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ABSTRACT

In der modernen Reaktionstechnik werden hohe Anforderungen insbesondere an katalytisch aktive
Materialien hinsichtlich Selektivitit und Effizienz, aber auch Stabilitit und Langlebigkeit gestellt.
Derzeit werden entweder teure Edelmetallkatalysatoren eingesetzt oder es wird vielfach mit
biologischen Katalysatoren gearbeitet, hauptsichlich mit immobilisierten Enzymen, deren
Haltbarkeiten in der Regel nur kurz sind. Als Alternative bieten sich biomimetische Katalysatoren
an, wie z.B. molekular geprigte Polymere. Unter molekularem Prigen ("molecular imprinting")
versteht man die Erzeugung kiinstlicher Rezeptoren bzw. Antikérper ("plastibodies") durch die
Polymerisation von funktionellen Monomeren und Quervernetzern in Anwesenheit von
Templatmolekilen. Nach dem Eluieren des Templats entstehen spezifische molekulare Abdriicke
so genannte MIPs ("molecularly imprinted polymers"), die in der Lage sind, das Templat auf
molekularer Ebene zu erkennen, und somit zur Separation des Templats aus Analytgemischen
verwendet werden kénnen. Wihlt man das Templat nach bestimmten Kiriterien, so kénnen die
Abdricke als katalytisch aktive Zentren agieren ("plastizymes"). Ziel dieser Arbeit war es, molekular
geprigte Polymere zu generieren und deren Verwendbarkeit in der Separation und Katalyse zu
untersuchen. Dazu wurden MIPs in der Chromatographie auf ihre Affinitit zum verwendeten
Templat getestet und in Reaktoren hinsichtlich ihrer katalytischen Aktivititen und ihres
Materialverhaltens charakterisiert. Fin weiterer Schwerpunkt wurde in die Herstellung und

Anwendung enantioselektiver MIPs gesetzt.
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1 EINLEITUNG

Die Erkennung auf molekularer Ebene ist entscheidend fiir den Ablauf biologischer Prozesse. Auf
diesem Prinzip basiert das Immunsystem, bei dem bestimmte Antikérper als Antwortreaktion auf
cine kleine Menge Antigen produziert werden. Ein weiteres Beispiel fiir die molekulare Erkennung
ist die Einlagerung eines Substrats in ein Enzym. Die hohe Spezifitit des Enzyms wird dabei durch
ein aktives Zentrum erreicht, dessen dreidimensionale Form geometrisch komplementir zu der des
Substrats ist und als zusitzliche Erkennungselemente definiert angeordnete Bindungsstellen besitzt,

die mit dem Substrat wechselwirken konnen.

Aus der Problematik, diese Eigenschaft der biologischen Modelle zu imitieren und stabile
Erkennungselemente in eine Matrix einzubauen, hat sich in den letzten dreiflig Jahren ein sehr
aktives Arbeitsgebiet entwickelt. Die Technik des molekularen Prigens stellt einen Weg dar,
kiinstliche Rezeptoren zu synthetisieren. Analog zu der friheren Vorstellung von der Bildung von
Antikorper, geht diese von einem als Templat (Matrize, Schablone) fungierenden Molekiil aus,
dessen Bindungsstellen mit funktionellen Monomeren wechselwirken kénnen. Die durch diese
Wechselwirkung um das Templat organisierten Monomere erlauben, dass das Templat bei der
anschlieBenden Polymerisation in das Polymernetzwerk eingebaut wird. Wenn dieses nachtriglich
herausgel6st wird, bleibt im Polymer ein zum Templat komplementirer "Abdruck" bzw. Hohlraum
mit Bindungsstellen zurtick, der als Pragung bezeichnet wird. Aufgrund der hohen Spezifitit
beztglich des Templats besteht ein potentielles Anwendungsgebiet der molekular geprigten
Polymere (MIPs) in der Abtrennung des Templats aus Analytgemischen. Des Weiteren kénnen
dhnlich wie bei katalytisch aktiven Antikérpern Polymere mit katalytischen Prigungen erzeugt

werden.

Aus heutiger Sicht kann das Experiment von F. Dickey im Jahre 1949 dem Forschungsgebiet des
molekularen Prigens zugeordnet werden. In diesem wurde Kieselgel in Gegenwart des Templats
Methylorange gefillt. Nach dem Trocknen und Auswaschen des Templats adsorbierten die
erhaltenen Gele das Methylorange wesentlich besser als Ethylorange im Vergleich zu den nicht

gepragten Gelen.

Das Prigen von organischen Polymeren wurde erstmals 1972 im Arbeitskreis von G. Wulff zur
Darstellung von kiinstlichen Enzymen beschrieben. Seitdem wurde in zahlreichen Arbeiten gezeigt,

dass sich mit dieser Technik effiziente Rezeptoren und Katalysatoren synthetisieren lassen.
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Die kiinstlichen Rezeptoren wurden als spezifische Sdulenfiillmaterialen verwendet, um ein
Enantiomer aus dem Racemat im einfachen chromatographischen Verfahren zu trennen. MIP-
basierte Immunotests wurden bereits fir verschiedene Substanzen wie Medikamente, Herbizide
und Corticosteroide entwickelt. In der Sensortechnologie wurden Messgerite konstruiert, in denen

MIPs als Erkennungselemente auftreten.

Auf dem Gebiet Katalyse konnten fir einige Reaktionstypen unter Einsatz von MIPs katalytische
Effekte beobachtet werden, die bisher keinen Schluss tiber eine Systematik zulassen, wenn es sich
um Zusammenhinge der katalytischen Effizienz und Polymerrezeptur handelt. Es blieb unklar, ob
die vorliegenden Ergebnisse lediglich als individuelle Phinomene zu beurteilen sind, oder ob diese
vielleicht auf eine breite Anwendbarkeit geprigter Polymere in der Katalyse hindeuten. Der bislang
grofite katalytische Effekt wurde von K. Mosbach et al. fir eine Diels-Alder-Reaktion zwischen
Tetrachlorothiophendioxid und Maleinsdureanhydrid erreicht. Dieser liegt allerdings zwei
GroBenordnungen unter dem fiir die katalytischen Antikérper ermittelten Wert und weit unterhalb

der katalytischen Aktivitdt der Enzyme im Allgemeinen.

Um die Eigenschaften von MIPs zu verbessern, wurde inzwischen eine effizientere Prigemethode
entwickelt, die eine Fixierung des Templats vor dem Prigen involviert. Dadurch wird die
Beweglichkeit des Templats wihrend des Pragens deutlich vermindert, mit der Folge, dass ein

spezifischerer Abdruck entstehen kann.

Im Rahmen eines DFG-Projekts wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, den Vorteil der
Immobilisierung zu nutzen, um die Katalyse der erwihnten Diels-Alder-Reaktion mit MIPs zu
optimieren. Hs konnte dadurch nicht nur mehr tber die Abhingigkeit der katalytischen Aktivitit
von der Polymerrezeptur, sondern auch tiber den Zusammenhang der katalytischen Effizienz und

der Prigetechnik erfahren werden.

Durch die systematischen Untersuchungen wurden an diesem Beispiel die Daten der
Konzentration tiber die Zeit erfasst und daraus die wichtigen kinetisch relevanten Parameter fur die
Reaktionstechnik ermittelt, welche die ersten Informationen Uber die Reaktionskinetik solcher
Systeme darstellen. Wie sich auf Basis zahlreicher Arbeiten auf diesem Projekt erschlieBen lief3,
konnen die reaktionstechnischen Kenntnisse als zusitzliches Mittel genutzt werden, um den Effekt

des molekularen Pragens deutlicher herauszustellen.

Auf die Enantioselektivitit als einer der wichtigsten Aspekte bei der Katalyse wurde besonderer
Wert gelegt. Als Zielreaktion wurde dabei eine hydrolytische Esterspaltung in den Vordergrund

gestellt, fur welche enantioselektive MIPs hergestellt und charakterisiert wurden.
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2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1 Molekulare Wiedererkennung

2.11 Prinzip der Enzymkatalyse

Chemische Reaktionen in biologischen Systemen werden durch Enzyme katalysiert, die threr Natur
nach tberwiegend Proteine mit einer charakteristischen, genau definierten Aminosauresequenz
sind. Die enzymatische Umsetzung des Substrats wird an einem so genannten aktiven Zentrum
durchgefithrt, welches aus mehreren katalytischen Gruppen besteht, die sich in verschiedenen
Abschnitten der Aminosiuresequenz befinden koénnen. Die dreidimensionale Form des aktiven
Zentrums wird erreicht, indem um dieses von den restlichen Aminosduren ein Hohlraum gebildet
wird. Beglinstigt durch den unpolaren Charakter des aktiven Zentrums werden im Enzym viele
schwache Wechselwirkungen an den vorhandenen Bindungsstellen zum Substrat ausgebildet.
Aufgrund der kurzen Reichweite der Wechselwirkungen wird ein enger Kontakt zwischen Enzym
und Substrat benoétigt, der durch eine geeignete, enzymkomplementire Form des Substrats erreicht
werden kann. Die im Jahre 1890 von E. Fischer formulierte Analogie der beiden Komponenten
zum Schloss und Schliissel wurde aufgrund neuerer Untersuchungen erginzt, die - wie von
E. Koshland Jr. im Jahre 1958 postuliert - Enzyme als flexibel charakterisieren, deren aktive
Zentren durch die Substratbindung deutlich verdndert werden kénnen. Die komplementire Form
an aktiven Zentren einiger Enzyme kann erst nach der Bindung des Substrates erreicht werden; ein

Prozess der dynamischen Erkennung, der als "induced fit" bezeichnet wird.

Die chemische Umwandlung des Substrats (S) {iber einen Ubergangszustand ("transition state") in

das Produkt (P) lduft spontan ab, da nach dem zweiten Hauptsatz der Thermodynamik

AG = Gg — G, negativ ist (Abbildung 1).

Krs v
S =———= TS P

Der "transition state" (TS) dieser Reaktion ist kurzlebig, weil dieser die grofite freie Enthalpie (Giy)
aufweist. Die freie Aktivierungsenthalpie (im Folgenden: Aktivierungsenergie E,) stellt die

Differenz zwischen der freien Enthalpie des Ubergangszustands und der des Substrates dar (Gl. 1).

AGTS = GTS _Gs Gl 1
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Gegenuber dem nicht-katalysierten Reaktionsablauf in Abbildung 1 wird die freie Enthalpie des
Ubergangszustands AGs und damit auch die Aktivierungsenergie durch die Verwendung eines
Katalysators, in diesem Fall eines Enzyms, infolge der Stabilisierung des Ubergangszustands

gesenkt.

Ubergangszustand, TS

[AGts\nicht katalysiert)

AGna JKatalysiert)

Substrat, S

Freie Enthalpie

AGReaktion

Produkt, P
»

»

Reaktionskoordinate
Abbildung 1: Verminderung der Aktivierungsenergie durch Katalysator

Die daraus folgende Beschleunigung der Reaktion kann tber die Theorie des aktivierten
Komplexes verdeutlicht werden [1]. Die Produktbildungsgeschwindigkeit ist unter Annahme eines
konstanten Reaktionsvolumens definiert als zeitliche Anderung der Produktkonzentration c, und

entspricht [2]:

dc, Gl 2
r= =V -Crg,

dt

wobei v durch die Gleichung von Eyring gegeben ist (Gl. 3).

k-T GL3

V=—-
h

In dieser Gleichung ist k die Boltzmann-Konstante und h das Planck’sche Wirkungsquantum. Bei

T= 25 °C betrigt der Wert von kT/h 6,2x 10" s™.

Die Konzentration des Ubergangszustands ¢ ist nach Gl 4 proportional zur
Substratkonzentration cg und Gleichgewichtskonstante K q:

Crs =Cg -Kyg Gl 4
Die Gleichgewichtskonstante K fiir die Bildung von TS ldsst sich nach GI. 5 berechnen.

_Ea Gl 5
KTS =e RT
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Durch das FEinsetzen von v und ¢ in Gl 2 erhilt man den Ausdruck fur die

Reaktionsgeschwindigkeit (GL. 6).

k-T _Ea Gl. 6

r :T.CS .e RT

Aus dieser Formel wird ersichtlich, auf welche Weise die Reaktionsgeschwindigkeit von der
Aktivierungsenergie abhingt. Um den Einfluss dieser Groéf3e auf die Reaktionsgeschwindigkeit zu
demonstrieren, dient folgendes Beispiel. Wenn die Temperatur und die Substratkonzentration
konstant gehalten werden, wird bei einer Verminderung der Aktivierungsenergie um 20 % eine

10fache Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit hervorgerufen.

Gleichzeitig wird deutlich, dass die Reaktionsgeschwindigkeit unabhingig von AG der Reaktion ist
und damit analog zu GIl. 5 keinen Finfluss auf die Gleichgewichtskonstante der Reaktion hat.
Durch einen Katalysator kann also die Finstellung des Gleichgewichts nicht in Richtung der

Ausgangssubstanzen oder der Produkte verschoben werden.

Die Beschleunigung der chemischen Reaktion durch Enzyme fihrt dagegen zu einer schnelleren
Gleichgewichtseinstellung, wie anhand eines Experiments gezeigt werden kann. Wenn die
Konzentration des gebildeten Produkts als Funktion der Zeit fir zunehmende
Substratkonzentrationen (cg;<cg,<cg;<cg,) gemessen wird, nimmt die Produktmenge mit der Zeit
solange zu, bis das Gleichgewicht erreicht wird (Abbildung 2, links). Mit kleinen
Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten r, wird dieser Zustand erst nach langer Zeit und mit grof3en
dagegen schnell erreicht. Demnach wird durch Enzyme oder andere Katalysatoren auf Basis der

hoheren Reaktionsgeschwindigkeiten eine schnellere Finstellung des Gleichgewichts ermdglicht.

fo Gleichgewicht

Imax/ 2

Produkt
3
Reaktionsgeschwindigkeit

v

Substratkonzentration

Zeit

Abbildung 2: Typische Profile bei enzymatischer Umsetzung: Produktkonzentration
gegen Zeit (links) und Reaktionsgeschwindigkeit gegen Substratkonzentration (rechts)
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Beim Auftragen der Reaktionsgeschwindigkeit Giber die Substratkonzentration erhilt man das
typische Profil der Enzymkinetik (Abbildung 2, rechts), bei dem mit zunechmender
Substratkonzentration zunichst die Katalysegeschwindigkeit r linear ansteigt und bei héheren

Substratkonzentrationen die Kurve schlieB3lich beim Erreichen eines Maximums abflacht.

2.1.2 Michaelis-Menten-Modell

Um den charakteristischen Kinetikverlauf der Enzyme nachvollziehen zu kénnen, wird die
Umwandlung des Substrats S zu Produkt P mit Hilfe des Enzyms E tber den folgenden

Reaktionsweg beschrieben [3]:

K, K,
E + S = ES —m/]/—= E + P
k, K,

In der Anfangsphase ist die Produktkonzentration so gering, dass die Rickreaktion k,

vernachlissigt werden kann. Die Reaktionsgleichung lautet dann:

k, k,
E + S —/]/m=ES — = E + P
k-l

Das Enzym bindet das Substrat unter Bildung eines ES-Komplexes mit der
Geschwindigkeitskonstante k;. Dieser ES-Komplex kann entweder mit der Konstante k, in das
Produkt (und freies Enzym) umgewandelt werden oder mit einer Geschwindigkeitskonstante k ,

wieder in das Enzym und Substrat zerfallen.

Nach der Theorie des aktivierten Komplexes (Gl. 2) entspricht die Katalysegeschwindigkeit dem
Produkt aus k,und der Konzentration des ES-Komplexes c¢ (Gl. 7).

I =K, -Cg GL7

Dabei sind die einzelnen Geschwindigkeiten fir die Bildung (Gl 8) und den Zerfall (Gl 9) von
dem ES-Komplex gegeben als:

Ces =K, - C¢ -C5 (Bildung) GL 8

Ces = (k_, +k, ) Cog (Zerfall) GL9
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Unter der Annahme, dass die Konzentration des Zwischenprodukts ES konstant bleibt ("steady
state" Bedingung) entspricht die Bildungsgeschwindigkeit der Zerfallsgeschwindigkeit. Wenn die
rechten Seiten der Gleichungen GI. 8 und GI. 9 gleichgesetzt werden, erhilt man GI. 10.

K, -Ce -Cg = (k_, +k, )-Ces G1. 10

Das Umstellen dieser Gleichung ergibt:

- K, Gl 11

Gleichung GI. 11 lisst sich vereinfachen, indem eine neue Konstante K, die Michaelis-Konstante,

definiert wird:

_ +k, Gl 12

Wie aus Gl 12 zu sechen ist, hat K,; zwar die Einheit mol 1", ist aber unabhingig von der
Konzentration der einzelnen Komponenten im System. Eingesetzt in Gl. 11 und aufgel6st nach cpg

erhalt man GI. 13.

Co =
ES K, Gl. 13

Die Konzentration am freien Enzym c;, ist gleich der Enzymgesamtkonzentration cy ., minus der

Konzentration des ES-Komplexes cg:

CE = CE,ges _CES GL 14
Wenn man diesen Ausdruck in Gl. 13 einsetzt, erhilt man:
_ (CE,ges —Cgs ) Cs Gl 15
Ces =
Ky

Diese aufgelost nach cyg ergibt:
c — CE,ges 'CS / KM

= l+c /K, Gl 16
odet:

Cs

Ces = Ce ges Gl. 17

Ky +Cs
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Das Einsetzen von cyg in Gl 7 ergibt den folgenden Ausdruck fir die Katalysegeschwindigkeit:

C Gl 18

r=K, Cpp ———
.ges
Ky +Cs
Die Maximalgeschwindigkeit r,,,,, wird folglich erreicht, wenn ¢ = ¢y ist. Demzufolge gilt:

M =K, - C Gl 19

max E.ges

Bei Einsetzen dieser (Gl 19) in die Gl 18 wird die Michaelis-Menten-Gleichung (Gl 20) erhalten.

CS
Ky +Cq

~ "max

GL 20

Mit dieser Gleichung kann die in Abbildung 2 (rechts) dargestellte Kurve interpretiert werden:
wenn ¢ viel kleiner ist als K, ist die Reaktionsgeschwindigkeit r =cq (t,,../K,,) direkt proportional

zu cg. Liegt die Substratkonzentration dagegen viel hoéher als Ky, so ist r = r_ und damit

max>

unabhingig von der Substratkonzentration. Mit Hilfe dieses einfachen nach L. Michaelis und

M. Menten' benannten Modells kann somit die Enzymkinetik erfolgreich beschrieben werden.

Aus Gl 20 geht die Bedeutung der Gré3e Ky hervor. Wenn der cg- und Ky -Wert gleich grof3 sind,
ist r = r,,./2, dh. K, gibt die Substratkonzentration an, bei der die Hilfte der aktiven Zentren
besetzt ist. In Abhingigkeit vom Verhiltnis der Michaelis-Menten-Konstante und der
Substratkonzentration dndert sich das Kriterium fir das kinetische Optimum der enzymatischen
Katalyse. Wenn das Enzym vollstindig mit dem Substrat gesittigt wird, spielt die Wechselzahl k,,
noch als k, bezeichnet, die entscheidende Rolle. Bei nicht vollstindiger Substratsittigung ist der
k../Ky-Wert relevant (Tabelle 1).

Tabelle 1: Grenzfille der Michaelis-Menten-Gleichung

Grenzfall Michaelis-Menten-Gleichung  Kinetisches Optimum
ce>> K Wechselzahl ki gibt die
s M r=r.. katalytische Aktivitat an

vollstdndige Substratsattigung (hoher Wert = optimale Katalyse )

Ko Km-Kriterium flr die katalytische
Cs << Kw r=r Cs Effizienz

keine vollstandige Substratsattigung Ky (hoher Wert = optimale Katalyse )

! Benannt nach Leonor Michaelis und Maud Menten, die im Jahre 1913 dieses Modell vorgeschlagen haben.
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2.1.3 Kompetitive und nicht-kompetitive Hemmung

Durch die Bindung spezifischer Molekiile oder Ionen kann die Aktivitit vieler Enzyme gehemmt
(inhibiert) werden. Auf dieser Basis funktionieren einige Kontrollmechanismen in biologischen
Systemen wund die Wirkung vieler Medikamente bzw. toxischer Stoffe. Neben der
rontgenkristallographischen Untersuchung des Komplexes eines Enzym mit seinem gebundenen
Substrat werden Einblicke in den Mechanismus der Enzymwirkung auch iber die Hemmung
gewonnen, da sich durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren oft die fir die Katalyse bedeutsamen

Gruppen identifizieren lassen.

Auf analoge Art und Weise wurde der Katalysemechanismus des proteolytischen Enzyms Trypsin
detailliert untersucht, das wihrend der Verdauung im Magen-Darm-Trakt Peptidketten spezifisch
nur nach den Aminosauren Arginin oder Lysin spaltet. Sein aktives Zentrum enthalt wie das aktive
Zentrum aller Serinproteasen die so genannte katalytische Triade aus den Aminosiuren Serin,
Histidin und Asparagin. Der Angriff auf die zu spaltende Amidgruppe erfolgt durch das Serin,
nachdem die Nucleophilie der Hydroxylgruppe durch die benachbarte Histidinseitenkette stark
erhéht worden ist. Das Histidin 16st das Proton der Serinhydroxylgruppe ab und erméglicht so
deren Angriff auf die Peptidbindung. Das Asparagin nimmt ein Proton des Histidins auf, wodurch

der Ubergangszustand der proteolytischen Spaltung stabilisiert wird.

Das 3D-Modell (Abbildung 3) zeigt den Inhibitor Aeroginosin am aktiven Zentrum einer Protease.
Die entsprechende Aminosiure bildet Wasserstoffbriicken zum basischen Rest des Inhibitors aus

(eingekreist in Abbildung 3), wodurch das Enzym in seiner Wirkung gehemmt wird.

Inhibitor Aeroginosin

Aktives Zentrum

Abbildung 3: 3D-Modell des inhibierten Trypsins [4]
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Ein irreversibler Inhibitor wird sehr stark vom Enzym — entweder kovalent oder nicht-kovalent —
gebunden. Ein gutes Bespiel hierfur ist die Wirkungsweise des Antibiotikums Penicillin, welches
vom aktiven Zentrum einer Transpeptidase in Bakterien Staphylococcus anrens gebunden wird.
AnschlieBend geht der Wirkstoff eine kovalente Bindung am aktiven Zentrum des Enzyms ein.
Dadurch kann keine Quervernetzung der Peptide stattfinden, die fir die Zellwandbiosynthese

dieser Bakterien verantwortlich ist.

Typisch fiir die reversible Hemmung ist, dass der Inhibitor locker an das aktive Zentrum gebunden
ist. Von der kompetitiven Hemmung spricht man, wenn der Inhibitor dem Substrat dhnlich ist und
an der aktiven Stelle gebunden wird. Jede kompetitive Hemmung kann durch Erhéhung der
Substratkonzentration aufgehoben werden. Beispielsweise wird Methotrexat zur Behandlung von
Krebs eingesetzt, weil dieses als Strukturanalogon von Dihydrofolat, dem Substrat der
Dihydrofolatreduktase, die eine Rolle bei der Biosynthese von Purinen und Pyrimidinen spielt, an

dieses Enzym 1000fach fester bindet und die Nucleotidbasensynthese verhindert.

Anders als bei kompetitiven konnen die nicht-kompetitiven Inhibitoren gleichzeitig mit dem
Substrat an unterschiedlichen Bindungsstellen desselben Enzymmolekiils gebunden werden. Daher
wird die Wechselzahl und nicht wie bei der kompetitiven Inhibierung die Anzahl der mit dem
Substrat besetzten aktiven Zentren erniedrigt. Die Auswirkung des Inhibitors kann durch eine

Erhohung der Substratkonzentration nicht kompensiert werden.

