgar, ]J. Hyatt and A. Wilson,
Macromolecules, 1991, 24, 3050-3059.

G. Samaranayake and W. G. Glasser, Carbohydr. Polym.,
1993, 22, 79-86.

Green Chem., 2016, 18, 6099-6107 | 6107


http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://dx.doi.org/10.1039/C6GC02005D

	Button 1: 