L. Pauling stellte im Jahre 1948 die Hypothese auf, dass die effektivsten Enzymhemmstoffe solche
Molekiile sein miissten, die dem Ubergangszustand der enzymatischen Reaktion dhneln. Diese
werden als Ubergangszustandsanaloga ("transition state analoga") bezeichnet. Seine Annahme

konnte an der Isomerisierung von L-Prolin (1) zu D-Prolin (3) durch die Prolinracemase bestitigt

werden (Abbildung 4).

H H
2 — [ L ]
N (HIOOH H R COOH N COOH N COOH
0 @ ©) @

Abbildung 4: Inhibierung einer Isomerisierungsreaktion durch Ubergangszustandanaloga
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Bei dieser Racemisierung wird aus einem tetraedrischen o-Kohlenstoff unter Abspaltung eines
Protons ein trigonaler Ubergangszustand (2) gebildet. Dieser ist planar, negativ geladen und kann
von beiden Seiten angegriffen werden. Abhingig davon, von welcher Seite der Angriff erfolgt,

bildet sich das L.- oder D-Isomer. Die Pyrrol-2-carbonsiure (4) besitzt einen trigonal-planaren,

nicht geladenen a-Kohlenstoff und bindet 160mal stirker an die Racemase als Prolin. Demzufolge

kann (4) als das "transition state analogon" (TSA) dieser Isomerisierung angesehen werden.

Aufgrund der Tatsache, dass viele Enzyme iber aktive Zentren verfiigen, die sterisch und
elektronisch komplementir zu dem Ubergangszustand sind und von den TSA gehemmt werden,
wurde von Jencks vorgeschlagen, diese zum Prigen von Antikérpern (Immunoproteinen) zu

verwenden, um katalytische Eigenschaften bei diesen zu induzieren [5].

2.1.4 Katalytisch aktive Antikérper

Das erste Mal wurde diese Idee an der Acyl-Ubertragungsreaktion experimentell demonstriert. Es
handelt sich hierbei um eine einfache, detailliert untersuchte chemische Reaktion, bei der sich die
sterische und elektronische Natur des Ubergangszustands (tetraedrisch und negativ geladen)
wesentlich von der des Substrats (planar und neutral) unterscheidet. Durch stabile Phosphate,
Phosphonate und Phosphonamidate, die als Inhibitoren fiir einige Acyl-Transferasen bekannt sind,
werden die Figenschaften des TS gut wiedergegeben [6,7] und kénnen als Antigen katalytische
Eigenschaften bei einem Antikérper induzieren. Antikorper, spezifisch fir diese TSA, wirken wie
Katalysatoren mit einer Beschleunigungsrate, die 10’ bis 10* GréBenordnungen hoher als die der
unkatalysierten Reaktion liegt [8,9]. Die Antikérper befolgen die Michaelis-Menten-Kinetik, zeigen

Substratspezifitit und binden TSA viel stirker als das Substrat.

Um eine einfache Kinetik sowie eine einfache mechanistische und strukturelle Charakterisierung
der katalytischen Antikérper und deren reproduzierbare Herstellung zu gewihtleisten, werden
monoklonale Antikorper eingesetzt, die sich nach der Methode von Milstein und Kohler mit
Myelomzellen einfach herstellen lassen [10]. Im Unterschied zu den polyklonalen Antikorpern sind
die monoklonalen Antikérper identisch und erkennen auf dem Antigen nur eine spezielle Gruppe
oder eine Gruppierung von Aminosauren, die als antigene Determinate oder als Epitop bezeichnet

wird.
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Seitdem die ersten Experimente durchgefithrt wurden, gibt es mehr als 20 Acyl-
Ubertragungsreaktionen, die mit geprigten Antikorpern erfolgreich katalysiert werden konnten.
auBerdem hat diese Methode den einfachen Zugang zu geeigneten Katalysatoren ermdglicht, fur die

es in der Natur keine Analoga gibt.

Es wurde lange spekuliert, ob sich die Natur beim Aufbau einiger Sekundidrmetabolite der Diels-
Alder-Reaktionen (DA-Reaktionen)” bedient. Die Tatsache, dass bei den vorkommenden
Naturstoffen, die moglicherweise durch diese Reaktionen gebildet werden, eine von mehreren
energetisch gleichwertigen Konfigurationen bevorzugt wird, fihrte relativ frih zur Postulierung
einer enzymatischen Katalyse dieser Reaktionen. Gleichzeitig wurde deutlich, dass ein solches
Enzym, das einen dem Produkt der Reaktion strukturell sehr ihnlichen Ubergangszustand
stabilisieren kann, gleichzeitig eine grof3e Affinitit zu dem Produkt aufweisen und dadurch selbst
inhibiert wiirde. Seitdem zwei natiirlich vorkommende Diels-Alderasen isoliert worden sind [11,12],

zihlen die DA-Reaktionen auch zu den Biosynthesereaktionen.

Die Voraussetzung fiir eine enzymanaloge Katalyse der DA-Reaktionen ist, dass eine potentielle,
durch das Produkt hervorgerufene Katalysatorinhibierung verhindert wird. So kénnte bei der DA-
Katalyse mit einem makrozyklischen Porphyrin theoretisch eine 20000fache Beschleunigung der
Reaktion erzielt werden. Tatsichlich aber wurden aufgrund der Katalysatorinhibierung durch das

Produkt kleinere Wechselzahlen (1000fach) beobachtet [13-16].

Hilvert et al. berichteten 1989 erstmals tber die Katalyse einer DA-Reaktion durch Antikérper [17].
Die monoklonalen Antikérper wurden gegen das Hapten (9) geprigt, welches dem
Ubergangszustand der DA-Reaktion zwischen dem Tetrachlorothiophendioxid (5) und
N-Ethylmaleimid (6) entspricht (Abbildung 5). Die Katalysatorinhibierung durch das Produkt
wurde dadurch verhindert, dass ein labiles Cycloaddukt (7) als Zwischenprodukt gebildet wurde.
Dieses spaltet das SO, schnell ab und fiihrt zu einem Produkt (8), das dem Ubergangszustand nicht

mehr dhnelt und aus diesem Grund am Katalysator nicht haftet.

* Professor Otto Diels, 1876-1954, Universitit Kiel, Nobelpreis 1950; Professor Kurt Alder, 1902-1958, Universitit K&ln, Nobelpreis
1950.
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Abbildung 5: Katalyse von Diels-Alder-Reaktionen mit Antikérper nach Hilvert

Fir eine dhnliche DA-Reaktion wurde mit geprigten Antikorpern eine katalytische Effizienz
(ky/Ka) von 10° M erzielt. In diesem Fall liegt diese fiinf GroBenordnungen hoher als die
maximale Loslichkeit von TCTD in Wasser [18]. Mit einem wasserléslichen TCTD-Derivat liel3
sich die katalytische Aktivitit der Antikérper auf 10° M erhéhen [19]. Im Vergleich zu anderen
Antikorpern, die einen katalytischen Effekt um 10 M aufweisen [20,21,22,23], ist somit die
katalytische Effizienz der Diels-Alderasen relativ hoch. Allerdings wurde die maximale katalytische
Wirkung auf 10° M geschitzt [24]. Somit stellen die Loslichkeit der Substrate in Wasser sowie die
Empfindlichkeit der AntikGrper gegentiber organischen Losungsmitteln die limitierenden Faktoren

bei der Katalyse mit Antikérpern dar.
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Um die Katalysatorinhibierung durch das Produkt zu vermeiden, wurde von Braisted und Schultz
ein anderer Ansatz entwickelt [25]. Durch die Ethanobriicke wurde der Cyclohexenring des
Haptens (14) in eine Konformation gezwungen, die den Ubergangszustand der DA-Reaktion (12)
zwischen dem acyclischen Dien (10) und dem Dienophil (11) gut beschreibt (Abbildung 6). Die
verdrehte Sesselkonformation, die durch das Bicyclo[2.2.2]hapten induziert wird, wird von dem
Produkt (13) der starren Bootskonformation vorgezogen und ermoglicht damit das Ablosen von
der aktiven Stelle des Antikérpers. Bei der anschlieBenden Strukturaufklirung dieses katalytisch
aktiven Antikorpers im Komplex mit dem verwendeten Hapten wurden 89 Van-der-Waals
Wechselwirkungen und zwei Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Antikérper und dem

Hapten nachgewiesen, durch die das Dienophil anscheinend aktiviert wird [26].
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Abbildung 6: Katalyse der DA-Reaktion mit geprigten Antikérpern nach Braisted und Schulz

Obwohl bei katalytisch aktiven monoklonalen Antikoérpern (Tabelle 2) die Méglichkeit besteht,
diese unter den in lebenden Zellen nicht vorkommenden Bedingungen reagieren zu lassen, z.B.
Oxidationen mit NaAlO, [27,28] und Reduktionen mit LiBH, [27,29], mussen bei deren Einsatz als
Katalysatoren die physikalischen und chemischen FEigenschaften der Proteine bertcksichtigt
werden (z.B.: Abhingigkeit der Aktivitit und Stabilitit von pH-Wert, Temperatur, organischen
Losungsmitteln, lonenstirke, Cofaktoren, etc.), wodurch deren Verwendbarkeit drastisch

eingeschrinkt wird.
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Tabelle 2: Katalytisch aktive Antikérper fiir verschiedenen Reaktionstypen

Antigen (TSA) Substrat Kea/Kn | ST mmol™  Referenz
Reaktion des Epoxyalkohols
0. KLH OMe
° oH 76 [30]
HN\@\A O
Decarboxylierung
so,” ° B
i 1686 31
L { 31)
H R o
SO,
1,3-Dipolare Cycloaddition
NMe,
o)
o . ’L
‘ ‘ NMe,
W H; - 100 bzw. 59 [32]
[e] o
Q) NHAc
HO,C
Diels-Alder-Reaktion
¢ cl o}
(o)
N 0 3.4 33
N—(CH,);COOH = S\\O | N ! [ ]
cl c o Cl [e]
Esterhydrolyse
ﬁ HO,C—(CH,)s—
O,N o—P
@ OH/HOH [34]

N
@S 2
(e}
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2.2 Molekulares Prigen von Polymeren

2.2.1 Standardmethode zur MIP-Herstellung

2.2.1.1 Prinzip des molekularen Prigens

Das molekulare Prigen ist ein Verfahren zur Herstellung von Polymeren mit molekularen
Abdriicken so genannter Templat-Molekiile. Dazu werden an bestimmten Stellen des als Schablone
verwendeten Templats, Bindungen (kovalente oder nicht-kovalente) mit funktionellen Monomeren
(z.B. MAA, MMA, Styrol) ausgebildet (Abbildung 7, Selbstorganisation). Dieser Komplex wird
dann in Gegenwart eines organischen Losungsmittels durch eine Copolymerisation mit geeigneten
Quervernetzern (z.B. EGDMA, TRIM, DVB) stabilisiert (Abbildung 7, Copolymerisation).
AnschlieBend wird die Schablone aus der vernetzten Polymermatrix mit einem geeigneten
Losungsmittel herausgewaschen bzw. extrahiert (Abbildung 7, Eluierung). Die zurtickbleibenden
Hohlrdume (Prigungen) weisen eine zum Templat komplementire Form und entsprechende
Bindungsstellen auf. Beide Effekte begrinden die Affinitit der Prigungen zum Templat-Molekiil

bei erneutem Kontakt mit diesem.

1. Selbstorganisation 2. Copolymerisation 3. Eluierung
Templat Molecularly imprinted
Q : i polymer (MIP)
& "
Funktionelle
Monomere

- PP Quer-
vernetzer

Abbildung 7: Prizip des molekularen Prigens
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Diese erhohte Affinitit wird im Bezug auf ein Kontrollpolymer (CP) betrachtet, welches nach der
Rezeptur des MIP jedoch ohne Templat hergestellt wird. Damit wird sicher gestellt, dass die
Affinitit nicht durch die statistisch verteilten funktionellen Gruppen der Monomere beeinflusst
wird, sondern tatsichlich auf das Prigen zuriickzufiihren ist. Vielfach werden zur Bildung des
Referenzmaterials ebenfalls Template meist Strukturanaloga des eigentlichen Templats verwendet,
da in Abwesenheit des Templats die Copolymerisation z.T. anders verlduft und zu Polymeren mit
anderen z.B. morphologischen Figenschaften fithren kann. Die Verwendung solcher Template ist
mit dem Risiko behaftet, dass dadurch stérend édhnliche Prigeeffekte hervorgerufen werden

konnen.

Zur  Evaluierung  der  Affinitit zum  verwendeten Templat eignet sich die
Flissigkeitschromatographie (HPLC). Dazu werden die als Massepolymere hergestellten MIPs bzw.
CPs zunichst aufgearbeitet, so dass diese als stationare Phasen in der HPLC fungieren konnen.
AnschlieBend wird das Templat bei der affinititschromatographischen Messung als Analyt
verwendet, dem ein wenig Aceton als Marker zugesetzt wird. Aus den erhaltenen

Chromatogrammen wird die Retentionszeit der beiden Komponenten bestimmt.

Daraus kann der Kapazititsfaktor nach Gl. 21 kalkuliert werden:

tO

k' Gl 21

wobei k' der Kapazititsfaktor, t die Retentionszeit des Templats und t, die Retentionszeit des
Acetons ist. Als Trennfaktor o wird das Verhiltnis der Kapazititsfaktoren des MIP und des CP

bezeichnet (Gl 22):

Gl 22
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Hinsichtlich der Wechselwirkungen zwischen Templat und Monomeren wurden seit den Anfingen
dieser Technik zwei unterschiedliche Wege verfolgt. Von G. Wulff und K.J. Shea wurden kovalente
Bindungen der Template mit den Monomeren bevorzugt, wihrend K. Mosbach hauptsichlich auf
nicht-kovalente Wechselwirkungen setzte (ionische Wechselwirkungen, H-Briicken, hydrophobe
Wechselwirkungen). Eine kovalente Bindung fiihrt oft zu einer besseren Spezifitit des Hohlraums
[35], ist jedoch auf wenige Systeme tbertragbar, da die Bindung reversibel sein muss und die
Bindungen sehr schnell gekntpft und gelost werden miissen. Nach den Arbeiten von Wulff
erwiesen sich unter den genannten Gesichtspunkten die Vinylboronsiureester als ideal fiir die

kovalente Bindung des Templats an die Polymermatrix (Abbildung 8, links) [35-42].

Templat

H-Bindungen

Kovalente Binduna \ Kov. Bindung | Templat

Polymer

Abbildung 8: kovalente (links) und nicht-kovalente (rechts) Bindung des Templats an die Polymermatrix

Die nicht-kovalente Methode erlaubt dagegen den Einsatz einer Vielfalt an funktionellen
Monomeren, die sich um das Templat iber eine Selbstorganisation ("self-assembly") anordnen. Da
die nicht-kovalenten Bindungen zwischen dem Templat und den funktionellen Monomeren
(Abbildung 8, rechts) schwicher sind (ca. 20mal), werden die Monomere im Uberschuss verwendet.
Daraus resultieren in den meisten Fillen Hohlrdume mangelnder Spezifitit; 2. T. konnen lediglich
15 % der Hohlrdume mit dem Templat wiederbelegt werden [43,44], die allerdings hoch selektiv
sind [45]. Positive Auswirkung hat dagegen der potentiell bedeutend schnellere Templataustausch,
der ausschlaggebend fiir die chromatographischen Anwendungen ist. Dartiber hinaus scheint die
nicht-kovalente Methode die Wechselwirkungen in biologischen Prozessen besser abzubilden, z.B.
treten bei der Basenpaarung der DNS "Vielfach-Wechselwirkungen" auf, die bis zu drei H-Bricken

mit sechs Zentren beinhalten konnen.
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Die geringe Kapazitit der Hohlrdume kann als Stabilititsverlust nach der Templatextraktion,
wodurch die Hohlrdume zusammen schrumpfen und eine Wiederaufnahme des Templats
erschwert wird [46-48], oder als unzureichende Porositit der Matrix interpretiert werden, so dass
die Hohlrdume im Polymer nur schwer zuginglich bleiben. Grundsitzlich koénnen pordse
Polymernetzwerke z.B. durch eine dispersive Polymerisation, unter Verwendung eines passenden
Losungsmittels produziert werden. Das Losungsmittel soll beziiglich der Mischbarkeit mit dem
Monomer bzw. dem Polymer ein thermodynamisch gutes Losungsmittel fiir das Monomer, aber
ein schlechtes Losungsmittel fiir das Polymer sein. Wahrend der Polymerisation fithrt das
Losungsmittel zu einer Phasentrennung und damit zur Bildung kleiner Poren, weshalb dieses als
Porogen bezeichnet wird. Wie sich in Abbildung 9 erkennen lisst, besitzen pordse Polymere Nuclei
von 100-200 nm Durchmesser und Makroporen von 20-50 nm, die einerseits einen Stofftransport
durch das Polymernetzwerk hindurch und andererseits den Zugang zu den aktiven Prigungen

erlauben [38].

Makropore: 20-50 nm

Nucleus: 100-200 nm

Abbildung 9: Pordse Polymere

An die Struktur der Polymermatrix werden die folgenden Anforderungen gestellt:

- Nach dem Entfernen der Matrizenmolekiile sind die Polymernetzwerke steif genug, um die
Form ihrer Hohlrdume beibehalten zu kénnen, die mit einer hohen Templatspezifitit

zusammenhingt.

- Die Polymerstruktur ist dennoch flexibel, damit die schnelle Gleichgewichtseinstellung bei

der Einlagerung des Templats in den Hohlraum erreicht werden kann.

- Moglichst viele Hohlrdaume sind gut zuginglich, d.h. sie liegen nicht tief im Polymerinneren,

sondern an der inneren Oberflache der Poren.

- Die vernetzten Polymerpartikel mussen mechanisch und thermisch stabil sein, da die
Stabilitit fir viele Anwendungen von grundlegender Bedeutung ist, z.B. in HPLC-Siulen bei

hohen Drucken.



Theoretische Grundlagen 27

2.2.1.2  MIPs in der analytischen Chemie

Unabhingig von der Art der Templatanbindung (kovalent oder nicht-kovalent) entstehen in beiden
Fillen beim Prigen kiinstliche Rezeptoren, so genannte "plastibodies", die das Templat auf
molekularer Ebene erkennen und deshalb in der Analytik zu folgenden Zwecken genutzt werden

konnen:

- Separation:

Chromatographie [49-53],
Festphasenextraktion [54-60],
Kapillarelektrochromatographie [61-60],

- Nachweis- und Quantifizierungsassays [67-77]
- Sensoren [78-80]

Zusitzlich weisen diese Rezeptoren gegentiber den biologischen Antikérpern wesentliche Vorteile
auf, wie beispielsweise geringe Herstellungskosten, deutlich erhohte Haltbarkeit und zudem hohe

Selektivitat.

Separation

Fir den Finsatz in der Lebensmittelanalytik wurden z.B. stationire Phasen fir die HPLC basierend
auf MIPs entwickelt, indem mit dem [-Lactam-Antibiotikum Oxacillin (Abbildung 10) geprigte
Polymere in HPLC-Siulen gepackt und fiir die Trennung des Oxacillins (15) aus einer Mischung

strukturverwandter Antibiotika (Penicillin V, Penicillin G und Oxacillin) verwendet wurden [52,53].

|

N S
PR
o COOH
(15)

Abbildung 10: Struktur des Oxacillins (15)
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Innerhalb der Gruppe der B-Lactam-Antibiotika konnte im Gegensatz zum CP unter Verwendung
des MIP in Kombination mit bisher nur wenig eingesetzten wisserigen mobilen Phasen eine

Basislinienseparation des Oxacillins von den strukturverwandten Penicillinen erreicht werden.

Die Festphasenextraktion (SPE) eignet sich zur Anreicherung des Analyten aus komplexen
Matrices, da zwischen dem Zielmolekil und einer fir dieses Zielmolekil spezifischen Festphase

Wechselwirkungen auftreten, die zu seiner Retardierung im Vergleich zu dem Matrixrest fithren.

Ein gutes Beispiel hierfiir ist die quantitative Bestimmung des in einer Rinderleber angesammelten
Herbizids Atrazin. Zuerst wurde das Atrazin aus der Leber mit Chloroform extrahiert und dann mit
Hilfe der atrazin-spezifischen MIPs aufkonzentriert und gereinigt. Nach der Anreicherung des
Analyten (19 umol g") wurde dieses vom Polymer mit einem geeigneten Losungsmittel eluiert. Der
Wiedergewinnungsanteil des Atrazins aus der Lésung wurde durch diesen zusitzlichen Schritt von
00,9 auf 88,7 % in einer RP-HPLC Quantifizierung bzw. von 79,6 auf 92,8 % in einem ELISA-Test
erhoht.  Gleichzeitig konnte durch die Beseitigung der stérenden Komponenten eine
Basislinientrennung des Atrazins erreicht werden und damit die Messgenauigkeit der HPLC

Methode deutlich verbessert werden [60].

Beim Einsatz der MIPs als Materialien zur SPE stellt das "Ausbluten" des Templats ein groB3es
Problem fiir die Analytik dar. Selbst nach einer intensiven Templatextraktion verbleibt noch
Templat in der Polymermatrix, welches bei der Anwendung in kleinen Mengen tiber einen langen
Zeitraum ausgewaschen wird. Dies fiihrt zu einem nachteiligen Einfluss besonders dann, wenn die
MIPs in der Spuren- und Ultra-Spuren-Analyse verwendet werden. Um das Problem des
"Ausblutens" zu beheben, konnen statt des Analyten seine Strukturanaloga als Templat verwendet

werden [56].

Nachweis- und Quantifizierungsassays

Die ersten Versuche, in denen Antikérper in Radio- (Radioimmunoassay RIA) und
Enzymimmunotests (Enzymimmunoassay EIA) durch MIPs ersetzt wurden, befassten sich mit
dem bronchodilatorischen Medikament Theophyllin und dem Beruhigungsmittel Diazepam [67].
Mittlerweile gibt es Immunotests mit MIPs auch fiir andere Medikamente [68,69], Herbizide[70,71]
und Corticosteroide [72]. Zum Nachweis der Bindung wurden fluoreszierende [73] und
elektrochemisch aktive Proben [74] eingesetzt. Die Bindungen wurden ebenfalls tber die

Kolorimetrie [75,76] und Chemilumineszenz [76] detektiert.
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Eine elegante Methode, Indikatorgruppen in das Polymer einzufthren, stellt der Einbau von
scintillierendem Fluor in das MIP durch Copolymerisation dar. Bei einer Bestrahlung des
scintillierenden  Fluors mit B-Strahlen wurde die emittierte Fluoreszenz mittels eines
Sekundirelektronenvervielfachers quantifiziert. Solange sich in der Nihe von scintillierendem
Fluor, das dicht an der Bindungsstelle im MIP liegt, ein radioaktiver Analyt befindet, kommt es zu
seiner Anregung und das fluoreszente Licht wird emittiert. Die Verdringung des radioaktiv
markierten Analyten von der Bindungsstelle am MIP durch den unradioaktiven fihrt dazu, dass
dieses das Fluor aus der Losung wegen der zu gro3en Entfernung nicht mehr in den angeregten
Zustand Uberfihren kann, so dass eine geringere Fluoreszenz proportional zu der Menge des
gebundenen Analyten auftritt [77]. Der Vorteil dieser Methode ist, dass fiir die Testauswertung die
gebundene Fraktion des markierten Analyten von der ungebundenen nicht abgetrennt werden

muss, wie man es von den meisten Immunotests kennt.

Sensoren

Anstelle von Biomolekiilen kénnen MIPs als Erkennungselemente in chemischen Sensoren und
Biosensoren verwendet werden. Durch das Binden des Analyten an dem Erkennungselement wird
ein chemisches (durch Verinderung der IR-Spektren) oder physikalisches Signal (durch
Massezunahme oder Adsorptionswirme) ausgelost und von einem Umwandler in das
Ausgangssignal umgeformt, das sich quantitativ auswerten lasst. Auch spezielle Eigenschaften des
Analyten (z.B. Fluoreszenz oder elektrochemische Aktivitit) konnen fiir die Detektion der Bindung

ausgenutzt werden.

Als Signalumwandler wird in der Regel die Quarzmikrowaage verwendet, um den MIP-Sensor zu
konstruieren. Fiir einen glucoseempfindlichen Sensor wurde das Polymer Poly(o-phenylenediamin)
direkt an der Oberfliche einer Goldelektrode synthetisiert, so dass eine dinne Polymerschicht

erhalten wurde, die Glucose selektiv wiederbinden konnte [85].

Die umgewandelten Signale sind groBtenteils zweidimensional und bieten nur begrenzt
Informationen tber die Zusammensetzung der Probe. "Intelligente" Umwandlungssysteme, die
Signale mit mehr Eigeninformationen enthalten, konnten erreicht werden, wenn die hohe
molekulare Spezifitit im mittleren Infrarotgebiet ausgenutzt wurde (3500 - 500 cm™). Die mit dem
Herbizid 2,4-Dichlorophenoxyessigsaure erzeugten MIP-Filme wurden auf ein Zinkselenid (ZnSe)
ATR Element aufgetragen, das anschlieBend in eine Durchflusszelle eingebaut wurde. Die

Anreicherung des Herbizids in der MIP-Schicht wurde online durch IR-Messungen verfolgt [86].
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2.2.1.3 Plastizyme

Katalytisch aktive, geprigte Polymere, auch Plastizyme ("plastizymes") genannt, werden analog zu
katalytisch aktiven Antikorpern (Abschnitt 2.1.4) mit dem Ubergangszustandanalogon TSA einer
chemischen Reaktion quasi als Antigen synthetisiert. Die Funktionalititen der Monomere werden
nach dem Kiriterium ausgewahlt, dass sie den katalytischen Gruppen der fir die Zielreaktion
geeigneten Enzyme in aktiven Zentren entsprechen. Zu dem sollen die funktionellen Gruppen
wihrend des Prigens mit dem Templat tiber die Bindungsstellen wechselwirken kénnen, so dass
diese Gruppen bei der Anwendung des Polymers in Doppelfunktion als Bindungsstellen und

katalytisch aktive Gruppen fungieren.

Auf dem Mechanismus der katalytischen Triaden (Abschnitt 2.1.3) basiert auch die Esterspaltung
durch eine Acetylcholinesterase, so dass ihr aktives Zentrum auf Basis dieses Mechanismus in MIPs

nachgeahmt werden kann.

In den ersten Versuchen wurden Histamine, die der Aminosidure Histidin in der katalytischen
Triade entsprechen, auf einer festen Phase (Sephadex) immobilisiert und in der Hydrolyse von
aktivierten Estern effizient eingesetzt [87]. Ebenfalls polymergebundene Imidazole, die
ausschlaggebend fur die katalytische Aktivitit des Histidins sind (Abschnitt 2.1.3), fihrten zu einer
Beschleunigung der Esterhydrolyse im Vergleich zu freien Imidazolen [88]. Enzymahnliche
Reaktionsgeschwindigkeiten bei der Hydrolyse von p-Nitrophenylcapronat zeigten auch die
synthetisierten Poly(ethylenimine) [89]. Als Weiterentwicklung wurde die Immobilisierung der
geeigneten funktionellen Gruppen an ein Polymernetzwerk mit der Technik des molekularen

Prigens erreicht.

An zwei von Ubergangsmetallionen (Co’") komplexierte Template, Detivate der N-geschiitzten
Aminosduren, wurden jeweils mehrere 4-(5)-Vinylimidazol nicht-kovalent gebunden, die damit
Histidine in den aktiven Zentren der MIPs ersetzten. Die Copolymerisation mit Divinylbenzol
fihrte zu einer Polymermatrix, die nach der Templatextraktion zum p-Nitrophenylester der
jeweiligen Aminosdure zugegeben wurde. Vom Polymer wurde das zum Templat analoge Substrat
wiedererkannt, da dieses schneller als das nicht templat-ahnliche Substrat umgesetzt wurde. Auf die
katalytische Aktivitit der im Polymer gebundenen Imidazolgruppen deutete die bei einem
Substratiiberschuss tiber die Reaktionszeit ermittelte Wechselzahl. Diese lag deutlich hoher als bei
dem nicht gebundenen Imidazol in Lésung [90]. Mit Phosphonaten als TSA wurden z.T. sogar
wasserlosliche stereoselektive Katalysatoren [91] erzeugt, die die Hydrolyse um Faktoren bis tiber

drei beschleunigen konnten [91,92].
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Eine tber 100fache Beschleunigung wurde von
Wulff et al. fir die basische Esterhydrolyse
eines Homoterephthalsiureesters unter
Verwendung von Amidingruppen erzielt [93].
Als  Templat  wurde ein  Phosphon-

sdauremonoester eingesetzt (Abbildung 11A),

mit dem bereits mehrmals katalytisch aktive,

monoklonale Antikorper erfolgreich isoliert
wurden. In unpolaren Losungsmitteln bildet
der  Phosphorsiuremonoester — mit  zwei
Aquivalenten der polymerisierbaren Amidin-
verbindung (p-N,N’-Diethyl-amidinstyrol) das
Bisamidiniumsalz. Dieses Salz wurde in

Gegenwart eines Inertlésungsmittels (THF) mit

EGDMA als Vernetzer copolymerisiert. Nach

der Abspaltung des Templats blieb ein
Hohlraum mit zwei Diethylamidinresten zurtick
(Abbildung 11B), die den Ubergangszustand
der  basischen  Esterhydrolyse — mittels

Wasserstoffbriicken ideal stabilisieren konnten

(Abbildung 11C).

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Hohlraums:

A) beim Prigen mit einem Phosphonsiuremonoester als Templat,
B) nach der Abspaltung des Templats

C) bei der Stabilisierung des Ubergangszustands der Reaktion

Die bislang stirkste katalytische Beschleunigung (270fach) fiir molekular geprigte Polymere wurde
tir die Diels-Alder-Reaktion (DA-Reaktion) zwischen Tetrachlorothiophendioxid (TCTD) (5) und
Maleinsdureanhydrid (MSA) (16) erzielt, die eine langsame [4+2] Cycloaddition des konjugierten
Diens an das Dienophil und eine rasche chelotropische SO,-Eliminierung aus dem als
Zwischenprodukt entstandenen Cyclohexenderivat (17) umfasst (Abbildung 12). Bei der
dargestellten DA-Reaktion, wie auch bei den vergleichbaren Reaktionen (Abschnitt 2.1.4),
unterscheidet sich das Produkt (18) hinsichtlich seiner Struktur sehr von dem Ubergangszustand
des geschwindigkeitsbestimmenden Schritts, so dass keine Inhibierung des Katalysators durch das

Produkt auftritt.
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Abbildung 12: Diels-Alder Reaktion zwischen TCTD und MSA

Fir die dargestellte Reaktion (Abbildung 12) wurde der MIP-Katalysator nach der
Standardmethode bereits synthetisiert und im Acetonitril auf seine Affinitdt zum "transition state
analogue" und seine katalytische Aktivitit uberprift [94]. Als TSA wurde das
Chlorendinesaureanhydrid (CA) eingesetzt (Abbildung 13), das geometrisch einschlieflich der
Bootkonformation des Cyclohexenrings dem Zwischenprodukt (17) entspricht, mit dem einzigen

Unterschied an der Norbornenspitze, an der eine Dichlormethylen-Gruppe anstelle der SO,-

Gruppe gebunden ist.

cl_ cl

Cl

cl 0
/
CI™ cl
o
(19)

Abbildung 13: 1,4,5,6,7,7-Hexachloro-5-
norbornene-2,3-dicarbonsiure anhydrid (TSA)

Fir das aufgearbeitete MIP, aus Methacrylsdure und Ethylenglycoldimethacrylat copolymerisiert,
wurde wiahrend der Katalyse in Acetonitril eine Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k;,,, von

0,63 x 10 ®s™ und eine Michaelis-Menten-Konstante von K, = 42,5 mM ermittelt [94].

Tabelle 3 gibt einen Uberblick tiber die wichtigsten von MIP katalysierten Reaktionen:
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Tabelle 3: Die wichtigsten von MIPs katalysierten Reaktionen im Uberblick

Templat (TSA) Substrat Rel. kat. Effekt Referenz
Hydrolyse

Derivate N-Boc-Aminosauren Nitrophenylester Kimp/Knon-imp=4-5 [90]

p-Nitrophenylmethylphosphonat  p-Nitrophenolacetat Kimp/Knon-imp=1,6 [95]

Phosphonat Aminosaureester Kimp/Kunka=3 [91,92]

Phosphonat Carbonséaureester Kimp/Kunkar=100 [93]

Phosphonat Aminosaureester Kimp/Knon-mp=2,54  [96]
Dehydrofluorierung

N-Benzylisopropylamin 4-Fluoro-4-(p-nitrophenyl)-2-butanon  Kinp/Knon-imp<2,4 [97]

Benzylmalonsaure 4-Fluoro-4-(p-nitrophenyl)-2-butanon  Kimp/Keon-imp<3,5 [98]

N-Methyl-N-(4-nitrobenzyl)-5- 4-Fluoro-4-(p-nitrophenyl)-2-butanon  Kimp/Kunka=3.3 [99]

aminovaleriansaure

N-Isopropyl-N-p-nitrobenzylamin  4-Fluoro-4-(p-nitrophenyl)-2-butanon  Kimp/Kcon-mp=3,27  [100]

N-Benzyl-N-isopropylamin 4-Fluoro-4-(p-nitrophenyl)-2-butanon  Kimp/Keon-mp=5,97  [101]
Diels-Alder-Reaktion

Chlorendinesaureanhydrid Tetrachlorothiophendioxid (Kimp~Knon-imp) [94]

und Maleinsdureanhydrid IKynkat =270

Aldol-Kondensation

Dibenzoylmethan (DBM) + Co™ Acetophenon r(DBM/COZ+_M.p) [102]

und Benzaldehyd Irco” aipy < 2
Isomerisierung
Indol Benzisoxazol Kimp/Knon-imp=7,2 [103]
Suzuki-Reaktion
Pd-Ligand-Komplex p-Bromanisol und Phenylboronsdure - [104]
Reduktion
Rh(llcyclopentadien-Komplex Acetophenon - [105,106]

Legende:
Geschwindigkeitskonstanten
Kimp

knon—imp

kCOﬂ*lmp

kunkar
Reaktionsgeschwindigkeiten
rOBM/Co’ -MIP)

rco?t Py

ermittelt unter Verwendung des:
geprigten Polymers (MIP)
nicht-geprigten Polymers (CP)

MIP geprigt mit einem, dem Original-Templat verwandten Templat

kein Katalysator eingesetzt

MIP, geprigt mit Templat und Komplexbildner

MIP, geprigt mit ausschliesslich dem Komplexbildner
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2.2.2 Immobilisierung von Templaten

Katalytisch wirksame, molekular geprigte Polymere haben im Gegensatz zu Enzymen und
geprigten Antikorpern aktive Zentren, die aufgrund einer unterschiedlichen Anzahl an
funktionellen Gruppen eine variable Bindungsstirke, Selektivitit und katalytische Aktivitat
aufweisen bzw. polyklonal sind. Bisher gibt es keine detaillierten Erkenntnisse dariiber, wie diese
Eigenschaften gezielt variiert werden kénnen und wie sie sich gegenseitig beeinflussen. Da die gute
Zuginglichkeit der aktiven Zentren eine Voraussetzung fir die wirksame Katalyse ist, wurde die
Variabilitit der Bindung in den Hohlrdaumen mit den nicht-kovalenten Bindungsstellen detailliert in
Batchversuchen unter Verwendung des Modells der Langmuir bzw. Freundlich
Adsorptionsisotherme sowie in der Frontalanalyse chromatographisch untersucht [44,45,107,108].
Demnach kénnen mehr als 75 % der funktionellen Gruppen binden, die etwas katalytisch aktiv
aber nicht selektiv sind, weil sich viele davon nicht in den aktiven Zentren befinden, sondern in der
Polymermatrix statistisch verteilt sind. Bei Verwendung heterogener Systeme, bei denen die
Template an festen Oberflichen immobilisiert sind, wird die Gesamtentropie wiahrend des Pragens
vermindert. Das fixierte Templat interagiert analog zu Abbildung 7 mit den funktionellen
Monomeren und fiigt sich tiber eine Selbstorganisation zu einem Komplex (Selbstorganisation in
Abbildung 7), der mit Quervernetzern in das Polymernetzwerk einpolymerisiert wird
(Copolymerisation in Abbildung 7). Anschlieend wird durch Zugabe von Flusssdure (anstelle von
Losungsmittel) der Triger und damit auch das kovalent gebundene Templat aufgel6st (Eluierung in
Abbildung 7). Mit dieser Technik wird erreicht, dass die spezifischen Abdricke ausschlieBlich auf
der Oberfliche der Polymerpartikel lokalisiert und somit diese Polymerschalen fiir das Substrat bei
der Katalyse besser zuginglich sind. Zusitzlich zur guten Qualitit und Zuginglichkeit der
Abdriicke steht die Immobilisierung von Templaten im Zusammenhang mit einer einfachen
Polymeraufarbeitung, da die Partikel mit der fir die Affinititschromatographie erfordetlichen
GroBe direkt produziert werden und Schritte wie Mahlen und Sieben, die typisch fir das

Standatrdverfahren sind, entfallen.

2.2.2.1 Prigen an festen Oberflichen

Bei der erstentwickelten Methode zum Kopieren von Oberflichen (Lithografie) wird zunichst eine
Musterform prapariert (Abbildung 14), indem Silandampf durch eine Mustermaske geleitet wird, so
dass bei anschlieBender Silanisierung eine zum Relief der Mustermaske topografisch passende,
komplementire Form auf der darunter liegenden Siliciumplatte entsteht. In diese Musterform, die

so genannte Masterform, wird dann die fliissige Polymerisationsmischung aus Polydimethylsiloxan
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(PDMS) eingegossen. Nach ihrem Aushirten wird ein Negativ der Masterform entnommen, womit

weitere Kopien auch aus anderen Materialen angefertigt werden kénnen [109].

Silan-Dampf
Mustermaske —— -
Silanisierung
Musterform
i R
Sil -Platte —— e Masterf
fizilum-Fiatte — . —(Masterform
Eingiel3en
von PDMS

Ausharten und
Entnahme des
PDMS Negativs

PDMS Negativ —— «—

B
e e e
s

Abbildung 14: Prinzip der Lithogtafie [109]

In diesem Fall gehen die chemischen Informationen einer Masterform aufgrund der Verwendung
von nicht funktionellen PDMS verloren. Bei den darauf folgenden Prigetechniken hatte man nach
Alternativen gesucht, um nicht nur die Topologie des als Muster verwendeten Templats sondern
auch seine chemischen Charakteristiken wiederzugeben. Dies geschah insbesondere tiber die nicht-
kovalenten Wechselwirkungen des Templats mit funktionellen Monomeren oder anderen
funktionellen Substanzen wie z.B. Zucker. Als Template wurden sowohl immobilisierte Zellen

[110] und Kiristalloberflichen [111] als auch Proteine [112] verwendet.

Das an eine Glimmerscheibe fixierte Protein (Abbildung 15) wurde durch Spin-Coating mit einer
Zuckerschicht tberzogen, die mit dem Protein spezifische nicht-kovalente Wechselwirkungen
ausbildet. Durch eine Glimmentladung aus einem Hexafluoropropylen-Plasma wurde ein
Polymerfilm erzeugt, indem die reaktiven Monomere untereinander und zugleich mit der
Zuckerschicht vernetzt wurden. Uber eine Harzschicht und eine darauf liegende Glasplatte wurde
das abgeschiedene Polymer zusitzlich stabilisiert, so dass die Glimmerscheibe und das Protein

entfernt werden konnten.

An der Oberfliche des geprigten Materials konnten mittels AFM-Aufnahmen Hohlriume
festgestellt werden, welche die GroBle und die Form des eingesetzten Proteins wiedergeben.
Auflerdem wurde durch die kompetitiven Untersuchungen (analog zu Abschnitt 2.1.3) der

Adsorption eine gute Selektivitat belegt, die mit den Zuckerfunktionalititen zusammenhangt.
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Abbildung 15: Prigen von immobilisierten Proteinen [112]

2.2.2.2 Prigen mit immobilisierten Templaten

Dinne MIP-Filme an Silikaoberflichen wurden als Komposite bereits detailliert erforscht und fiir
chromatographische Zwecke eingesetzt [113]. Solche Komposite kénnen hergestellt werden, wenn
der Initiator direkt an der Oberfliche des Trigers immobilisiert wird. Dann lduft der
Wachstumsschritt der Polymerisation nicht in der fliissigen Phase der Polymerisationsmischung,
sondern ausschlieBlich an der Tridgeroberfliche ab, wodurch dichtere Graftpolymere entstehen
konnen, deren Dicke tber die Radikale des Initiators steuerbar ist [114,115,116]. Diese Methode
wurde bereits eingesetzt, um Packungsmaterial fiir spezielle chromatographische Zwecke zu
modifizieren [117] und Kapillaren in situ zu beschichten [118]. Die erforderliche Stabilitdt des

Trigermaterials fur MIPs konnte aullerdem bei Polymerpartikeln festgestellt werden[119,120].

Fir die Immobilisierung von Templaten soll der Triger geeignete Funktionalititen aufweisen, die
eine schnelle Verbindung zu den Matrizenmolekiilen gestatten, und nicht weiter mit den zum
Prigen verwendeten Reagenzien wechselwirken. AuB3erdem soll dieser Triger wihrend des Prigens
stabil bleiben und sich nach der Polymerisation selektiv und leicht entfernen lassen. Die genannten

Anforderungen erfiillen einige Materialien, welche in Prigeprotokollen bereits verwendet wurden

(Tabelle 4).
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Tabelle 4: Zum Fixieren von Templaten geeignete Trigermaterialien

Trager Wiederholungseinheit Losungsmittel (Entfernung des Tragers) Referenz
PEG {/VO%\H Wasser, mehrere organische Losungsmittel [121]

c‘y" FluRsaure, Natrium und Kalium Hydroxid,
Silika oS0 Tetramethylammonium Hydroxid, Ammonium [122,123,124]

‘ Hydrogen Difluorid

Benzol, Chloroform, Dioxan, Pyridin,
Dimethylformamid, andere organische [125,126]
Lésungsmittel

Latex n

Um den idealen Triger fiir das Bronchospasmolytikum Theophyllin zu finden, wurde dieses an
16slichem Polyethylenglykol (PEG), an Silikapartikeln und spharischen Latexpartikeln fixiert und je
ein Abdruck des Templats in der Polymermatrix erzeugt [127]. Bei den Silikapartikeln wurde
zusitzlich zwischen porésen und nicht porésen Partikeln differenziert. Nachdem der Triger
entfernt worden war, wurden die Bindungskapazitit und Selektivitit der entstandenen Polymere

untersucht.

Fir die Bestimmung der Kapazitit wurde zu verschiedenen Volumina einer Polymersuspension
eine konstante Menge an radioaktivem Ligand *H-Theophyllin zugegeben (Polymerkonzentration:
0,001-10 pg ml™). Nach der Inkubation wurde das Polymer abgetrennt. Der Rest wurde mit dem
Szintillationsreagenz versetzt und im Szintillator vermessen. Wenn bei der Untersuchung zusitzlich
Kompetitoren zugegeben wurden, konkurrierten diese mit dem *H-Theophyllin um die

Bindungsstellen, so dass Aussagen iiber die Selektivitit gemacht werden konnten.

Unter Verwendung des pordsen Silikatrdgers wurde ein MIP isoliert, das bei relativ kleiner
Polymermenge das geléste Theophyllin vollstindig adsorbiert. Vom CP wurde eine totale
Aufnahme des Theophyllins erst bei sehr grofler Polymerkonzentration erreicht. Bei der
kompetitiven Untersuchung mit drei strukturverwandten Kompetitoren (Xantin-Theophyllin,
-Theobromin und -Caffein) wurde gezeigt, dass das MIP diese mit einer Kreuzreaktivitit von 2 %
beziiglich des freien Theophyllins unterscheiden konnte, vergleichbar mit der von natiirlichen Anti-

Theophyllin-Antikérpern [128].
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Um den Vorteil der Methode auf Basis von immobilisierten Templaten gegeniiber der
Standardmethode verifizieren zu konnen, wurden Polymere nach beiden Methoden mit
Theophyllin als Templat (T) gepragt und ihre Bindungskapazititen miteinander verglichen. Nach
der Optimierung der Polymerzusammensetzung wurde ein templat-spezifisches Massepolymer aus
Trifluormethacrylsiure (FM) und Divinylbenzol (QV) in einem Verhiltnis T : FM : QV von
1: 12:26,7 erzielt [129]. Im Vergleich dazu zeigten die aus den gleichen Komponenten hergestellten
Polymerschalen (T : FM : QV entspricht 1:4:19,5), bei den anfinglich Theophyllin auf porésem

Kieselgel immobilisiert wurde, eine schlechtere Bindungskapazitit [130].

2.2.2.3 Einsatz in der Katalyse

Die Verwendbarkeit der neuartigen Methode zum molekularen Prigen wurde auf dem Gebiet der
biomimetischen Katalysatoren fur eine Hydrolyse des Nitrophenylacetats zu Nitrophenol und
Essigsdure  getestet [131]. Das  Phosphonat  (4-Aminobenzyl)-phosphoramidinsiure-4-
nitrophenylester dhnelt dem aktivierten Komplex dieser Reaktion und wurde vor der

Polymersynthese zunichst auf dem porésen Silikatriger fixiert.

Neben 4(5)-Vinylimidazol und DVB wurde bei dem
Polymeransatz ein Komplexbildner (CoCl,) verwendet, um das
katalytisch ~ aktive =~ Zentrum einer Phosphortriesterase
nachzuahmen. Laut Rontgenkristallstrukturanalyse besteht
dieses aus einem bivalenten Cobaltion umgeben von vier
Histidinresten [132,133]. In diesem Fall wurde ein Komplex
aus Cobalt, Phosphonat und zwei 4(5)-Vinylimidazol geformt
(Abbildung 16, 1. Schritt), bei dem die Imidazole die
notwendigen Histidingruppen  substituieren. Durch  die
thermisch initiierte radikalische Polymerisation (Abbildung 16,
2. Schritt) wurde um die Silikamasse ein Komposit synthetisiert,
welcher nach einer Behandlung mit Flusssiure (Abbildung 16,
3. Schritt) in einem Polymer resultierte. Um die
Imidazolgruppen zu Katalysezwecken richtig zu positionieren,
wurde das Polymer nachtriglich mit CoCl, beladen (Abbildung
10, 4. Schritt).

Abbildung 16: Immobilisierung von Templaten zur Herstellung katalytisch aktiver MIP-Schalen: 1. Zugabe der
Polymerisationsmischung aus CoClz, DVB und 4(5)-Vinylimidazol (VI) und Selbstorganisation von funktionellen Monomeren
VI und Cobalt-Tonen um das immobilisierte TSA, 2. Quervernetzung mit DVB und Polymerisation des TSA-Monomer-
Komplexes, 3. Entfernen des Silikatrdgers und des gebundenen Templats durch Aufldsen mit konzentrierter Flusssiure, 4.
Waschen und erneutes Beladen mit Cobalt
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Unter optimierten Katalysebedingungen wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten tber die
Nitrophenylacetatkonzentration nach dem Michaelis-Menten-Modell ausgewertet. Danach weist
das MIP dhnliche Werte fiir die maximale Reaktionsgeschwindigkeit, und um Faktor drei kleineren
K\ -Wert als das CP auf, was nach dem k,, /K, -Kritetium (Tabelle 1, Abschnitt 2.1.2) im Bereich

c<<K,, eine effizientere Katalyse bedeutet.

An diesem Beispiel wird deutlich, dass der Syntheseweg ausgehend von immobilisierten Templaten
grundsatzlich fir die Herstellung katalytisch aktiver MIPs geeignet ist. Ein Vergleich der beiden
Prigemethoden am gleichen System, wie man es von den kiinstlichen Rezeptoren kennt (Abschnitt

2.2.2.2), wurde fir katalytisch aktive MIPs bisher nicht durchgefiihrt.

2.2.3 Enantioselektive MIPs

Ein Enzym, bei dem tiberwiegend (oder ausschliellich) eines der beiden méglichen Enantiomere
gebunden wird, bezeichnet man als enantioselektiv bzw. als stereoselektiv, wenn eines von
mehreren moglichen Stereoisomeren bevorzugt wird. Diese Eigenschaft wird bei enzymatischen
Synthesen zur Herstellung von enantiomerenreinen Substanzen ausgenutzt, da in vielen Fillen nur
ein Enantiomer die pharmakologische Wirksamkeit besitzt, wihrend das andere keine oder sogar

eine unerwinschte Wirkung zeigt.

Von der chemischen Industrie werden verstirkt Anstrengungen unternommen, nur das aktive
Enantiomer in Pharmazeutika und Witkstoffen fir die Landwirtschaft einzusetzen, so dass

enantioselektive MIPs von Vorteil sind.

2.2.3.1 Trennung von chiralen Substanzen

Es wurde relativ frih erkannt, dass die im Templat vorhandene Symmetrie die Stereochemie der
kiinstlichen Rezeptoren beeinflusst [134,135]. Mit einem reinen Enantiomer als Matrize wird der
Abdruck im Polymer asymmetrisch aufgebaut, so dass nur das erwtnschte Enantiomer, in
Bindungsstellen optimal orientiert, eingelagert werden kann. Das unerwiinschte Enantiomer kann
zwar die gleichen Wechselwirkungen mit den Bindungsstellen des Polymers ausbilden, aber nicht
alle gleichzeitig. Die als Zweipunktbindung bezeichnete Wechselwirkung des erwiinschten
Enantiomers ist im Gegensatz zur Einpunktbindung des unerwiinschten Enanatiomers fir die
groflere  Bindungskonstante verantwortlich. Solche enantioselektiven MIPs wurden als
enantioselektive stationire Phasen in der HPLC [136,137] und Kapillarelektrochromatographie

eingesetzt [118,138].
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Fir die kovalente Templatbindung (Abschnitt 2.2.1.1) wurde Phenyl-a-D-mannopyranosid mit
4-Vinylboronsiure verestert (R = Phenyl; Abbildung 8, links). In Gegenwart des bifunktionellen
Vernetzers (EGDMA) wurde die Losung radikalisch copolymerisiert, wobei makropordse
Polymere mit einer hohen inneren Oberfliche und einer permanenten Porenstruktur erzielt
wurden. Nach einem 95 %-igen Extrahieren des Templats mittels Wasser oder Methanol wurde die
Qualitit des hinterlassenen Hohlraums bei der Trennung des entsprechenden Racemats ermittelt.
Bei einer Aquilibrierung des Polymers mit dem Racemat wurde bevorzugt das als Templat
verwendete Enantiomer aufgenommen. In Abhingigkeit von der Polymerstruktur und den
Aquilibrierungsbedingungen wurden -Werte zwischen 1,2 und 6,0 erhalten, womit

Basislinientrennungen des Racemats in der HPLC erreicht wurden [139].

Ahnlich hohe Selektivititen bei der Racemattrennung (Trennfaktoren o0 = 4 - 8) wurden in den
Pragungen erzielt, bei deren Herstellung das Monomer Acrylsiure mit dem Templat
L-Phenylalaninanilid ausschlieBlich durch nicht-kovalente Wechselwirkungen (elektrostatische und

Wasserstoffbriickenbindungen) interagierte [140-145].

2.2.3.2 Regio- und stereoselektive MIPs

Bei der Anniherung zu enantioselektiven Enzymen wurden regio- bzw. stereoselektive MIPs
entwickelt [146], indem z.B. der in Abbildung 17 dargestellte Templat-Monomer-Komplex (20) aus
einem Steroidalkohol derivatisiert und mit Divinylbenzol (DVB) copolymerisiert wurde. Der
verwendete Steroidalkohol wurde tber eine reduktive Spaltung selektiv abgetrennt, wodurch eine
Kavitit mit der CH,OH-Gruppe an der definierten Position entstand. Nach der Umwandlung in
die aktive Hydridspezies mit LiAlH, wurde von einem solchen Polymer die Carbonylgruppe in der
Position C-17 von Androstan-3,17-Dion bevorzugt zum Alkohol reduziert, obwohl in der Losung
(ohne Polymer) oder mit statistisch verteilten Hydridgruppen an der Polymeroberfliche nur die

Position 3 reagierte. Neben dieser Regioselektivitit wurde eine recht gute Enantioselektivitit

(B-a.-Verhiltnis der entstehenden OH-Gruppen) von 16 erreicht.

(0]

H OJLCHICHZ

(20)

Abbildung 17: Templat-Monomer-Komplex
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Lange blieb die im Folgenden beschriebene asymmetrische Synthese von chiralen Aminosduren mit
Hilfe von geprigten Polymeren beztiglich der Enantioselektivitit die Erfolgreichste [147]. Das als
Templat-Monomer-Komplex (21) verwendete Derivat des L-Dihydroxyphenylalanins (L-DOPA)
wurde nach der Polymerisation entfernt. An die im Abdruck entstandene Carbonylgruppe
(Abbildung 18) wurde Glycin (25) kovalent gebunden. In den nichsten zwei Schritten wurde das
Glycin mit einer Base (26) deprotoniert und mit einem Alkylhalogenid (24) alkyliert. Das gebildete
Salz (22) und die synthetisierte chirale Aminosdure (23) werden von dem Polymer abgetrennt. Auf

diese Weise konnten Aminoséuren in einem Enantiomereniiberschuss von 36 % erzeugt werden.

21

Ri ’\|l=<0 _0
o He
ey [ I Py’
\i
26)

Abbildung 18: Schematische Darstellung der
Synthese von chiralen Aminosiuren in MIPs [147]

2.2.3.3 Katalyse mit enantioselektiven MIPs

Die Untersuchung der Enantioselektivitit wurde mit einem racemischen TSA in der Katalyse
fortgesetzt. Unter Verwendung des L-Histidins als funktionellem Monomer wurden
enantioselektive Polymere hergestellt, deren Form- und Stereoselektivitit durch die verschiedene
Linge des Quervernetzers und hydrophobe Styrol Comonomere verbessert wurden, so dass bei der

Hydrolyse das L-Isomer des Substrats schneller als das D-Isomer umgesetzt wurde [148,149].
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Auf diesem Gebiet wurde weiter mit dem imidazolhaltigen D-konfigurierten Templat (Abbildung
19) gearbeitet, komplementir zum tetraedrischen Ubergangszustand der Hydrolyse von Boc-D-
phenylalanin-p-nitrophenylester (Boc-D-PheONP). Der Templat-Monomer-Komplex (27) wurde
mit Methacrylsdure (MAA) und Ethylenglycoldimethacrylat (EGDMA) polymerisiert (Abbildung
19, 1. Schritt). Fine geeignete nucleophile Behandlung (Abbildung 19, 2. Schritt) von Polymer (28)
fihrte zum MIP (29), welches bezogen auf die Reaktionsgeschwindigkeit des Kontrollpolymers, das
mit einem nicht chiralen Molekiil mit fehlender tetraedrischer Komplementaritit synthetisiert
wurde, die Reaktion (Abbildung 19, 3. Schritt) 2,5fach beschleunigte. Hinsichtlich der
Enantioselektivitit wurde mit diesem MIP das D-konfigurierte Substrat 1,8mal schneller als das L-

konfigurierte abgebaut [90].

27) (28)

)
N

o
[e]
< \

t-BOCNH LI
O o
>\_/< N\ 1.
OH
MAA
+
o
YJ\O/\/O\[HK
0o

EGDMA Y,

Boc-D(L)-PheONP: o NO,
BOCNH Q/
(o]

[e]
BOCNH
Nu NO,
+ Y
HO

PNP

(29)

Abbildung 19: Der Weg zur enantioselektiven Esterhydrolyse mit MIPs: 1. Polymerisation 2. 5 h Waschen mit
Methanol/Chloroform 1:1 (v/v); Soxhletextraktion in Methanol uber Nacht; Behandlung jeweils tuber Nacht mit: CsF
(wasserfrei) in Methanol bei 60 °C; Natriumcarbonat (0,5 M)/Methanol 1:1 (v/v) bei RT; Natriumhydroxid (1M)/Methanol 1:1
(v/v) 3. Hydrolyse
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2.2.3.4 Immobilisierte Template

Hinsichtlich der Enantioselektivitit wurde ein Vergleich der kinstlichen Rezeptoren angestellt, die
nach beiden Prigemethoden mit dem gleichen chiralen Templat R-(-)-Isoproterenol isoliert wurden
[150]. Die "klassisch" geprigten Polymere bzw. Polymerschalen wurden in der
chromatographischen Trennung der zwei Enantiomere (R- und S- Isoproterenol) eingesetzt.

Wihrend mit "klassisch" geprigten Polymeren bei der Racemattrennung ein Trennfaktor von 1,6

erzielt werden konnte, zeichneten sich die Polymerschalen mit einem a-Wert von 1,3 aus.

Die Enantioselektivitit der Polymerschalen wurde erneut demonstriert, als die mit dem chiralen
Dipeptid L-Leucin-L-Phenylalanin-Z gebildeten Prigungen zunichst mit einem fluoreszierenden
Marker (Dansyl-L-Phe) belegt wurden [151]. In der kompetitiven Reaktion mit je einem
Enantiomeren des Z-Phe (entweder D- oder L-Isomer) wurde gezeigt, dass das L-Isomer besser die
Markersubstanz aus den Bindungsstellen verdringt, weshalb in diesem Fall die Fluoreszenz

innerhalb des Polymers schneller abnahm als im Falle des D-Isomers.
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3 VORARBEITEN

Das Ziel des DFG-Projekts, in dessen Rahmen diese Dissertation angefertigt wurde, war es,
katalytisch aktive, molekular geprigte Polymere fiir die angegebenen Reaktionen (Tabelle 5) in
unterschiedlichen Konfigurationen zu generieren und deren Verwendbarkeit unter Aspekten der

Reaktionstechnik zu bewerten.

Bisher wurden MIPs in Formaten wie Massepolymere oder Mikrogele hauptsichlich fir die
Katalyse der Dehydrofluorierung [152,153,154] und Knoevenagel-Reaktion [155,156] hergestellt
und in der Analytik auf ihre Affinitit zu dem jeweiligen TSA evaluiert. Anschlieend wurden
Massepolymere in diskontinuierlich betriebenen Batchreaktoren, sowie in kontinuierlich
betriebenen Festbett- und Membranreaktoren in der heterogenen Katalyse getestet [101,157].
Dabei wurde der Einfluss bestimmter Parameter wie Polymermenge, Flussrate der Substratlésung,
Substratkonzentration und Temperatur auf die Reaktionskinetik berticksichtigt. Mittels kinetischer
Messungen wurde versucht, den Reaktor fir die Anwendung dieser Katalysatoren optimal
auszulegen. Zusitzlich wurden MIP-Mikrogele isoliert [158], die den natitlichen Enzymen
hinsichtlich der Flexibilitit im Sinne der Eigenschaft "induced fit" (Abschnitt 2.1.1) besser
entsprechen, und in einem Batchreaktor fiir den Einsatz in der homogenen Katalyse geprift. Aus
dem Vergleich mit den Ergebnissen der heterogenen Katalyse konnten Schliisse tiber das besser

geeignete Reaktionssystem gezogen werden.

Tabelle 5: Durch MIPs katalysierte Zielreaktionen

Rkt. Typ Substrat Templat (TSA)
A: Dehydrofluorierung 4-Fluoro-4-(p-nitrophenyl)-2- N-Benzylisopropylamin
butanon
B: Knoevenagel-Reaktion Benzaldehyd und Diethylmalonat Diethylbenzylmalonat
C: Diels-Alder-Reaktion Hexachlorocyclopentadien und Immob.
Maleinsaure Chlorendinesaureanhydrid
D: Esterhydrolyse mit Boc-S-(-)-Phenylalanin-p- Immob. Ethyl-Boc-S-(-)-
enantioselektiven MIPs nitrophenylester Phenylalaninyl 4-

aminobenzylphosphonat
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Massepolymere

Fir die Katalyse der Dehydrofluorierung des 4-Fluoro-4-(p-nitrophenyl)-2-butanons (4-FNB)
wurde das Massepolymer beispielsweise folgendermallen hergestell: Zu 466,4 mg
N-Benzylisopropylamin wurde eine Mischung aus 1,08 ¢ MAA, 9,9 ¢ EGDMA und 80 mg AIBN
in 5ml CH,Cl, zugegeben. Die resultierende Losung wurde anschlieBend im UV-Reaktor

Fa. Southern N.E. Ultraviolet Co. (Modell RPR-200) bei Raumtemperatur polymerisiert.

Um eine PartikelgroB3e der Polymerpartikel von unterhalb 25 pm zu gewihrleisten, wurde das in
einer Kugelmiihle der Fa. Retsch (Modell S100) gemahlene Polymer in Aceton suspendiert und mit
einem 25 pm Sieb aufgearbeitet. Nachdem die feinen Partikel durch mehrmalige Sedimentation in
Aceton abgetrennt worden waren, wurde der sich am Boden abgesetzte Rest mit Methanol
gewaschen und getrocknet (65 °C). Aus einem Teil des Pulvers wurde das Templat mit einem
Gemisch aus Methanol/Essigsiure 7:1 (v/v) extrahiert. Diese Partikel wurden anschlieBend mit
Methanol gewaschen, um die Essigsiure zu entfernen, und im trockenen Zustand als Katalysator in
einem Batch- bzw. Membranreaktor verwendet. Das restliche Pulver wurde in eine HPLC-S4ule
(4,6 mm x 250 mm) gepackt, die zunachst mit dem gleichen Extraktionsmittel und danach mit
Methanol gesptlt wurde. Die mit MIP bzw. CP gefillten HPLC-Sdulen wurden als kontinuierlich

betriebene Festbettreaktoren eingesetzt.

Batchreaktor

Entweder 100 mg, 200 mg oder 500 mg des MIP-Pulvers wurden fiir Batchexperimente in einer
Lésung von 0,05; 0,5 oder 5 mg 4-FNB in 10 ml oder 20 ml CH,CI, suspendiert. Die Versuche
wurden in einem Temperaturbereich von 10 °C bis 40 °C (Ruckfluss) sowohl in wisstigen
Systemen wie reinem Wasser (10 ml, 30 °C und 40 °C) als auch in Gemischen Wasser/Acetonitril
1:1 (v/v) (10 ml, 30 °C — 50 °C) durchgefiihrt. Die Abnahme der Substratkonzentration wurde
gaschromatographisch oder spektroskopisch im UV-Licht detektiert (Abbildung 20).

Die beste katalytische Leistung konnte erhalten werden, wenn 500 mg MIP zur Katalyse der
Umsetzung von 5 mg 4-FNB in 10 ml Wasser/Acetonitril Mischung bei 50 °C eingesetzt wurden.
Unter Annahme eines Reaktionsgeschwindigkeitsgesetzes pseudo erster-Ordnung wurden bei
dieser Temperatur Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten (k) fir MIP und CP und mit diesen ein

relativer katalytischer Effekt, als kyyp/kep definiert, von ca. sechs errechnet.
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Abbildung 20: Verwendung eines mit N-Benzylisopropylamin geprigten
Polymers als Katalysator (MIP) bzw. eines Kontrollpolymers (CP) fiir die
Dehydrofluorierung von 4-FNB im Batchreaktor. Die Reaktion wurde
durchgefiihrt bei 50 °C mit 5 mg des Substrats 4-FNB und 500 mg MIP bzw.
CP in 10 ml Wasset/Acetonitril 1:1 (v/v); MIP (A), CP (m)

Festbettreaktor

Die kontinuierlich betriebenen Festbettreaktoren (Abbildung 21) wurden zundchst mit reinem
CH,Cl, und anschlieBend mit einer 4-FNB Lésung (Substrat) in CH,Cl, (0,05 mg ml") bei einer
Durchflussgeschwindigkeit von 1 ml min" beschickt. Die Reaktionstemperatur wurde zwischen

20 °C und 60 °C variiert und deren Einfluss auf den Substratabbau mit Hilfe der UV-Spektroskopie
analysiert.

Glasmantel

Kuhl- / Heizmittel / I

g

Substrat Substrat Produkt

Abbildung 21: Gepackte, thermostatisierte HPLC-Siulen als Festbettreaktoren [157]
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Aufgrund der schnelleren Umsetzung des Edukts zum Produkt im MIP-Festbettreaktor wurde
wihrend der Reaktion (120 min) bei 35 °C das Spektrum von 268 nm (Absorptionsmaximum des
Edukts) zu 304 nm (Absorptionsmaximum des Produkts) verschoben; im Fall des MIP (Abbildung
22A) stirker als beim CP (Abbildung 22B), d.h. dass unter Verwendung des MIP mehr Produkt

gebildet wird, und zwar mit einem Umsatz von ca. 25 % [157].

-+ 120 min
— Substrat

Absorption / AU

250 300 350 400
Al nm

CP

—=-120 min
15 - — Substrat

Absorption / AU

0,5 A

0 T T T

250 300 350 400
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Abbildung 22: Verwendung eines mit N-Benzylisopropylamin geprigten
Polymers als Katalysator (A) bzw. eines Kontrollpolymers (B) fiir die
Dehydrofluotierung von 4-FNB im Festbettreaktor. UV-Spektren

der Substratlosung im Vorratsgefil3 und am Reaktorausgang 120 min nach
Beginn der Substratzufuhr. Die Reaktion wurde durchgefiihrt bei 35 °C mit
0,05 mg ml! Substrat 4-FNB in CH,Cly, Flussrate: 1 ml min-!
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Membranreaktor

Zur Untersuchung der Kinetik der Dehydrofluorierung in einem Membranreaktor wurden
aufgearbeitete Massepolymere zunichst in eine Membran aus Polyvinylalkohol (PVA) inkorporiert.
Dazu wurden 2,6 g einer PVA/H,O 5:95 (w/w) Losung bei 90 °C unter Rickfluss 48 h erhitzt.
Nach dem Abkuhlen auf RT wurde diese mit 25 mg MIP bzw. CP und 0,295 g Glutaraldehyd/H,O
1:99 (w/w) vermischt. Die Suspension wurde kurz im Ultraschallbad homogenisiert und auf eine
vorher mit verdunnter Salzsiure getrinkte Zellulosemembran zu einem ca. 1 mm dicken Film
gegossen, der anschlieBend wiahrend einer Polymerisation vernetzt wurde. Die beschichteten

Membranen wurden abwechselnd jeweils fir 30 min bei -20 °C eingefroren und bei 0 °C aufgetaut.

Die vorbereiteten Membranen wurden in einen Membranreaktor eingebaut, durch den eine 0,05
mg ml' 4-FNB Lésung in Acetonitril/Wasser 1:1 (v/v) aus dem Vorratsgefil mit einem
Volumenstrom von 0,05 oder 0,1 ml min"' gepumpt wurde. Um der Substratlésung einen
mehrfachen Kontakt mit der Membran zu etlauben, wurde diese zirkuliert, d.h. die aus dem
Membranreaktor flieBende Losung wurde in das Vorratsgefal3 zurtickgefiihrt. Die Proben wurden
aus diesem Gefill regelmiBig bei zwei verschiedenen Reaktortemperaturen (30 und 55 °C)
entnommen und mittels HPLC analysiert (Aceton wurde als interner Standard zugegeben (1 %

v/v)).
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Abbildung 23: Verwendung einer Membran mit inkorporierten Polymerpartikeln,
geprigt mit N-Benzylisopropylamin, als Katalysator (MIP) bzw. einer
Kontrollmembran (CP) fiir die Dehydrofluorierung von 4-FNB im Membran-
reaktor. Die Reaktion wurde durchgefiihrt bei 55 °C mit 0,05 mg ml! Substrat
4-FNB in Wasser/Acetonitril 1:1 (v/v), Flussrate: 0,1 ml min-; MIP (A), CP (M)
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Bei einer Substratdurchflussgeschwindigkeit von 0,1 ml min" und einer Temperatur von 55 °C
wutde mit der MIP-Membran ein um den Faktor 3,8 schnellerer Ablauf der Reaktion, d.h. ein

schnellerer Substratabbau als mit der CP-Membran festgestellt (Abbildung 23).
Mikrogele

Losliche molekular geprigte Mikrogele lassen sich durch eine hohe Verdinnung der
Polymerisationsmischung herstellen. Dazu wurden 22 pl MAA und 442 pl EGDMA in 47 ml
Cyclopentanon vorgelegt. Die farblose Losung wurde nach kurzem Rihren mit 10 ul
N-Benzylisopropylamin und 15 mg AIBN versetzt. AnschlieBend wurde nach einer Begasung mit
Stickstoff die Reaktionsmischung bei 80 °C vier Tage lang polymerisiert. Das Polymer wurde mit
450 ml hochsiedendem Petrolither aus der Losung ausgefillt. Hierfiir erfolgte die Zugabe zunichst
ziigig und nach sichtbarer Bildung des Niederschlags tropfchenweise. Die MIP-Mikrogele wurden
abfiltriert und 3 Stunden im Vakuumtrockenschrank bei RT getrocknet. Die erhaltenen MIP- (gelb)
und CP-Mikrogele (weill) wurden im Morser zermahlen und in einem Keramikfilter mit 75 ml
Methanol/AcOH 9:1 (v/v), 25 ml Methanol und schlieBlich mit 75 ml Petrolither gewaschen, bis

das MIP ebenfalls weil erschien. Zum Schluss wurden die Polymere nochmals getrocknet.

Im Unterschied zu den Massepolymeren wurde mit den molekular geprigten Mikrogelen die
homogene Katalyse betrieben, d.h. 6 mg (4-FNB) und 6 mg Polymer (entweder MIP oder CP)
wurden in 20 ml Cyclopentanon gelést und bei 55 °C 14 Tage geriihrt. Wihrend des Versuchs
wurden regelmillig Proben entnommen, aus denen das Polymer vor der chromatographischen
Analyse entfernt wurde. Aus 167 ul der Probe wurde das Polymer dazu mit 4 ml Petrolither
ausgefillt und abfiltriert. Der Rest der Probe wurde lyophilisiert und in 1 ml ACN/H,O 1:1 (v/v)
gelost. 1 % (v/v) Aceton wurde den Proben als interner Standard fiir die HPLC zugesetzt.

In der homogenen Katalyse konnte kein nennenswerter katalytischer Effekt mit MIP-Mikrogelen
erreicht werden. Bei lingeren Reaktionszeiten sind bei der Verwendung von MIP nur geringfiigig

héhere Produktkonzentrationen als beim Einsatz des CP erkennbar (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Verwendung eines mit N-Benzylisopropylamin geprigten
Mikrogels als Katalysator (MIP) bzw. eines Kontrollmikrogels (CP) fir die
Dehydrofluorierung von 4-FNB im Batchreaktor. Die Reaktion wurde
durchgefiihrt bei 55 °C mit 6 mg des Substrats 4-FNB und 6 mg MIP- bzw.
CP-Mikrogels in 20 ml Cyclopentanon; MIP (A), CP ()

Durch reaktionstechnische Untersuchungen der "klassisch" geprigten Polymere wurde der
Zusammenhang zwischen dem Reaktortyp und relativen katalytischen Effekt prinzipiell
demonstriert, wonach der relative katalytische Effekt im diskontinuierlichen Batchreaktor am
grofiten ist. Gleichzeitig wurde am Beispiel der 16slichen Mikrogele gezeigt, welchen Einfluss die
Wahl des Reaktionssystems auf den Unterschied der katalytischen Aktivititen von MIP und CP hat,

so dass in diesem Fall die heterogene Katalyse als gtinstiger erscheint.

Die Auslegung des Reaktors sowie die Art der Reaktionsfithrung und des Reaktionssystems missen
also berticksichtigt werden, damit von den molekular geprigten Polymeren in der Katalyse maximal
profitiert werden kann. Um die optimalen apparativen Bedingungen fur die Durchfihrung
chemischer Reaktionen zu ermitteln, ist deren quantitative Beschreibung erforderlich, bei der neben

Kenntnissen zur Stochiometrie Informationen tber die Kinetik die wichtigste Rolle spielen.
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4  ZIELE UND PROBLEMSTELLUNG

In dieser Arbeit wurden zur Vervollstindigung des DFG-Projekts molekular gepriagte Polymere zur
Katalyse der Diels-Alder-Reaktion und enantioselektiven Esterhydrolyse (Tabelle 5) generiert und
untersucht. Als zusitzliche Verwendung wurde der Einsatz molekular geprigter Polymere in

Separation fokussiert.

Es wurde bereits erwihnt, dass ein Enzym durch Stoffe inhibiert werden kann, die dem
Ubergangszustand der enzymatischen Reaktion #hneln (TSA). Je besser das TSA zum
Ubergangszustand passt, desto stirker sind die Wechselwirkungen zwischen dem TSA und dem
Enzym, bzw. desto groBler ist die Affinitit des Enzyms zu dieser Spezies. Umgekehrt kann man bei
dem Katalysatordesign davon ausgehen, dass eine grof3e Affinitit des potentiellen Katalysators zum
TSA einer chemischen Reaktion ein Hinweis auf seine katalytische Aktivitit ist. Deshalb wurde
zunichst die Affinitit der molekular geprigten Polymere zu dem verwendeten TSA in der
Affinititschromatographie =~ getestet, bevor die aufwendigen kinetischen Untersuchungen

durchgefithrt wurden.

Um sich mit der Technik des Pragens vertraut zu machen, wurde in der Anfangsphase dieser Arbeit
die Templataffinitit der MIPs an einem System ohne katalytische Aktivitit untersucht. Dazu sollte
ein Konzept unter Verwendung molekular geprigter Polymere als kiinstliche Rezeptoren fiir die
Losung eines praxisrelevanten Problems aus dem Bereich der Lebensmittelchemie entwickelt

werden.

Antioxidantien wie beispielsweise einige Vitamine sind Substanzen, die in der Lage sind Elektronen
zu dotieren und damit Radikale zu neutralisieren. Deren Menge, die Lebensmitteln zur Erhaltung
oder Verbesserung des Nihrwertes zugesetzt wird, muss stindig kontrolliert werden, da speziell die
synthetischen Antioxidantien gesundheitlich nicht unbedenklich sind. Der limitierende Faktor fur
eine prizise und individuelle Analyse der Zusitze ist die komplexe Zusammensetzung der
Lebensmittelproben, so dass diese Stoffe aus den Proben selektiv abgetrennt werden miissen, z.B.
tber eine Festphasenextraktion (SPE). Die hierzu notwendigen festen Phasen lassen sich tiber die

Technik des molekularen Prigens erzielen (Abschnitt 2.2.1.2).
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Drei  verschiedene synthetische  Antioxidantien wurden als Template ausgesucht:

Butylhydroxyanisol BHA (30), Butylhydroxytoluol BHT (31) und Propylgallat PG (32).

Fir jede dieser Komponenten wurde ein MIP generiert und auf seine Affinitit zum jeweiligen
Templat untersucht. AnschlieBend wurde jedes dieser MIPs als feste Phase zur Extraktion des
entsprechenden Antioxidationsmittels aus dessen Losungen im Batchmodus und in den SPE-

Sdulen eingesetzt (Abschnitt 5.1).

OH OH OH OH
HO OH

(30 (31) (32)

Abbildung 25: Chemische Strukturen der untersuchten Antioxidantien: Isomere von
Butylhydroxyanisol BHA (30), Butylhydroxytoluol BHT (31), Propylgallat PG (32)

AnschlieBend wurde nach Methoden geforscht, die die Affinititsbestimmungen von den
kinetischen Messungen entkoppeln, so dass besonders templat-spezifische MIPs aus einer Vielfalt
unterschiedlicher  kleiner = Polymerproben von potentiellen MIP-Kandidaten, die als
kombinatorische Bibliothek bezeichnet werden, ermittelt werden koénnen, ohne dass die
Polymersynthese im groBeren Mal3stab durchgefithrt werden muss. Selbst wenn die Studien
zunichst auf die affinitdtschromatographischen Untersuchungen beschrinkt werden, handelt es
sich im Falle der klassischen Massepolymerisationen um einige Tage, bis man Werte fur die
Affinitat erhalten kann. Dazu missen die Kosten der zur Herstellung von Polymeren notwendigen
Chemikalien berticksichtigt werden. Aus diesen Griinden wurden bereits Zeit und Kosten sparende
Methoden ausgearbeitet, die das "screening" kombinatorischer Bibliotheken von MIPs erlauben

[159,160]. Zu diesem Zweck wurden bislang noch keine Membranen verwendet.
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Zur Realisierung dieser Idee wurden in situ MIP-Filme verschiedener Zusammensetzung an
Membranoberflichen aufgetragen und deren Affinititen hinsichtlich des optisch aktiven
Templatmolekiils R-(—)-2-Phenylbuttersiure (33) in einer Art "high throughput screening"
bestimmt (Abbildung 26).

(33)

Abbildung 26: Chemische Struktur der R-(-)-2-Phenylbuttersiure (33)

Zum Prigen wurde als chirales Templat die R-(-)-2-Phenylbuttersiure (33) mit der Absicht
gewihlt, das Verfahren zur Herstellung enantioselektiver Membranen auf Basis der darauf
folgenden systematischen Untersuchungen sowohl experimentell als auch theoretisch zu
verbessern. Die enantioselektiven Membranen konnten unter Umstinden bei den
Affinititsbestimmungen eine Alternative zu den herkdmmlichen chromatographischen
Trennverfahren unter Verwendung chiraler Sidulen darstellen. Diese chiralen Siulen wurden
insbesondere in den letzten Jahren entwickelt und erfolgreich eingesetzt. Fin Nachteil dieser
Siulen-Verfahren ist ihr aufgrund der langen Trennzeiten héufig diskontinuierlicher Charakter, der
sich durch Einsatz solcher Membranen umgehen ldsst. Der effizienten Auftrennung von
racemischen Mischungen in die einzelnen Enantiomere wird von der pharmazeutischen Industrie

und der Biotechnologie eine wachsende Bedeutung beigemessen.

Bei der Anwendung molekular geprigter Polymere in der Katalyse sollte die Fokussierung auf die
abgebildete Diels-Alder-Reaktion (Abbildung 27) im Kontext mit den erhaltenen Daten der
Katalyse der Dehydrofluorierung und Knoevenagel-Reaktion eine Grundlage dafiir schaffen, dass
erste Aussagen uber die Verwendbarkeit molekular geprigter, katalytisch aktiver Polymere unter

Aspekten der Reaktionstechnik gemacht werden kénnen.
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Abbildung 27: Diels-Alder Reaktion zwischen TCTD und MSA

Speziell fir diese Reaktion wurden in der Vergangenheit effiziente Katalysatoren auf MIP-Basis
nach der Standardmethode hergestellt, weshalb Untersuchungen unter Aspekten der
Reaktionstechnik an dieser Stelle sinnvoll sind. AuBlerdem handelt sich um eine der wenigen

bimolekular  verlaufenden Reaktionen unter den von MIP katalysierten Systemen

Tabelle 3, 2.2.1.3), die wegen der komplexen Kinetik eine anspruchsvolle Untersuchung verlangt.
Fir die Bedeutung einer kiinstlichen Diels-Alderase spricht auch die Tatsache, dass die Existenz

solcher Enzyme lange umstritten war und erst zwei dieser Art vor kurzem isoliert wurden [11,12].

Trotz des bisher stirksten katalytischen Effekts bei dieser Reaktion (270fach) liegt dieser zwei
GroBenordnungen unter dem Wert fiir die analogen katalytischen Antikérper, woraus sich ableiten
lisst, dass das verwendete Templat grundsitzlich gut geeignet ist, ein aktives Zentrum mit der
erforderlichen raumlichen Struktur und katalytisch aktiven Gruppen in definierter Position zu
induzieren. Eine schlechtere katalytische Aktivitit im Vergleich zu den katalytisch aktiven
Antikorpern ldsst sich durch die fiir das Substrat bei der Katalyse nicht zuginglichen aktiven

Zentren erkliren.

Auf Basis der trigerfixierten Template sollten MIP-Schalen hergestellt werden, deren spezifische
Abdriicke ausschlief3lich auf der Partikelinnenoberfliche lokalisiert sind und die zur Verbesserung
der katalytischen Aktivitit eingesetzt werden kénnen. Dadurch sollte mehr tiber die Abhingigkeit
der katalytischen Effizienz von der Polymerrezeptur in Erfahrung gebracht werden, um das
molekulare Prigen auf eine groBere Anzahl der Reaktionen tbertragen zu konnen. An dem
optimierten Katalysator sollten die ersten kinetischen Parameter zur quantitativen Beschreibung

solcher Systeme ermittelt werden.
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Uber einen Vergleich der beiden Prigemethoden beziiglich katalytischer MIPs liegen noch keine
Erkenntnisse vor. Ein derartiger Test war deshalb von Interesse, um Aussagen zur Auswirkung der
TSA-Immobilisierung auf die katalytische Aktivitit der Polymere treffen zu kénnen. Dazu sollten
die Katalysatoren nach beiden Prigemethoden unter moglichst gleichen Bedingungen synthetisiert

und dem gleichen kinetischen Test unterzogen werden.

Molekular geprigte Polymere kénnen als Alternative zu Enzymen eingesetzt werden, vor allem
da sie eine hoéhere Stabilitit und Haltbarkeit aufweisen. Da Enantioselektivitit, Substratspezifitit
und "induced fit" weitere Eigenschaften darstellen, die bei der Entwicklung der enzymihnlich
wirkenden Stoffe zu berticksichtigen sind, sollten in der Abschlussphase dieser Arbeit
enantioselektive MIPs fir die folgende hydrolytische Esterspaltung hergestellt werden
(Abbildung 28).

o - TS
+OH +HY H
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Abbildung 28: Modellreaktion zur Untersuchung der Enantioselektivitit

Eine dhnliche Reaktion wurde im Kontext der enantioselektiven Katalyse bereits in der Literatur
erwihnt, so dass die Art der Analyse des gebildeten p-Nitrophenols bei der Untersuchung der
Kinetik iibernommen werden konnte. Um die MIPs fiir ein Phosphonat-Templat, dem TSA dieser
Reaktion, mal3geschneidert zu produzieren, wurde die Methode auf Basis von immobilisierten
Templaten gewihlt, die in Bezug auf die Enantioselektivitit der katalytisch aktiven Zentren bisher
nicht untersucht wurde. Die Polymere wurden in diesem Fall nach den Gesichtspunkten

Partikelmorphologie und -gro3enverteilung charakterisiert.

In der folgenden Arbeit wurde das CP in gleicher Komposition wie das MIP mit Ausnahme des
Templats erzeugt. Die Affinitit sowie die katalytische Aktivitit des MIP wurde immer im Bezug auf
das CP betrachtet. Die relative Affinitit wurde als das Verhiltnis der Affinititen des MIP und des
CP dargestellt. Als katalytischer Effekt wurde der Quotient der
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten kyyp/kep definiert, die fur die hier votliegende Reaktion

pseudo-erster Ordnung bei Verwendung des MIP bzw. CP ermittelt wurden.
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5 EXPERIMENTELLE ARBEITEN

5.1 MIPs fiir die Chromatographie und Extraktion

Fir jede der drei Antioxidantien BHA, BHT, PG (Abbildung 25, Abschnitt 4) wurde ein MIP
generiert, das nach der Aufarbeitung in eine HPLC-Sdule gepackt wurde (Abschnitt 5.1.1). Mit
einem fiir alle drei Antioxidantien gleichsam giltigen CP wurde analog verfahren. Die Affinitit der
beiden Polymere zu dem jeweiligen Templat wurde chromatographisch evaluiert (Abschnitt 5.1.2).
An den gleichen Festphasen in der HPLC wurden zur weiteren Uberpriifung der Affinitit die
Durchbruchskurven aufgenommen (Abschnitt 5.1.3). Um das entsprechende Antioxidans aus einer
Probe mit Hilfe dieser MIPs zu extrahieren, wurde die Festphasenextraktion sowohl an den SPE-

Saulen (Abschnitt 5.1.4) als auch in Batchversuchen (Abschnitt 5.1.4) absolviert [161].

5.1.1 Polymerherstellung

Die Komponenten zur Polymerherstellung wurden nach den Angaben gemil3 Tabelle 6 vermischt
und homogenisiert. Um Sauerstoff zu entfernen, wurde die daraus resultierende Losung mit

Stickstoff 3 min bei RT begast und in Kulturréhrchen tiber Nacht bei 70 °C polymerisiert.

Tabelle 6: Synthese der MIPs zur Separation

Funktion Substanz Mol- BHA-MIP BHT-MIP PG-MIP CcP
verhéltnis /g bzw. ml / g bzw. ml / g bzw. ml / g bzw. ml
Templat BHA, BHT, PG 1 0,60 g BHA 0,73 g BHT 0,71 g PG -
(2 3,33 mmol) (£ 3,33 mmol) (£ 3,33 mmol)
Funktionelles MAA 4 1,15¢ 1,159 1,15¢ 1,15¢g
Monomer (2 13,4 mmol) (£13,4mmol) (£ 13,4 mmol) (£ 13,4 mmol)
Quervernetzer EGDMA 12 7,939 7,939 7,93 ¢ 7,939

(E40mmol)  (240mmol) (£40mmol) (£ 40 mmol)

Initiator AIBN 0,15 0,08¢ 0,08¢g 0,089 0,089
(£ 0,49 mmol) (£ 0,49 mmol) (£ 0,49 mmol) (£ 0,49 mmol)

Porogen ACN - 5ml 5ml 5ml 5ml
296 mmol) (296 mmol) (£96mmol) (£ 96 mmol)
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Die erhaltenen Massepolymere, zuvor in einem Morser zerkleinert, wurden danach in einer
Kugelmiihle der Fa. Retsch (Modell S100) 45 min bei 300 UpM gemahlen. Das Mahlen des
Polymers sowie das Sieben der Polymersuspension in Aceton wurden mit einem Sieb der
Maschenweite 25 pm mit anschlieBendem Trocknen sukzessiv durchgefiihrt, wobei die
Gesamtmenge in drei Durchliufen verarbeitet wurde. Aus dem resultierenden Pulver wurden die
feinen Partikel abgetrennt, indem dieses erneut in Aceton aufgeschlimmt und die tiberstehende
Flissigkeit nach 20 min Sedimentation abdekantiert wurde. Um die vollstindige Abtrennung sicher
zu stellen, wurde dieser Vorgang noch zweimal wiederholt. Das verwendete Aceton wurde von den
feinen Partikeln am Rotationsverdampfer abdestilliert. Die feinen Polymerpartikel wurden je
zweimal mit Methanol/Essigsdure 7:1 (v/v) und Methanol im Batchmodus gewaschen und danach

getrocknet.

Die Polymerpartikel der GréB3e unter 25 um wurden fiir den Einsatz in der Chromatographie mit
MeOH gewaschen und bei 50 °C tGiber Nacht getrocknet. Von dieser Menge wurden 3 g in Aceton
suspendiert und mit Hilfe eines Alltech "slurry packer" (Modell 1666) in eine HPLC-S4ule (250 mm
x 4,6 mm) gepackt, die anschlieBend an eine Standard-HPLC Fa. Dionex montiert wurde. Durch
diese wurden 400 ml eines Gemisches aus Methanol/Essigsiure 7:1 (v/v) und 100 ml MeOH
gepumpt, und die Templatextraktion bis zur stabilen Basislinie bei 220, 260, 300 und 330 nm wurde
online durch UV-Detektion verfolgt.

5.1.2 Affinititschromatographie

In der Flussigkeitschromatographie wurde die Affinitit der einzelnen MIP-Siulen zum jeweiligen
Antioxidans getestet. Dazu wurden die mobilen Phasen hinsichtlich der Zusammensetzung auf die

Analyten abgestimmt (Tabelle 7).

Tabelle 7: Optimierung der mobilen Phasen

BHA-MIP BHT-MIP PG-MIP
Mobile Phase i-Propanol/Wasser  i-Propanol/Wasser  Methanol/Wasser
Zusammensetzung 1:1 (viv) 1:1 (viv) 1:1 (viv)

Durchflussgeschwindigkeit 1 ml min™ 1 ml min™ 1 ml min™
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20 pl BHA- oder BHT-Lésung in i-Propanol mit der Konzentration 1 mg ml"' bzw. 20 pl PG-
Losung in Methanol/Wasser 1:1 (v/v) der Konzentration 1,2 mg ml’, die 5 % (v/v) Aceton
enthielten, wurden in die HPLC injiziert und bei 260 und 280 nm detektiert. Das CP wurde
passend zu dem jeweiligen MIP untersucht, d.h. unter Einsatz der gleichen mobilen Phase und der
gleichen Probelosung. Aus den drei durchgefiihrten Analysen pro Polymer wurden die mittleren

Retentionszeiten der Antioxidantien bzw. des Acetons bestimmt.

5.1.3 SPE-Siulen

Nach den affinititschromatographischen Untersuchungen wurde bei 280 nm die PG-MIP-Siule
mit Methanol/Essigsidure 7:1 (v/v) bis zur stabilen Basislinie gereinigt. Die Essigsiure wurde vor
der weiteren Affinititsmessung mit reinem Methanol verdringt. Dazu wurde die MIP-Siule aus der
HPLC ausgebaut und die Zu- und Abflussleitungen kurzgeschlossen, damit die Anlage mit einer
Losung 0,10 mg ml' PG in Methanol gespiilt werden konnte. Als die Siule wieder mit dem
Leitungssystem verbunden war, wurde die gleiche Lésung mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml
min” durchgepumpt. Bei 280 nm wurde die Verinderung der Absorption detektiert. Eine analoge

Durchbruchskurve wurde fiir das CP-Adsorbens aufgenommen.

Um die Isolierung eines Antioxidationsmittels aus den Lebensmittelproben zu demonstrieren,
wurde Apfelsaft mit einer 0,105 mg ml"! PG-Lésung in Methanol im Verhiltnis 1:1 (v/v) vermengt
und durch die mit PG-MIP-Sdule 1 h geférdert, damit PG in der Festphase angereichert werden

konnte.

Zur Analyse der aus der Festphasenextraktion stammenden Probe wurde an der HPLC die MIP-
gegen eine Trennsiule (PLC 18, Supelcosil, 12 pm) ausgetauscht, die dann mit der mobilen Phase
Methanol/Wasser 1:1 (v/v) dquilibtiert wurde. AnschlieBend wurde die PG-MIP- vor die PLC-18-
Sdule montiert, so dass unter Verwendung der gleichen mobilen Phase und mit Hilfe des UV-
Detektors die von der MIP-Festphase adsorbierte Menge an PG quantitativ bestimmt werden
konnte. In einem Kontrollversuch wurde der Apfelsaft ohne PG mit reinem Methanol 1:1 (v/v)

vermischt und auf gleiche Weise untersucht.
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5.1.4 Batchextraktion

Um die Diffusion als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt ausschlieBen zu kénnen, wurden die
feinen Partikel als feste Phase fir die Extraktion im Batchbetrieb gewihlt. Zuvor wurde aus den
Vorratslésungen der Konzentration 10 mg ml” des jeweiligen Antioxidationsmittels in Methanol
eine Verdunnungsreihe mit 1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 mg ml” angesetzt und mit dem Mittelwert aus drei
gemessenen Messpunkten die HPLC kalibriert. Je 20 ml der 0,1 mg ml" Losung wurden zu 500 mg
Polymer zugegeben und auf einem Schiitteltisch in Bewegung gehalten. Zu definierten Zeiten
wurden 1 ml Probe abgenommen, zentrifugiert und mittels HPLC analysiert. Analoge Versuche
wurden in Acetonitril durchgefiihrt, wobei lediglich 10 ml einer 0,1 mg ml' Vorratslésung zu

250 mg Polymer zugegeben wurden.

20 pl der gesammelten Proben wurden im Fall von BHA jeweils dreimal und beim BHT und PG
zweimal vermessen. Fiir die Analyse wurde als stationdre Phase die PLLC 18 Supelcosil 12 um Saule

mit der passenden mobilen Phase (Tabelle 8) eingesetzt.

Tabelle 8: Mobile Phasen fir die HPLC-Analysen

BHA-MIP BHT-MIP PG-MIP
Mobile Phase Methanol/\Wasser Methanol/\Wasser Methanol/Wasser
Zusammensetzung 8:2 (viv) 8:2 (VIv) 1:1 (vIv)
Durchflussgeschwindigkeit 1 ml min™ 1 ml min™ 1 ml min™

UV-Detektion 290 nm 280 nm 280 nm
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5.2 Membranoberflichenmodifizierung mit MIPs

5.2.1 Grafting von MIP-Schichten

Fur ein "high throughput screening”" (HTPS) der Polymerrezepte wurde eine neue Methode auf
Basis von Membranen entwickelt. In der Vergangenheit wurden bereits MIP-beschichtete
Membranen fiur die Anwendung in Separationsprozessen verwendet. Durch ein photoinitiiertes
Grafting (Pfropfen) von Polymeren in Anwesenheit eines Herbizids wurde die Membranoberfliche
derart modifiziert, dass durch diese das Herbizid aus wissrigen Losungen selektiv retardiert werden

konnte [162].

Die Membranen wurden mit einem photochemischen Initiator beschichtet (Abbildung 29). Aus der
Polymerisationslosung (Templat, funktionelles Monomer, Quervernetzer und Losungsmittel)
wurde durch Bestrahlung mit UV-Licht eine MIP-Schicht an der Membranoberfliche gepfropft

und deren Affinitit zu dem jeweiligen Templat in einfachen Filtrationsversuchen getestet.

T hv

AL

Abbildung 29: Prinzip der Membranoberflichenmodifizierung durch Grafting;
Templat (T), funktionelles Monomer (FM), Quervernetzer (QV)

Initiator Porogen \

Diinne Polyamidmembranen (Fliche 9 cm?) wurden gewogen und 15 min in 60 ml einer 80 mM
Lésung von Benzophenon (Initiator) in Aceton in einer Petrischale eingetaucht. Nach dem
Trocknen im Ofen bei ca. 50 °C wurden die so mit dem Initiator beschichteten
Polyamidmembranen in Petrischalen transferiert, die mit einer 1,4-Dioxanlosung des
Chlorendinesaureanhydrids CA (10 mM), MAA (50 mM) und EGDMA (300 mM) gefillt waren
(Tabelle 9). AnschlieBend wurden diese 10 min lang, entsprechend 10 Zyklen, mit UV-Licht einer
Quecksilberlampe (2000 W) Fa. Beltron bestrahlt. Nach der Polymerisation wurden die

Membranen einige Minuten jeweils in 60 ml 1,4-Dioxan, dann in Methanol und anschlieSend in
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Wasser gewaschen und tGber Nacht zur Extraktion des Templats in 100 ml Methanol/Essigsdure
9:1 (v/v) bei RT aufbewahrt. Danach wurden sie mit MeOH bis zum neutralen pH-Wert
gewaschen und im Ofen bei 50 °C getrocknet.

Tabelle 9: Synthese der MIP-Beschichtungen (Grafting)

Funktion Substanz Mol- MIP CP
verhaltnis / mg bzw. ml  / mg bzw. ml
Templat CA 1 74 mg i
(£ 0,20 mmol)
Funktionelles MAA 5 0,085 ml 0,085 ml
Monomer E1mmol) (21 mmol)
Quervernetzer EGDMA 30 1,13 ml 1,13 ml

(£ 6 mmol) (£ 6 mmol)

Porogen 1,4-Dioxan - 20 ml 20 mi
(2 168 mmol) (£ 168 mmol)

Der Modifikationsgrad der Membranen, d.h. die Dicke der erzeugten Polymerschicht, wurde
gravimetrisch bestimmt. Zur Charakterisierung solcher dinn beschichteten Kompositmembranen
wurden Fourier-Transformations-IR-Spektren unter Verwendung des Spektrometers FTIR-8201
PC (Fa. Shimadzu) aufgenommen, indem die Membranen als Proben eingesetzt wurden. Die
Affinitit zum Templat wurde Uber die Adsorption des CA aus einer Losung definierter
Konzentration wihrend einer schnellen Filtration bestimmt. Dazu wurden 10 ml einer 10° M CA-
Lésung in ACN durch eine Spritze mit einem Filteraufsatz (Durchmesser 25 mm), in dem sich die
Membran befand, innerhalb 1 min filtriert. Die Templatkonzentration wurde sowohl im Filtrat als

auch im Filter (nach der Extraktion der Membran) mit einem GC-MS gemessen.

5.2.2 MIP-Filme mittels Casting

Im Gegensatz zum Grafting, bei welchem die Oberfliche eines Trigers, in diesem Fall eine
Membran, chemisch modifiziert wird, handelt es sich beim Casting (Gie3en) um ein Verfahren, das
auf der physikalischen Verinderung der Trigeroberfliche basiert, d.h. eine Polymerisationslésung
wird auf die Oberfliche der Membran gegossen und durch die anschlieBende Polymerisation sowie

Verdampfung des Losungsmittels ausgehirtet.
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Fir das Templat R-(-)-2-Phenylbuttersiure wurde eine kombinatorische Bibliothek aus
verschiedenen Membranen aufgestellt, deren Oberflichen mit den verschiedenen MIP-Filmen
durch Casting physikalisch modifiziert wurden, wobei die dazu verwendeten Rezepturen beztglich
ihrer Bestandteile variiert wurden. AnschlieBend wurden die MIP-Membranen hinsichtlich ihrer
Affinitit getestet, um die optimale Zusammensetzung der Rezeptur zur Herstellung einer fiir das

chirale Templat spezifischen Membran ermitteln zu kénnen [163].

In diesem Fall wurden aufgrund der einfacheren Handhabung Membranmodule verwendet, die
urspriinglich zur Filtration vorgesehen waren (Abbildung 30, rechts). Das Membranmodul bzw. der
Einwegfilter bestand aus einem PP-Gehiuse, in dem sich eine PTFE-Ultrafiltrationsmembran
befand, mit einem Zu- und Ablauf fir die Flissigkeit (Abbildung 30, links). Die beschrifteten
Einwegfilter, fir die Beschichtung mit 45 MIP- und entsprechenden CP-Filmen vorgesehen,
wurden zundchst im trockenen Zustand gewogen und dann miteinander verbunden. Die auf diese
Weise aufgebaute Kette wurde an eine HPLC-Pumpe angeschlossen und mit 3 1 MeOH zur

Reinigung und gleichzeitiger Hydrophilisierung der Membranen gespiilt.

Eingang

|

Gehéuse\ ﬁ Membrane

|

Ausgang

Abbildung 30: Zur Modifizierung verwendete Membranmodule: Skizze (links), Photo (rechts)

Bei der Synthese der MIP-Filme wurde die Menge an R-(—)-2-Phenylbuttersiure, 4-Vinylpyridin
(4-VPy) und AIBN in allen Experimenten konstant gehalten (Tabelle 10). Die Polymerrezeptur
wurde beztglich des Quervernetzertyps DVB, EGDMA und TRIM und Quervernetzergehalts im
Bereich von 4 bis 20 x 10” mol variiert. Zusitzlich wurde in der kombinatorischen Bibliothek

zwischen den drei Porogenen ACN, MeOH und DMSO (Dimethylsulfoxid) unterschieden.
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Tabelle 10: Synthese der MIP-Filme (Casting)

Funktion Substanz Molverhaltnis MIP / mol CP/ mol

Templat R-(-)-2-Phenyl- 1 10° -
buttersaure

Funktionelles ~ 4-VPy 4 4x10° 4x10°

Monomer

Quervernetzer EGDMA, TRIM 4, 8,12,16,20 (4, 8,12, 16, 20) x 10° (4, 8, 12, 16, 20) x 10°

oder DVB
Initiator AIBN 0,15 1,5x10° 1,5x10°
Porogen ACN, MeOH - 3x10™ 3x10™
oder DMSO

Die 15 min abgestandene Polymerisationsmischung wurde aus einer 1 ml-Spritze durch die
vorbereiteten Membranmodule durchgepumpt und anschlieBend an der Membranoberfliche fein
verteilt, indem die Module unter Verwendung einer 20 ml-Spritze 10mal mit Luft gespult wurden.
Dabei konnte gleichzeitig die tberschiissige Polymerisationsmischung entfernt werden. Der
Sauerstoff wurde aus den Modulen beim Durchstrémen eines Stickstoffstroms innerhalb 3 min
verdringt. Die Proben wurden auf der einen Seite mit einer 1 ml Spritze und auf der anderen mit

einer Kaniile verschlossen und in den Trockenschrank gestellt.

Nach der thermisch initiierten Polymerisation bei 70 °C iiber Nacht wurden die Module mit einer
Losung aus Methanol/Essigsdure 7:1 (v/v) und schlieBlich mit reinem Methanol solange
gewaschen, bis im ersten Waschgang das Templat und im zweiten die fir die weiteren Messungen
storende Essigsdure entfernt wurde. Die bei 50 °C getrockneten Filter wurden gewogen, und aus
der Differenz zur urspringlichen Masse der Membranen wurde die Masse der erzeugten Filme
bestimmt. Bis zu einer Zunahme von 0,5 g Polymer pro Membran konnte keine Einschrinkung in
deren Permeabilitit festgestellt werden. Die modifizierten Membranen wurden im Durchschnitt mit
20 bis 200 mg Polymer beladen und blieben nach drei aufeinander folgenden Affinititsmessungen

hinsichtlich der Masse unverandert.
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5.2.3 Evaluierung der Affinitit

Fiir die Affinititsanalyse wurden mit Hilfe einer HPLC-Pumpe 15 ml einer 1 x 10” mol I Lésung
von R-(—)-2-Phenylbuttersdure in geeignetem Losungsmittel aus dem Vorratsbehalter innerhalb
1,5 min durch die Module gepumpt. Im Permeat wurde die Konzentration der Testsubstanz
gemessen und mit der Permeatkonzentration aus einem Experiment verglichen, bei dem ein nicht
modifiziertes Modul eingesetzt wurde. Damit wurde die unspezifische Adsorption des

Trigermaterials (PTFE) und des Modulgehduses eliminiert.

Fiir die Kalibrierung wurde eine Messreihe mit den Messpunkten 1 x 10% 5x 107 1 x 107 5 x 10%
1 x 10" mol I' R-(9-2-Phenylbuttersiure aufgenommen. Die GC-MS-Analytik wurde
standardmafig betrieben, es sei denn es wurde MeOH als Porogen bei der Herstellung der
Polymere verwendet. Die in diesen Fillen verwendeten MeOH-Losungen der R-(—)-2-

Phenylbuttersaure wurden nicht mit einem Massenspektrometer, sondern mit einem FID detektiert.
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5.3 MIPs fiir die Katalyse

Diels-Alder-Reaktionen ermoglichen durch eine konzertierte Verkntupfung von Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindungen von terminalen Kohlenstoffatomen eines konjugierten Diens (z.B. 1,3-
Butadiens) zu einem Alken (z.B. Ethen) - oder Alkin (z.B. Acetylen) - einen einfachen Zugang zu
sechsgliedrigen Ringen. Damit stellen diese einen Spezialfall der allgemeinen Klasse der

Cycloadditionsreaktionen von 7-Systemen dar. Angesichts der Reaktion einer Einheit aus vier

konjugierten Atomen mit vier m-Elektronen (Dien) mit einer Doppelbindung mit zwei Elektronen
(Dienophil) werden diese auch als [4 + 2]-Cycloadditionen bezeichnet. Generell sind die thermisch
induzierten [4 + 2]-Cycloadditionen "erlaubt", da sich dabei ein aromatischer Ubergangszustand
vom Hiikkeltyp ausbildet [164], welcher im Unterschied zu anderen Reaktionen sehr dem Produkt
ahnelt. Dieser kann zusitzlich stabilisiert werden, indem das Dien mit einem Elektronendonor und
das Dienophil mit einem Flektronenakzeptor substituiert wird. Wegen einer erhchten
Cycloadditionsgeschwindigkeit werden solche DA-Reaktionen tberwiegend eingesetzt und als

diejenigen mit normalem Elektronenbedarf bezeichnet.

Die Reaktivitit des durch den Akzeptorsubstituenten elektronenarmen Dienophils kann zusitzlich
durch den Zusatz von katalytischen Mengen Lewissdure erthoht werden. Dabei wird aus beiden
rasch ein Komplex gebildet, der die iiberschiissige negative Ladung auf dem Dienophil besser

stabilisieren und aus diesem Grund mit dem Dien schneller reagieren kann [165].

Die folgende DA-Reaktion (Abbildung 31) zwischen Tetrachlorothiophendioxid (5) und
Maleinsdureanhydrid (16) lisst sich auch durch MIPs katalysieren (Abschnitt 2.2.1.3). Diese wurden
zunichst nach der Standardmethode hergestellt (Abschnitt 5.3.1). Die katalytische Aktivitit der
MIPs wurde durch die Anwendung der Methode auf Basis von immobilisierten Templaten
optimiert (Abschnitt 5.3.2). AnschlieBend wurde ein Vergleich der beiden Prigemethoden
beztglich der relativen katalytischen Aktivitit angestellt (Abschnitt 5.3.3).

o
cl /o Vg7 g SO, cl /O
Cl cl 0 Cl
— Sfo . ‘ o L / L °
~o N
cl © \ ¢~ c | © cl
cl 0 o cl o
5) (16) ) N (18)

Abbildung 31: Diels-Alder Reaktion zwischen TCTD und MSA
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5.3.1 MIPs als Massepolymere

5.3.1.1 Herstellung - Standardmethode

Die Rezeptur der MIPs nach der Standardmethode wurde der Referenz [94] entnommen: Zu 0,72 g
CA wurde eine Mischung von 0,88 ml MAA und 11 ml EGDMA in 15 ml trockenem CHCl,
zugegeben (Tabelle 11). Nach einer zweistiindigen Selbstorganisation bei RT wurde die
resultierende Losung mit 81 mg AIBN versetzt und mit Stickstoff gespiilt. AnschlieBend wurde
diese in einem UV-Reaktor Fa. Southern N.E. Ultraviolet Co. (Modell RPR-200) bei einer

Wellenlinge von 366 nm und einer Temperatur von 4 °C 20 Stunden polymerisiert.

Tabelle 11: Synthese der katalytisch aktiven MIPs nach der Standardmethode

Funktion Substanz Mol- MIP CP
verhaltnis / mg bzw. ml / mg bzw. ml
Templat (TSA) CA 1 720 mg -
(£ 1,94 mmol)
Funktionelles MAA 5 0,88 ml 0,88 ml
Monomer (£ 10,37 mmol) (£ 10,37 mmol)
Quervernetzer EGDMA 30 11 ml 11 mi

(£ 58,27 mmol) (£ 58,27 mmol)

Initiator AIBN 0,25 81 mg 81 mg
(¢0,5mmol) (20,5 mmol)

Porogen CHCl; - 15 ml 15 ml
(2187 mmol) (£ 187 mmol)

Das Massepolymer wurde in einem Morser zerkleinert und sukzessiv so lange in einer Kugelmiihle
der Fa. Retsch (Modell S100) gemahlen, bis alle in Aceton suspendierten Partikel ein 25-um-Sieb
passieren konnten. Das isolierte Pulver wurde in 500 ml Aceton suspendiert und 20 min
sedimentiert. Die in der Flussigkeit vorhandenen feinen Partikel wurden abdekantiert. Um diese
vollstindig zu trennen, wurde das ganze Verfahren (Aufschlimmen, Sedimentieren und

Abdekantieren) zweimal wiederholt.

Nach dem Trocknen wurden ca. 3 g Polymer in 30 ml Aceton suspendiert und mittels eines Alltech
"slurry packer" (Modell 1666) bei einem Druck von 3500 psi (entspricht 241 bar) in eine HPLC-
Sdule gepackt. Die gefiillte Sdule wurde in einer HPLC Fa. Dionex so lange mit einem Gemisch
Methanol/Essigsdure 9:1 (v/v) gespult, bis das Absorptionssignal des CA im UV-Bereich (bei 257

nm) verschwunden war.
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Neben dem beschriebenen MIP (grau hinterlegt in Tabelle 12) wurden weitere Polymere bestehend
aus anderen Monomeren und Quervernetzern synthetisiert, die gemdll Tabelle 12 bei sonst

gleichem Verfahren variiert wurden.

Tabelle 12: Variation der Monomer- bzw. Quervernetzerkomponenten

Polymere Monomer Quervernetzer

/[ ml / ml bzw. g
EGDMA / AA 0,71 ml 11 mi

(£ 10,3 mmol) (£ 58,3 mmol)
EGDMA / MMA 1,10 ml 11 ml

(£ 10,3 mmol) (£ 58,3 mmol)
EGDMA / MAA 0,88 ml 11 ml

(£ 10,3 mmol) (£ 58,3 mmol)
P _tet lat | AA 0,71 ml 19,75¢

~letraacryla (2 10,3 mmol) (2 56,1 mmol)

P.-tetraacrylat / MMA 1,10 ml 19,759

(£ 10,3 mmol) (£ 56,1 mmol)

5.3.1.2 Synthese der Reaktionskomponenten

Die Figenschaften von MIPs als Katalysatoren lassen sich am einfachsten untersuchen, wenn MIP-
Partikel als Katalysator in einer Losung der Substrate suspendiert werden und die Reaktion unter

gegebenen Reaktionsbedingungen mit analytischen Methoden verfolgt wird.

Das eine fur die kinetischen Untersuchungen der DA-Reaktion (S. 65) notwendige Substrat MSA
(16) wurde wie andere Reagenzien sowie Losungsmittel kiuflich erworben. Das andere
erforderliche Substrat TCTD (5) wurde ausgehend von Tetrachlorothiophen synthetisiert [160].
Das Produkt dieser Reaktion (18) wurde zusitzlich auf einem anderen Wege isoliert [167], um
dieses als Referenzmaterial in der Analytik verwenden zu kénnen. Mit den Reaktionsteilnehmern
sowie dem Produkt wurden analytische Messgerite (HPLC) kalibriert, so dass der Verlauf der DA-
Reaktion und die damit verbundene Abnahme der Substratkonzentration bzw. die Zunahme der

Produktkonzentration quantifiziert werden konnten.
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Das TCTD (5) wurde durch Oxidation des Tetrachlorothiophens (34) mit 3-Chlorperbenzoesiure
in 1,2-Dichlorethan produziert (Abbildung 32).

C,H,Cl,
—
COOOH (6]

(34 ®)

Abbildung 32: Synthese des TCTD (5) aus Tetrachlorothiophen (34)

Dazu wurden 12,53 g 3-Chlorperbenzoesiure zusammen mit 5 g Tetrachlorothiophen in 86,5 ml
1,2-Dichlorethan gelost und in einem Olbad unter Riickfluss 48 h erhitzt. Das abgekiihlte
Reaktionsgemisch wurde filtriert, und der Filterkuchen wurde mit kaltem 1,2-Dichlorethan
gewaschen. Das Filtrat wurde mit einer 10 % Natriumcarbonatlosung (Na,COj; (aq)) neutralisiert.
Die organische Phase wurde abgetrennt und durch Zugabe von Magnesiumsulfat (MgSO,)
getrocknet. Nach Abfiltrieren wurde das verwendete Losungsmittel anschlieBend im Vakuum
abdestilliert. Danach wurde das Rohprodukt mit etwas Hexan umkristallisiert, um das reine Produkt
zu isolieren. Die ausgefallenden TCTD-Kiristalle (5) wurden abfiltriert und mit Hilfe der IR-

Spektroskopie analysiert.

Das Produkt der DA-Reaktion (18) wurde durch Zugabe von Pyridin zum trizyclischen Vorprodukt
(19) unter Abspaltung der endo-Dichloromethylenbriicke erzeugt (Abbildung 33).

c o
o]
Cl 0
19) (18)

Abbildung 33: Synthese des 1,2,3,4-Tetrachloro-1,3-
cyclo-hexadien-5,6-dicarboxysiureanhydrids (18)

Dabei wurden 3 ml Pyridin tropfenweise zu einer Loésung von 3,71 ¢ CA in 20 ml
Dimethylformamid (DMF) gegeben. In einem auf 30 °C temperierten Wasserbad wurde dieses
Gemisch iber Nacht gerithrt. Danach wurde die entstandene rote Losung in Eiswasser gegeben.

Die gebildeten Kristalle wurden abfiltriert und mit Wasser bis zur Neutralitit gewaschen.
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5.3.1.3 Polymerevaluierung

Nachdem das Templat aus den MIP-Siulen extrahiert worden war, wurden diese fir die
Affinititsmessung mit Acetonitril als mobile Phase dquilibriert. Nach Erreichen einer stabilen
Basislinie wurde ein Probenvolumen von 20 ul Losung des CA und Aceton (10 mg ml' CA in
Acetonitril/ Aceton 97:3 (v/v)) in die HPLC injiziert und bei einer Durchflussrate von 0,5 ml min’'
analysiert. Das CA und als Marker verwendetes Aceton wurden bei 260 nm detektiert, um deren

Retentionszeiten zu bestimmen.

Die Kinetik der DA-Reaktion wurde parallel in drei Glasreaktoren (mit MIP, CP und ohne
Polymer) bei 82 °C untersucht. Dabei wurden das Einsatzverhiltnis der beiden Reaktionspartner

(TCTD, MSA) und die Reaktortemperatur nach den in Tabelle 13 genannten Angaben variiert.

Tabelle 13: Untersuchung der Kinetik (Standardmethode)

Versuchsnr.  Molverhéltnis Temperatur
TCTD : MSA
1 0,75:1 82°C
2 125:1 82°C
3 1:1,2 82°C
4 11 60°C
5 11 40°C

Beispielsweise wurde im Versuch Nr. 3 (grau hinterlegt in Tabelle 13) folgendermal3en
vorgegangen: Zu je einer Mischung aus 43,3 mg (443 pmol) MSA und 95,2 mg (377 umol) TCTD
in 15 ml ACN wurden 300 mg MIP im ersten Reaktor bzw. 300 mg CP im zweiten Reaktor
zugegeben. Im dritten Reaktor wurde die DA-Reaktion ohne Polymerzusatz durchgefithrt. Die drei
Reaktoren wurden mittels eines Thermostaten auf 82 °C erhitzt. Zu definierten Zeiten wurden aus
allen drei Batchreaktoren Proben fiir eine HPLC-Analyse entnommen. Die Proben wurden gleich
nach der Entnahme zentrifugiert und durch einen 0,45 um Einwegfilter filtriert, um den Feststoff
zu entfernen. Bis zur Konzentrationsbestimmung der einzelnen Komponenten wurden diese bei

4 °C gelagert.
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Fir die Analyse dieser Proben wurde als stationire Phase in der HPLC eine Nucleosil Sdule C-18
(250 mm x 4,6 mm, PartikelgroBe 12 um) und als mobile Phase Acetonitril/Wasser 6:4 (viv)
gewihlt, welche isokratisch mit einem Volumenstrom von 0,5 ml min’ eingesetzt wurde. Im
Anschluss wurden eine Supelcosil LC-18- (250 mm x 4,6 mm, Partikelgrofle 5 ym) und eine
Supelcosil PLC-18-Séiule (250 mm x 4,6 mm, Partikelgréle 12 um) verwendet. Als mobile Phasen
wurden neben unterschiedlich zusammengesetzten Acetonitril/Wasser-Gemischen auch andere

Losungsmittel benutzt (Tabelle 14).

Tabelle 14: Variation der mobilen Phasen

Nr. Mobile Phase

1 ACN
2 ACN/H,0 8:2 (v:v)
3 ACN/H,0 6:4 (v:v)

4 ACN/MeOH 6:4 (v:v)
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5.3.2 MIPs mit immobilisierten Templaten

5.3.2.1 Modifizierte Diels-Alder-Reaktion

Die anfingliche Diels-Alder-Reaktion (Abbildung 31, Abschnitt 5.3) wurde auf -einen
Reaktionsschritt eingeschrinkt, indem TCTD durch das Hexachlorocyclopentadien HCCPD (35)
ersetzt wurde. Gleichzeitig wurde wasserempfindliches MSA durch Maleinsdure MS (36) ersetzt
(Abbildung 34). Sowohl die beiden Reaktionspartner (35) und (36) als auch das neu definierte
Produkt, die Chlorendinesiure CLEN (37), waren kiuflich erhiltlich, so dass diese nicht
synthetisiert und aufgereinigt werden mussten, bevor sie zur Kalibrierung von Messgeriten in der

Analytik verwendet werden konnten.

Cl Cl

cl o
cl J/ cl <5

Cl OH /
+ ‘ OH OH
cl cl OH

cl \ cl |
cl o} o
(35) (36) (37)

Abbildung 34: Modifizierte DA-Reaktion

Fir den Einsatz als Katalysator in der modifizierten DA-Reaktion wurden MIPs gemil3 der
Methode auf Basis von immoblisierten Templaten (Abschnitt 2.2.2.2) polymerisiert. Dazu wurde
das cyclische Anhydrid CA (19) an einen Silikatriger (38) fixiert (Abbildung 35), um anschlieBend
als TSA der modifizierten DA-Reaktion fungieren zu kénnen. In einer Reaktion des CA mit den
am Triger vorhandenen Aminogruppen wurde unter einer Ring6ffnung ein Ubergangszustand-

bzw. Produktanalogon (39) der vereinfachten Modellreaktion gebildet (Abbildung 34) [168].
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Abbildung 35: Immobilisierung des CA unter Ring6ffnung

Die Kopplung der Carbonylgruppe des TSA-Votldufers an die Aminogruppe des Trigers wurde
nach dem Festphasenverfahren realisiert [169]. Dabei wurde ein Silikatrager verwendet, der mit
0,9 mmol Aminogruppen pro 1 g Silika beladen war. In einer Lésung von 75 mg (0,2 mmol) CA in
7,5 ml Dimethylformamid wurden 2 g Silikapartikel suspendiert. Die am CA vorhandenen
Carbonylgruppen wurden zusitzlich mit 62 ul (0,4 mmol) Diisopropylcarbodiimid (DIC) und
60 mg (0,4 mmol) N-Hydroxybenzotriazolhydrat (HOBT) aktiviert. Nach 15 h Reaktionszeit
wurden die Silikapartikel von den nicht abreagierten Substanzen tiber eine Filtration abgetrennt und
mit 50 ml DMF gewaschen. Der Feststoff wurde mit einer Losung von 2 ml (20 mmol)
Essigsdureanhydrid (im Uberschuss) in 7,5 ml DMF 5 h inkubiert, um freie Aminogruppen mit
einer Schutzgruppe zu versehen. Die MIP-Silikapartikel wurden mit je 100 ml DMF, CH,CIl, und

MeOH in einer Filternutsche (Porengréf3e Nr. 3) gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Da bei der Synthese von CP-Silikapartikeln kein CA an die Silikapartikel gekoppelt wurde, wurden
alle Aminogruppen mit 2 ml Essigsdureanhydrid in 7,5 ml DMF deaktiviert.

Zu 2 g des modifizierten Silikatragers (MIP oder CP) wurden 1,2 ml einer Polymerisationsmischung
gegeben, die aus 170 pl (2 mmol) MAA, 4 ml (28 mmol) Divinylbenzol (DVB) und 120 mg
(0,73 mmol) AIBN vorbereitet wurde. Die Mischung wurde unter Verwendung eines Mini-Wirbel-
Mischers homogenisiert, nachdem Aggregate der Silikapartikel vorsichtig mit einem Spatel getrennt
worden waren. Durch 3 min Begasung mit Stickstoff wurde der Sauerstoff verdringt, so dass

anschlieBend im Ofen bei 60 °C innerhalb 15 h polymerisiert werden konnte.
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Tabelle 15: Synthese der katalytisch aktiven MIP-Schalen mit immobilisierten Templaten

Funktion Substanz Mol- MIP CP
verhaltnis / mg bzw. / mg bzw. pl
Templat (TSA) Immob. CA 1 75 mg -
(£ 0,2 mmol)
Funktionelles MAA 29 49 49 yl
Monomer (20,58 mmol) (£ 0,58 mmol)
Quervernetzer DVB 40 1150 pl 1150 pl

(£ 8,07 mmol) (£ 8,07 mmol)

Initiator AIBN 11 35mg 35 mg
(20,21 mmol) (2 0,21 mmol)

Die entstandenen Silikakomposite wurden in Plastikbehalter transferiert und in 4 ml Aceton
suspendiert. Da zum Auflsen des Silikatrigers Flusssaure ben6tigt wurde, wurden keine Behalter
aus Glas sondern ausschlief3lich Plastikbehalter verwendet. 8 ml 40%-iger Flusssiure (aq) wurden
unter Eiskithlung bei 0 °C langsam innerhalb von 20 min zugetropft. Um die Silikapartikel und das
Templat vollstindig aufzulésen, wurden die Proben auf einem Schitteltisch mehrere Stunden
geschiittelt. Das gewonnene Polymer wurde abfiltriert, zuerst mit 2 1 H,O/MeOH 8:2 (v/v) und
dann mit 200 ml MeOH gewaschen und schlief3lich im Vakuum getrocknet.



Experimentelle Arbeiten 74

5.3.2.2 Oftline-Analytik

Die entwickelte HPLC-Methode fir die DA-Reaktion (Abschnitt 5.3.1.3) wurde zur Untersuchung
der Kinetik der neu definierten DA-Reaktion (Abschnitt 5.3.2.1) aufgrund der Variation der
Reaktionspartner sowie des Produkts angepasst. Fur dieses Trennproblem wurde DMF/AcOH
98:2 (v/v) bei einer Flussrate von 0,5 ml min" als optimale mobile Phase bestimmt. Die einzelnen
Komponenten in den Proben wurden mit einer "reversed phase" Vydac 201SP104 C18-Siule
(250 mm x 4,6 mm, Partikelgréfe 10 pm) mit den folgenden Retentionszeiten getrennt
(Tabelle 16). Die Fliche des bei 325 nm detektierten HCCPD-Signals wurde unter Verwendung der

aufgenommenen Kalibrierkurve als Ma@3 fiir die chemische Umsetzung verwendet.

Tabelle 16: Retentionszeiten der einzelnen Komponenten

Komponente HCCPD MS CLEN

Retentionszeit / min 7,32 4,28 5,86

Eine Losung aus 52 mg (0,44 mmol) MS und 54 ul (0,34 mmol) HCCPD in 30 ml DMF wurde in
einem Batchreaktor vorgelegt, der mit Hilfe eines Magnetriihrers gerithrt wurde. Nach Zugabe von
300 mg Polymer (MIP bzw. CP) wurde die Reaktionsmischung auf 60, 80 oder 100 °C erhitzt. Zu
verschiedenen Intervallen wurden 0,5 ml Proben entnommen und zentrifugiert. Zur Analyse
wurden 20 pl der Probe in die HPLC bei den angegebenen Bedingungen (siche oben) injiziert. Die

polymerfreie Losung der beiden Substrate wurde analog untersucht.

Bei 80 °C wurde die Anfangskonzentration des HCCPD nach Tabelle 17 variiert, wobei die MS-
Menge konstant im Uberschuss gehalten wurde. Im geriihrten Batchreaktor wurden 300 mg MIP
mit 375 pmol (44 mg) MS und der in Tabelle 17 angefihrten HCCPD-Menge in 15 ml DMF

vermischt. Nachdem die gewiinschte Temperatur erreicht worden war, wurden in halbstiindigen

Abstinden 10 pl-Proben online (Abschnitt 5.3.2.3) untersucht.

Tabelle 17: Verinderung der HCCPD-Menge

Versuchsnr. HCCPD MS Molverhaltnis
/ul / mg HCCPD : MS

1 12 (2 75 umol) 44 (£ 375 umol) 1:5

2 6 (2 37,5 umol) 44 (& 375 umol) 1:10

3 2,4 (2 15 umol) 44 (& 375 umol) 1:25
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5.3.2.3 Online-Analytik

Fir die Online-Messung wurde in die Standard-HPLC (Angabe zu einzelnen Geriten sind grau
hinterlegt in Tabelle 34, Anhang) ein programmierbarer Autosampler eingebaut und in der Weise
umfunktioniert, dass die Proben direkt aus dem Batchreaktor tiber eine Pumpe eingesaugt und in
die HPLC durch ein Ventil injiziert wurden (Abbildung 36). Beim Auslosen des Injektionsventils
wurde ein Signal an den Rechner gesendet, um mit der Datenerfassung zu beginnen. Bei gleichen
Analysebedingungen, wie unter 5.3.2.2 angegeben, wurde nach 30 min automatisch die nichste

Probe analysiert.

HPLC-Pumpe

Vorratsgefan
\
i Autosampler-
Pumpe
HPLC- UV-Detektor
Saule
Thermostat
Rechner
] T
Batch-
0 Reaktor
Magnetrihrer

Abbildung 36: Online-HPLC-Messung
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5.3.3 Vergleich der Prigemethoden

Fir den Vergleich der beiden Prigemethoden wurden Katalysatoren aus dquivalenten
Komponenten bei gleichem Moleinsatzverhaltnis nach der Standardmethode und der Methode auf
Basis von immobilisierten Templaten synthetisiert und in der modifizierten DA-Reaktion eingesetzt

[170].

Die Polymerschalen wurden analog zu 5.3.2.1 angefertigt, wobei zu 2 g Silikapartikel 1 ml
Polymerisationsmischung zugegeben wurde, so dass die folgenden Groen fir das MIP 1

berechnet werden konnten (Tabelle 18).

Tabelle 18: Synthese der katalytischen MIPs nach der Methode auf Basis von immobilisierten Templaten

Funktion Substanz Mol- MIP 1 CP1
verhaltnis / mg bzw. pl / mg bzw. ul
Templat (TSA) Immob. CA 1 75mg -
(£ 0,2 mmol)
Funktionelles MAA 2,4 40 pl 40 pl
Monomer (£ 0,47 mmol) (£ 0,47 mmol)
Quervernetzer DVB 34 960 ul 960 ul

(£ 6,74 mmol) (& 6,74 mmol)

Initiator AIBN 0,9 29 mg 29 mg
(£ 0,18 mmol) (£ 0,18 mmol)

Bei der Standardmethode wurde die freie Chlorendinesdure (CLEN) als TSA eingesetzt
(Tabelle 19). Die entsprechenden MAA- und DVB-Mengen wurden dem Ansatz zur
Polymersynthese auf Basis von immobilisierten Templaten (Tabelle 18) angepasst, um das gleiche
Molverhiltnis der Komponenten zu erreichen. Fir diese Polymerisationsmischung wurde ACN als
geeignetes Porogen bestimmt. Der Katalysator wurde mit einer fir die Standardrezeptur bezogen
auf das Templat typischen Menge (4 ml) beim MIP 2 oder mit einer geringen Menge an
Lésungsmittel (0,5 ml) beim MIP 3 produziert.
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Tabelle 19: Synthese der katalytischen MIPs nach der Standardmethode

Funktion Substanz Mol- MIP 2 CP MIP 3 CP3
verhaltnis /mgbzw. ml /mgbzw. ml  /mgbzw. ml  /mg bzw. ml

Templat CLEN 1 240 mg - 240 mg -

(TSA) (£ 0,62 mmol) (£ 0,62 mmol)

Funktionelles MAA 2,4 0,128 ml 0,128 ml 0,128 mi 0,128 mi
Monomer (21,51 mmol) (£ 1,51 mmol) (£1,51 mmol) (£ 1,51 mmol)
Quervernetzer DVB 34 3ml 3ml 3ml 3ml

(21,2 mmol) (£21,1 mmol) (£21,1 mmol) (£ 21,1 mmol)

Initiator AIBN 0,9 90 mg 90 mg 90 mg 90 mg
(20,55 mmol) (£ 0,55 mmol) (£0,55mmol) (£ 0,55 mmol)

Porogen ACN - 4ml 4ml 0,5ml 0,5ml
(£ 76,6 mmol) (£ 76,6 mmol) (£ 9,57 mmol) (£ 9,57 mmol)

Zu einer Losung von 128 pl (1,5 mmol) MAA, 3 ml (21 mmol) DVB und 90 mg (0,55 mmol)
AIBN wurden 0,24 g (0,62 mmol) CLEN zugegeben. Zusitzlich wurden zum Auflésen des CLEN
bzw. als Porogen entweder 4 ml oder 0,5 ml ACN zugegeben. Die Mischung wurde mit Stickstoff
gespilt und Gber Nacht bei 60 °C im Ofen polymerisiert. Die entstandenen Polymere (MIP 2 und
MIP 3) wurden analog zu 5.3.1.1 aufgearbeitet (gemahlen, nass gesiebt, sedimentiert, getrocknet).
Das TSA wurde in einer Soxhletapparatur zundchst mit Methanol/Essigsdure 9:1 (v/v) und
anschlieBend mit Methanol extrahiert, wobei in beiden Fillen pro 1 g Polymer ca. 100 ml
Extraktionmittel eingesetzt wurden. AnschlieBend wurden die Polymerpartikel im Vakuum

getrocknet.

Die drei Polymerpaare (MIP1/CP1, MIP2/CP2 und MIP3/CP3) wurden auf gleiche Weise
getestet, indem 300 mg Polymerpulver (MIP bzw. CP) in einer Losung von 8,7 mg (75 umol) MS
und 12 ul (75 pmol) HCCPD in 15 ml DMF suspendiert und bei 80 °C gertihrt wurden. Alle
30 min wurde eine 10 pl Probe automatisch in die laufende HPLC injiziert (Abschnitt 5.3.2.3).
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5.4 Enantioselektive MIPs in der Katalyse

Zur Ubertragung der Enantioselektivitit als wichtige Eigenschaft der Enzyme auf die MIPs wurden
zuerst die enantioselektiven MIP-Schalen in einer nicht-kompetitiven Affinititsmessung untersucht
(Abschnitt 5.4.1) und anschlieBend zu Katalysezwecken eingesetzt. Als Modellreaktion fur die
Untersuchung der Katalyse wurde eine Esterhydrolyse gewihlt (Abschnitt 5.4.2), wobei die MIPs
mit einem chiralen, an der Oberfliche eines Silikatrigers immobilisierten Phosphonat als TSA
erzeugt wurden. Dieses wurde ausgehend von einem nicht chiralen Vorldufer gebildet, der mit
einem enantiomerenreinen Alkohol modifiziert wurde. Wegen mangelnder Analysenmethoden zum
Nachweis chemischer Reaktionen an der Silikaoberfliche, mit deren Hilfe die Synthese des chiralen
TSA in Anwesenheit von Silikapartikeln verfolgt werden sollte, wurde dieses TSA in einer
Testsynthese zunachst in Abwesenheit der Silikapartikel hergestellt (Abschnitt 5.4.3). Anschlieend
wurde bei der Katalysatorherstellung die Synthese des TSA unter gleichen Vorschriften in
Anwesenheit des Silikatragers wiederholt, wobei aufgrund der Ergebnisse der Testsynthese davon
ausgegangen werden konnte, dass die Synthese des chiralen TSA an der Trigeroberfliche
erfolgreich durchgefiihrt wurde (Abschnitt 5.4.4). Das in Anwesenheit der Silikapartikel
synthetisierte TSA wurde zuletzt als Templat zum molekularen Prigen nach der Technik auf Basis
von immobilisierten Templaten verwendet. Die damit geformten enantioselektiven Polymerschalen
wurden zusitzlich nach den Gesichtspunkten Partikelmorphologie und -groBenverteilung

charakterisiert.

5.4.1 MIP-Schalen von chiralen Templaten

Zur Ermittlung der grundsitzlichen Synthetisierbarkeit von enantioselektiven MIP-Schalen wurde
ein chirales, mit einer Benzyloxycarbonylgruppe Z geschiitztes Dipeptid L-Leu-L-Phe-Z aus Leucin
Leu und Phenylalanin Phe iber die Peptidbindung analog zu [171] an die bereits genannten
Aminopropylsilikapartikel gekoppelt. Die Silikapartikel mit dem immobilisierten Templat wurden
dann mit einer Losung Trifluormethacrylsiure TFMAA als funktionellem Monomer inkubiert, und
der Uberschuss an TFMAA wurde ausgewaschen. Nach Zugabe von DVB und AIBN wurde die
Polymerisation thermisch initiiert. AnschlieBend wurden die Silikapartikel und das Templat mit
40%-iger Flusssdure aufgelost, abgetrennt und das fertige Polymer auf seine Affinitit zum dipeptid-

ahnlichen Dansyl-L-Phe getestet.
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Dazu wurden von einer gerithrten Suspension dieses Polymers der Konzentration 10 mg ml" in
ACN 100 pl-Proben in Eppendorfrohrchen transferiert. Eine variable Menge (zwischen 10 und 800
ul) einer Dansyl-L-Phe-Losung der Konzentration 10 ug ml' in ACN wurde diesen Proben
zugeftgt, die jeweils mit ACN auf ein Volumen von 1 ml aufgeftllt wurden. Zur Bestimmung der
maximalen Konzentration (entspricht 100 %) wurde eine der Proben ausschlieSlich mit Dansyl-I.-
Phe-Losung aufgefiillt. Die Proben wurden eine Zeit lang geschiittelt und danach zentrifugiert. Die
Konzentration des Dansyl-1.-Phe wurde darauthin in den Uberstinden fluorimetrisch bestimmt
und auf die maximale Konzentration bezogen. Die Dansylgruppe wurde fiir die Analyse bei 350 nm
angeregt und ihre Emission bei 485 nm detektiert. Zu Vergleichszwecken wurde wie fir Dansyl-L-

Phe beschrieben mit Dansyl-D-Phe verfahren.

5.4.2 Synthese des Substrats

Bei der Katalyse mit enantioselektiven MIPs wurde die Esterspaltung (Abbildung 37) des chiralen
Boc-S-PheONP (40) zum p-NP (42) und Boc-S-Phe (43) fokussiert (Abschnitt 2.2.3.3). Als TSA
wurde das chirale Phosphonat (50) gewahlt. In dessen Struktur ist ein chirales Zentrum mit
dhnlicher sterischer Konfiguration wie im Falle des Ubergangszustands der Esterhydrolyse (41)
vorhanden. Auflerdem wurden Phosphonate haufig als TSA fiir Esterhydrolyse ausgewihlt, da sie
die sterische und elektronische Natur des Ubergangszustands solcher Reaktionen gut

nachempfinden [172,173,174,175].

o o TS o
+OH ™ + I
o +H
02N® m OZNOOHm - = ow@OH + Hom
(40) 41) (42) 43)

TSA
BocNH
/ \\0 NHBoc

y
(50)

Abbildung 37: Modellreaktion zur Untersuchung der Enantioselektivitit von katalytisch aktiven MIPs
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Folgende Substanzen waren erforderlich, um die Kinetik der gewihlten Esterhydrolyse untersuchen

zu konnen:

Boc-S-(-)-Phenylalanin (Boc-S-Phe) (Ausgangsstoff fiir die Substratsynthese)
Boc-S-(-)-Phenylalanine- p-nitrophenylester (Boc-S-PheONP) (Substrat)

Vor der Untersuchung der Kinetik wurde das Substrat (40) ausgehend von der entsprechenden
Aminosdure in zwei Reaktionsstufen synthetisiert. Zunichst wurde die Aminogruppe des S-(-)-
Phenylalanins (S-Phe) unter Ausbildung von (43) geschiitzt (Abbildung 38) und im nichsten Schritt
deren Carboxygruppe mit p-Nitrophenol p-NP verestert (Abbildung 39).

Synthese des Boc-S-(-)-Phenylalanins (Boc-S-Phe)

] I
HO (Boc),0 HO
NH, NHBoc
(44) (43)

Abbildung 38: Schiitzen der Aminogruppe des S-Phe

Dazu wurden in einem mit Eis von au3en gekthlten Kolben 10 mmol S-Phe (44) in 20 ml Dioxan
gelost. Dazu wurden 10 ml Wasser und 10 ml 1 N NaOH zugegeben. Danach wurde das
Reaktionsgemisch auf RT gebracht und mit 11 mmol Boc-Anhydrid (Di-zer~butyldicarbonat)

(Boc),O versetzt. Die Losung wurde 30 Minuten weiterhin bei RT gerthrt.

AnschlieBend wurde die Mischung unter Vakuum auf die Halfte des anfinglichen Volumens
eingeengt. Dem Rest wurden 30 ml Ethylacetat und, bis zum pH-Wert von 2-3, eine 1 M KHSO -
Losung (aq) hinzugefiigt. Nach der Trennung der Phasen wurde die wissrige Phase zweimal mit je
30 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zusitzlich dreimal mit je
30 ml Wasser gewaschen und tber MgSO, getrocknet. Nachdem das Losungsmittel im Vakuum

abdestilliert worden war, konnte das Produkt isoliert werden.

Das isolierte Produkt Boc-S-Phe (43) wurde mittels "H-NMR charakterisiert:

'H-NMR (CDCL): & = 1,4 (OH, s); 2,7-3,35 (2H, m); 3,7 (1H, s); 6,97-7,47 (5H, m); 8,51 (1H, s)
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Synthese des Boc-S-(-)-Phenylalanine- p-nitrophenylesters (Boc-S-PheONP)

i i
OZN4®70H " HO _ HZO 02N4®70
EEm—
NHBoc NHBoc

42) 43) (40)

Abbildung 39: Veresterung der Boc-geschiitzten Aminosdure

In 35 ml Ethylacetat wurden 9 mmol Boc-S-Phe (43) gelost. AnschlieBend wurden 9 mmol p-NP
(42) und 9,45 mmol Dicyclohexylcarbodiimid zugegeben. Die resultierende Losung wurde 1,5 h bei
RT gerthrt und danach filtriert. Das Filtrat wurde zweimal mit je 30 ml Wasser und auf gleiche
Weise mit einer gesittigten NaHCO;-Losung (aq) ausgeschiittelt. Die wissrigen Phasen wurden
zweimal mit je 30 ml Ethylacetat extrahiert. Die jeweiligen organischen Phasen vereint wurden
dreimal mit je 30 ml einer gesittigten NaCl-Losung (aq) gewaschen und tiber MgSO, getrocknet.
Nachdem das Trockenmittel abfiltriert worden war, wurde das Ethylacetat unter Vakuum
abdestilliert und das resultierende Rohprodukt aus Ethanol umkristallisiert. Die gebildeten Kristalle

wurden mit kaltem Ethanol gereinigt.

Zur Charakterisierung des Produkts Boc-S-PheONP (40) wurde 'H-NMR verwendet:

'H-NMR: (CDCly) 8 = 1,48 (9H, s); 3,22 (2H, d); 4,63-4,94 (1H, m); 7,02-7,62 (9H, m); 8,24 (1H, d)
5.4.3 TSA-Testsynthese

Das TSA wurde in Anwesenheit der Silikapartikel hergestellt und als Templat zum molekularen
Prigen nach der Technik auf Basis von immobilisierten Templaten verwendet. Um die Synthese
des chiralen TSA zu verifizieren, wurde dieses zunichst ohne Silikatriger synthetisiert. Als
Vorlaufer wurde Diethyl-4-aminobenzylphosphonat (DAP) eingesetzt, welches mit einem chiralen
Aminoalkohol modifiziert wurde. Zunichst wurde die Aminogruppe des Alkohols geschiitzt
(Abbildung 40) und DAP in zwei Reaktionsstufen in Ethyl-4-(Bocimino)benzylphosphonat (IP)
tiberfithrt (Abbildung 41). Dabei wurden die einzelnen Reaktionsschritte mit 'H-NMR-Spektren
belegt.
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Im Rahmen der TSA-Testsynthese wurden folgende Substanzen hergestellt:

- Boc-S-(-)-Phenylalaninol (Boc-S-PheOH) (Ausgangsstoff fiir die Synthese des chiralen TSA)

- Ethyl-4-(Bocimino)benzylphosphonat (IP) (Ausgangsstoff fiir die Synthese des chiralen TSA)

- Ethyl-Boc-S-(-)-Phenylalaninyl 4-(Bocimino)benzylphosphonat (Boc-S-IP) (chirales TSA)
Synthese des Boc-S-(-)-Phenylalaninols (Boe-S-PheOH)

Zunichst wurde der chirale Aminoalkohol (45) mit einer Boc-Gruppe geschiitzt (Abbildung 40),
wobei Boc-S-PheOH (46) analog zu Boc-S-Phe isoliert wurde (S. 80).

Boc),0
HO (Boc), HO
_—
NH, NHBoc

(45) (46)

Abbildung 40: Schiitzen der Aminogruppe des S-PheOH

Sowohl die Ausgangsstoffe (Boc),O und S-PheOH (45) als auch das Produkt Boc-S-PheOH (46)
wurden mit Hilfe der 'H-NMR-Spektroskopie analysiert:

(BoC),0
'H-NMR: (CDCL) & = 1,52 (9H, s)
S-PheOH (45)

'H-NMR: (CDCL) & = 1,74 (3H, 5); 2,52 (1H, q); 2,80 (1H, q); 2,98-3,26 (1H, m); 3,38 (1H, q); 3,64
(1H, q); 7,00-7,46 (5H, m)

Boc-S-PheOH (46)

'H-NMR: (n-Hexan) & = 1,41 (9H, s); 2,83 (2H, d); 3,40-3,76 (2H, m); 3,76-4,02 (1H, m); 7,05-7,44
(5H, m)
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Synthese des Ethyl<-(Bocimino)benzylphosphonats (IP)

Das modifizierte Phosphat IP (49) wurde mit dem bereits geschiitzten Aminoalkohol (46)
umgesetzt (Abbildung 42), nachdem die Aminogruppe des DAP (47) blockiert und eine seiner
Ethylgruppen abgespalten worden war (Abbildung 41).

HZN@—\ O~ *BoO guen o +NaOH BocNH@—\ _OH
P~ —_— e v —— P
0 X

/ P
(0] 7 o 7 o 0
@7) (48) (49)

Abbildung 41: Chemische Verdnderung des DAP

Die Inaktivierung der Aminogruppe wurde entsprechend der Prozedur fiir die Synthese des Boc-S-
Phe durchgefithrt (siche S. 80). Fir die Verseifung des Zwischenprodukts (48) wurde

folgendermal3en vorgegangen:

Zu 4 mmol (48), in etwas Wasser gelost, wurden 12 ml einer 1 M NaOH-L6sung hinzugefiigt. Das
Reaktionsgemisch wurde bei 60 °C tiber Nacht gerithrt. Danach wurde dieses mit 1M HCI, bis zu
einem pH-Wert von 1-2 angesduert. Nach der Phasentrennung durch Zugabe von Dichlorethan
wurde das Rohprodukt aus der wissrigen Phase isoliert und im Vakuum getrocknet. Das reine

Produkt konnte nach einer Umkristallisation in Methanol isoliert werden.

Um die Umsetzung von DAP zu IP nachweisen zu kénnen, wurden 'H-NMR-Spektren gemessen

und ausgewertet:

DAP (47)

'H-NMR: (CDCL,) § = 1,23 (6H, t); 3,06 (2H, d); 4,00 (4H, quin); 6,64 (3H, d); 7,07 (2H, q);
1P (49)

'H-NMR: (CDCL) § = 1,24 (3H, t); 2,68 (1H, s); 2,78 (1H, s); 3,66 (2H, quin); 6,62 (3H, d); 6,93
2H, 9
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Synthese des Ethyl-Boc-S-(-)-Phenylalaniny! 4-Bocinzino)benzylphosphonats (Boe-S-IP)

In der Reaktion des IP (49) mit dem Boc-S-PheOH (46) konnte das chirale TSA (50) gebildet
(Abbildung 42) und anschlieBend als Templat zur Herstellung molekular geprigter, katalytisch
aktiver Polymere fiir die in Abbildung 37, Abschnitt 5.4.2 dargestellte Reaktion eingesetzt

werden.
HO BOP yHBoe
BocHN /OH + g — > BocNH /O
oC -
/P\\o M0 /P\\o
o7 07
49) (46) (50)

Abbildung 42: Herstellung des chiralen TSA

Zu 0,2 mmol (65,6 mg) IP (49) wurden 0,2 mmol (37,3 mg) Boc-S-PheOH (46), 0,56 mmol (79 pl)
Triethylamin ~ und 0,36 mmol (162 mg) Benzotriazol-1-yloxy-tris(dimethylamino)-
phosphoniumhexafluorophosphat (Castros BOP Reagenz) in 3,5 ml CH,Cl, zugegeben. Das

Reaktionsgemisch wurde bei RT unter Stickstoffatmosphire 24 h geriihrt.

Danach wurden 5 ml einer gesittigten NaCl-Losung (aq) zugegeben. Nach der Phasentrennung
wurde das Produkt mit Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden zunichst mit einer
1 M HCI-Losung (aq), danach mit einer gesattigten NaHCO;-Losung (aq) und schlieflich mit einer
NaCl-Losung (aq) gewaschen und tber MgSO, getrocknet. Nachdem das Trocknungsmittel
abfiltriert worden war, wurde das Losungsmittel im Vakuum abrotiert, wobei das Produkt in Form

von weillen Kristallen isoliert werden konnte.

Das erhaltene Produkt Boc-S-IP (50) wurde mittels 'H-NMR analysiert:

"H NMR: (CDCL) & = 1,00-1,92 (21 H, m); 2,62-3,06 (4H, m); 3,40-4,00 (5H, m); 6,97-7,50 (9H, m)
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5.4.4 Katalysatorherstellung

Das zur TSA-Synthese entwickelte Konzept (Abschnitt 5.4.3) wurde in Gegenwart der Silikapartikel
wiederholt, mit dem Ziel, das chirale TSA an der Silikaoberfliche zu bilden, um es als Templat zum
molekularen Prigen nach der Technik auf Basis von immobilisierten Templaten zu verwenden. Bei
der Durchfithrung einzelner Reaktionsschritte wurde im Sinne einer Festphasensynthese auf eine
Aufarbeitung der Produkte nach den einzelnen Reaktionsschritten verzichtet. Zur Kontrolle

wurden im Laufe der Modifizierung Silikaproben zur Elementaranalyse abgegeben.

Ein Teil der an der Silikaoberfliche vorhandenen Aminogruppen (0,9 mmol g' Silikamaterial)
wurde in der Reaktion mit Bernsteinsdureanhydrid fur die Immobilisierung des DAP vorbereitet.
Dazu wurden diese nach einer Ring6ffnung des Anhydrids in NHCO(CH,),COOH-Gruppen
tberfithrt (Abbildung 43), an welche sich die Aminogruppe des DAP koppeln lie3. Die restlichen

Aminogruppen an der Silikaoberfliche wurden anschlieBend mit Essigsaureanhydrid inaktiviert.

0
m N
_NH2 _NH2 ——NH CH3
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Abbildung 43: Vorbereitung des Trigers zur Immobilisierung

Ausgehend vom vollstindigen Umsatz des Bernsteinsaureanhydrids bei der Vorbereitung des
Trigers zur Immobilisierung wurde die Modifizierung des DAP nach optimierten Vorschriften
durchgefithrt (Abbildung 44), wobei die angesetzte Menge der erforderlichen Reagenzien

entsprechend der DAP-Konzentration an der Silikaoberfliche verringert wurde (Abschnitt 5.4.3).
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Abbildung 44: Kopplung und Modifizierung des DAP an der Silikaoberfliche
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AnschlieBend wurde eine Veresterung des Phosphonats durch Zugabe des chiralen Aminoalkohols
durchgefithrt (Abschnitt 5.4.3), womit ein chirales TSA an der Silikaoberfliche erzeugt wurde
(Abbildung 45).

o %
o)
| P—OH
—NH)J\CH3 o il )J\
~ —NH CHs
&
o ~
NH 0 /O/;' o
L NH HO NH A NHBoc
o NHBoc! —NH
- o

o)
)]\ BOP )
CH
NH 3 " H,0 NH)J\CHa

Abbildung 45: Einfiihrung des chiralen Zentrums am DAP-Silika

Synthese des chiralen TS A am Silikatréger

In einem Plastikbehilter wurden 0,1 g (£ 0,1 mmol) Bernsteinsiureanhydrid in 5 ml DMF aufgelst
und zu 1 g Aminopropylsilika zugegeben. Die Suspension wurde 2 h auf dem Schiitteltisch
inkubiert und danach tber eine Glasfritte filtriert. Nach dem Waschen mit 100 ml DMF wurde das
Silikamaterial mit 5 mmol Essigsdureanhydrid, die in 5 ml DMF gel6st wurden, weitere 2 h auf dem
Schiitteltisch in Bewegung gehalten. Die Silikapartikel wurden unter Verwendung einer Glasfritte

abgetrennt und noch einmal mit 100 ml DMF gewaschen.

Die Silikapartikel wurden in einer Losung von 0,2 mmol (48 mg) DAP und 0,5 mmol DIC als
Kupplungsagens in 5 ml DMF suspendiert. Nach 6 h Inkubationszeit auf dem Schiitteltisch wurde
die Suspension mit einer Glasfritte filtriert, die erhaltenen Partikel mit je 100 ml DMF, CH,Cl, und

MeOH gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Fir die Verseifung des DAP wird auf die Synthese des Ethyl-4-Aminobenzylphosphonats (S. 83)

verwiesen und fiir die anschlieBende Veresterung auf die Synthese des Boc-S-IP (S. 84).

Zur Herstellung der CP-Silikapartikel wurden zu 1 g Silikapartikeln, die in 5 ml DMF suspendiert
wurden, 5 mmol Essigsiureanhydrid zugegeben und 2 h auf dem Schiitteltisch inkubiert.

AnschlieSend wurden die Silikapartikel analog zu MIP-Silika gewaschen.
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Synthese der enantioselektiven Polymerschalen

Um die enantioselektiven Polymerschalen zu formen, wurde eine Mischung von 2 mmol (170 ul)
MAA, 28 mmol (4 ml) DVB und 1,46 mmol (240 mg) AIBN mit Stickstoff gespiilt. Aus dieser
Lésung wurden 1,2 ml enthommen und zu 2 g MIP- bzw. CP-Silika hinzugeftgt (Tabelle 20). Nach
der Homogenisierung (Abschnitt 5.3.2.1) wurde die Polymerisation bei 60 °C im Ofen tber Nacht

absolviert.

Tabelle 20: Synthese der enantioselektiven MIPs (bezogen auf 1 g Silika)

Funktion Substanz Mol- MIP CP
verhaltnis /mgbzw. yl  /mg bzw. ul
Templat (TSA) Immob. 1 24 mg -
DAP (£ 0,2 mmol)
Funktionelles MAA 2,8 24l 24 ul
Monomer (20,28 mmol) (£ 0,28 mmol)
Quervernetzer DVB 42 595 ul 595 pl

(£ 4,18 mmol) (£ 4,18 mmol)

Initiator AIBN 2,1 35mg 35mg
(2 0,21 mmol) (£ 0,21 mmol)

AnschlieBend wurden die Silika-Polymer-Komposite in 4 ml Aceton suspendiert und 8 ml einer
40%-iger Flusssaure wurden vorsichtig unter Kihlung im Fisbad zugetropft. Nach 5 Stunden
Inkubationszeit wurden die Polymerschalen abfiltriert, analog zu 5.3.2.1 aufgearbeitet und

hinsichtlich der katalytischen Wirksamkeit auf das chirale Substrat evaluiert.
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Esterhydrolyse

Boc-S-PheONP (40) wurde mit einem 0,05 mol 1" Kalium-Phosphat-Puffer (pH 4,5) zu einer
Losung der Konzentration von 2,5 mmol I angesetzt und bei 0 °C gelagert. Drei Batchversuche
mit je 10 ml dieser Losung wurden gestartet: Im ersten wurden 100 mg MIP, im zweiten 100 mg
CP zugegeben. Der dritte Versuch wurde ohne Polymerzusatz durchgefiihrt. Nach bestimmten
Zeitintervallen wurden 1-1,5 ml Proben unter weiterem Rihren homogen entnommen, wobei
versucht wurde, in den Proben das gleiche Verhiltnis zwischen Polymerpartikeln und der
Flissigkeit wie im Reaktor einzuhalten. Der Feststoff wurde mit einer Minizentrifuge grob und
durch anschlieBende Filtration tber einen Einwegfilter mit einer Porengrofie von 2 um abgetrennt,
wodurch die weitere Hydrolyse zu p-NP und Boc-S-Phe gestoppt wurde. Bis zur Analyse der UV-

Absorption in einem Spektrometer wurden die Proben kiihl gelagert (0 °C).

Das Problem bei der UV-Analyse, dass bei einem pH-Wert > 8 die UV-Absorption dieser Proben
aufgrund des gebildeten Phenolats pH-abhingig ist, wurde dadurch umgangen, dass die Messungen
einschliefflich Kalibrierung bei einer bestimmten Wellenlinge an dem so genannten isosbestischen
Punkt durchgefihrt wurden, bei dem die Summe der Absorptionen bzw. der Konzentrationen von
zwel hauptsichlich absorbierenden Spezies konstant bleibt. Dieser konnte in einem Test, in dem
fir eine bestimmte p-NP Konzentration die Absorption bei verschiedenen pH-Werten gemessen

wurde, bei 348 nm festgestellt werden.



Ergebnisse und Diskussion 89

6 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

6.1 Separation mit MIPs

In der Anfangsphase dieser Arbeit wurden MIPs fiir die Chromatographie und Extraktion von
Antioxidantien zur Losung eines praxisrelevanten Problems aus dem Bereich der

Lebensmittelchemie entwickelt.

Nach der Standardmethode des molekularen Prigens wurden mit BHA, BHT und PG geprigte
Polymere isoliert und deren Kapazititsfaktoren chromatographisch evaluiert. Mit dem MIP-PG als
Festphase wurde fir die zusitzliche Bestimmung der Affinitit die Durchbruchskurve
aufgenommen und das PG aus einer Probe komplexer Zusammensetzung extrahiert. Zum
Vergleich wurden fir diese Antioxidantien in Batchextraktionen die
Einpunktadsorptionsisothermen bestimmt, bei welchen unter isothermen Bedingungen die von den

MIPs adsorbierte Menge fiir eine bestimmte Ausgangsmenge der Antioxidantien gemessen wurde.

6.1.1 Kapazititsfaktoren

Nach abgeschlossenen Affinititsmessungen (Abschnitt 5.1.2) wutrden die Kapazititsfaktoren k'y;p

und k'c, (Tabelle 21) nach Gl 21 und daraus die Trennfaktoren (o) nach Gl 22 kalkuliert (Gl. 21
und Gl. 22, Abschnitt 2.2.1.1).

Tabelle 21: Ermittelte Kapazitits- und Trennfaktoren

Templat / Analyt K'mip K'cp a-\Wert
BHA 158 1,42 1,12
BHT 3,62 2,46 1,47

PG 349 281 1,24
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Der hochste Trennfaktor konnte ermittelt werden, wenn BHT (31) als Templat beim Prigen und
anschlieBend als Analyt bei der chromatographischen Affinititsmessung verwendet wurde
(Abbildung 46). Offensichtlich wird die Affinitit nicht nur durch die im BHT-Molekiil vorhandene
Hydroxygruppe beecinflusst, da im Fall des PG (32) aufgrund der vier OH-Gruppen der gréfite o-
Wert verzeichnet werden misste. Beim BHA (30) kann der schwichere Prigeeffekt durch den

Gebrauch eines Isomerengemischs als Templat erklirt werden.

OH OH OH OH
©)< i >k©)< HO\?/OH

(30 (31) (32)

Abbildung 46: Chemische Strukturen der untersuchten Antioxidantien: Isomere von
Butylhydroxyanisol BHA (30), Butylhydroxytoluol BHT (31), Propylgallat PG (32)

Eine beispielhafte Affinitdtsmessung zeigte, dass PG (t = 18,70 min) unter Einsatz der PG-MIP-
Sdule angesichts der vorhandenen Prigungen deutlich linger als Aceton (t, = 4,04 min)
zurickgehalten wurde (Abbildung 47A). Im Gegensatz dazu wurde durch die CP-Siule bei
vergleichbarer Retentionszeit fur das Aceton (t, = 4,20 min) das PG (t = 15,79 min) schlechter

retardiert, weshalb sein Signal im Chromatogramm frither als beim MIP erscheint (Abbildung 47B).
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Abbildung 47: Chromatographische Analyse von Propylgallat (PG) mit einer Konzentration
von 1,2 mg ml-! in mobiler Phase/Aceton 95:5 (v/v). Mobile Phase: MeOH/H0 1:1 (v/v)
mit einer Flussrate von 1 ml min-!. Stationdre Phase: mit PG geprigtes MIP (A),
entsprechendes CP (B). Detektion bei 260 nm. Auftragung der Absorption gegen die Zeit

6.1.2 Durchbruchskurven

Nach der Auswertung der bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 1 ml min™ und fiir eine Lésung
von 0,105 mg ml" PG in Methanol erhaltenen Durchbruchskurven (Abschnitt 5.1.3) fiir das PG-
MIP wurde eine Durchbruchszeit von t = 3,35 min (Abbildung 48A) und fir das CP von t =
3,2 min (Abbildung 48B) bestimmt. Unter Beriicksichtigung des Totvolumens zwischen der Siule
und dem Detektor, welches mit 0,15 ml bestimmt wurde, wurde fir das PG-MIP ein
Durchbruchsvolumen von 3,2 ml und fir das CP 3,05 ml erzielt, d.h. der relative Faktor liegt bei
1,5.
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Abbildung 48: Durchbruchskurven von 0,105 mg ml! Propylgallat (PG) mit Polymerfest-

phasensdulen bei einer Flussrate von 1 ml min-!. Detektion bei 280 nm. Auftragung der
Absorption gegen die Zeit. Mit PG geprigtes MIP (A), entsprechendes CP (B) als Festphase
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6.1.3 MIPs zur Festphasenextraktion

In der Festphasenextraktion auf Basis einer PG-MIP-Siule wurde das PG aus einem PG-haltigen
Apfelsaft angereichert und die PG-Menge in der HPLC analysiert (Abschnitt 5.1.3). Dabei konnte
das PG-Signal in Chromatogrammen nicht eindeutig von dem starken Basisrauschen identifiziert
werden. Allerdings wurde nach der Analyse fir das PG-MIP im Vergleich zum CP ein Vielfaches
an Losungsmittel benétigt, um die Apfelsaft-PG-Mischung von der Saule vollstindig zu entfernen.
Der groflere Losungsmittelverbrauch deutet darauf hin, dass vom MIP als Festphase mehr PG als

vom CP adsorbiert wurde und somit die Festphasenextraktion in dem Fall effizienter war.

Die Experimente zur Festphasenextraktion im Batchmodus (Abschnitt 5.1.4) wurden in zwei
verschiedenen Losungsmitteln durchgefithrt. Wenn mit MeOH extrahiert wurde, wurde fiir das
BHT-MIP und PG-MIP kein spezifisches Verhalten bezogen auf das CP beobachtet. Im Fall des
PG wurde das jeweilige Antioxidans vom CP sogar besser adsorbiert (Tabelle 22). Die im
Uberstand vom CP gemessene héhere Konzentration des PG im Vergleich zur Vorratslosung
(eingekreist in Tabelle 22) ldsst sich auf die wihrend der Extraktion aufgeldsten
Polymerbestandteile zuriickfiihren, die sich storend auf die UV-Detektion bei der HPLC
auswitken. Da im Polymer zuvor kein Templat vorhanden war, konnte ein eventuelles "Ausbluten"

des Polymers (Abschnitt 2.2.1.2) ausgeschlossen werden.

Eine extreme Differenz der BHA-Konzentrationen im Uberstand wurde in der Adsorption des
BHA-MIP und CP nach 233,5 h in MeOH festgestellt (Tabelle 22). Wenn die Werte in Klammern
berticksichtigt werden, die prozentual die von den Polymeren adsorbierte Menge an Antioxidantien
bezogen auf die Menge in den Vorratslosungen darstellen, ergibt sich zwischen dem BHA-MIP und
CP als Festphasen ein Faktor von sechs. Dieser konnte bei der Extraktion in ACN nicht bestitigt
werden (Tabelle 23). Beim BHT-MIP fihrte der Wechsel des Lodsungsmittels zu einer
Verbesserung der Resultate. In ACN konnte mit dem PG-spezifischen MIP, relativ zur
Anreicherung in MeOH, mehr PG extrahiert werden.

Mit Blick auf diese Ergebnisse scheint der Einfluss des Porogens auf die Extraktion des jeweiligen
Antioxidations mit dem geeigneten MIP nicht allgemein giltig sondern von Systemkomponenten
abhingig zu sein, wobei fur eine fundierte Aussage zu wenig Daten vorliegen. Die durchgefiithrten
Messungen sollen als Ansatzpunkt zur Auswahl der entsprechenden Parameter zugrunde gelegt
werden, um Adsorptionsisothermen fir diese Polymere tiber eine lange Extraktionszeit mit

mehreren Messpunkten in verschiedenen Losungsmitteln aufzunehmen.
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Tabelle 22: Ergebnisse der Batchextraktion in Methanol unter Verwendung der jeweiligen MIP- bzw. CP-Partikel

Extraktionszeit BHA-Vorratslosung CP-Uberstand BHA-MIP-Uberstand

h pg mit pg mit pg mit

42,5 98,6 98 (£ 0,6 % adsorbiert) 96,5 (£ 2 % adsorbiert)
233,5 96,6 81,6 (£ 15 % adsorbiert) 7,6 (£ 92 % adsorbiert)
Extraktionszeit BHT-Vorratslosung CP-Uberstand BHT-MIP-Uberstand

h pg mit pg mit pg mit

186,5 99,5 97,9 (£ 1,6 % adsorbiert) 99,5 (£ 0 % adsorbiert)
Extraktionszeit PG-Vorratslosung ~ CP-Uberstand PG-MIP-Uberstand

h pg mit pg mit pg mit

21 8.1 77,9 (£ 0,3 % adsorbiert)

Tabelle 23: Ergenisse der Batchextraktion in Acetonitril unter Verwendung der jeweiligen MIP- bzw. CP-Partikel

Extraktionszeit BHA-Vorratslésung CP-Uberstand BHA-MIP-Uberstand

h pg mit pg mit pg mit

42,5 82,4 77,2 (£ 6,3 % adsorbiert) 76,8 (£ 6,8 % adsorbiert)
2335 80,3 73,4 (£ 8,6 % adsorbiert) 72,6 (£ 9,6 % adsorbiert)
Extraktionszeit BHT-Vorratslésung CP-Uberstand BHT-MIP-Uberstand

h pg mi* pg mit pg mit

186,5 83,4 73,6 (£ 12 % adsorbiert) 75,5 (£ 9,5 % adsorbiert)
Extraktionszeit PG-Vorratslosung ~ CP-Uberstand PG-MIP-Uberstand

h pg mit pg mit pg mit

21 84,4 72,8 (2 14 % adsorbiert) 67,6 (£ 20 % adsorbiert)
21 84,4 74,3 (£ 12 % adsorbiert) 68,3 (£ 19 % adsorbiert)
21 84,4 69,9 (£ 17 % adsorbiert) 64,7 (£ 23 % adsorbiert)
Mittelwertund 84,4 723+23 66,9+1,9

Standardabw.

(£ 14 + 3 % adsorbiert)

(& 21 + 2 % adsorbiert)
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Obwohl die Retentionszeiten der Affinititsmessungen eine Funktion der Beladung sind, korrelieren
deren Ergebnisse mit denen der Batchextraktion in diesem Fall nicht, da die Messungen nicht von
gleichen Bedingungen ausgehen. Der Unterschied besteht hauptsichlich in der Wahl des
Lésungsmittels, wodurch das Quellvermogen der Polymere beeinflusst wird, und in der Gré3e der

Polymerpartikel, die fiir die Diffusion in diese Partikel entscheidend ist.

Auflerdem kann der besonders hohe Wert fir die Adsorption des BHT-MIP in der
Flissigkeitschromatographie auf andere Effekte zurlickgefiihrt werden. Eine Art des selektiven
Transports wurde z.B. von Mathew-Krotz et al. bei geprigten Membranen bereits erkannt [176].
Nach dem Prigen mit 9-Ethyladenin konnte das Adenin durch diese Membran in einem
kontinuierlichen (Fliissigkeitschromatographie-dhnlichen) Prozess deutlich schneller transportiert
werden als zur Kontrolle verwendetes Cytosin oder Thymin. Dieser Effekt wurde mit einer
reversiblen Komplexierung und einem Austausch zwischen 9-Ethyldenin und seinen Prigungen
erklirt. Allerdings kénnen solche Phinomene im Batchmodus nicht auftreten, weil in diesem Fall

der Analyt nicht kontinuierlich geférdert wird.
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6.2 High Throughput Screening von MIP-Rezepturen

Aufbauend auf den Arbeiten mit einzelnen, unverpackten Membranen (Abschnitt 5.2.1) wurden die
Membranen in kommerziell erhaltlichen Einwegfiltern mittels Grafting mit diinnen Polymerfilmen
versehen (Abschnitt 5.2.2). Fur optisch aktive R-(—)-2-Phenylbuttersiure wurde unter Verwendung
drei verschiedener Quervernetzer und drei Porogene eine kombinatorische Bibliothek von
insgesamt 45 Polymerpaaren synthetisiert, die in zwei Tagen auf ihre Affinitit zum verwendeten
Templat getestet wurde (Abschnitt 5.2.3). Somit verlief das Screening verschiedener

Polymerrezepturen wesentlich schneller als tiber die Massepolymere (vergleiche Abschnitt 4).

Die Affinitit der einzelnen Filme wurde als Differenz der Templatkonzentrationen in
Vorratslosung und Permeat, bezogen auf ein Gramm Polymer, bezeichnet. Aus dem Verhiltnis des
MIP-Werts zum CP-Wert wurden relative Werte fiir die korrespondierenden Paare, d.h. eine

relative Affinitit, erzielt.

Ein eindeutiges Indiz fiir eine vorhandene Polymerschicht auf den Membranen war neben der
Massezunahme eine rosa-braune Verfirbung ihrer Oberfliche, die im Falle der MIP-Filme beim
Waschen verloren ging. Diese Farbidnderung wurde nicht bei CP-Filmen beobachtet und deshalb
auf die Anwesenheit des Templats zuriickgefiihrt. Basierend auf dieser Beobachtung konnte von
der Entstehung eines Charge-Transfer-Komplexes zwischen dem Templat und dem Monomer

ausgegangen werden, der prinzipiell als Merkmal solcher Systeme ausgenutzt werden kann.

6.2.1 DVB als Quervernetzer

Die Polymere, die mit DVB in ACN vernetzt wurden, zeigen eine maximale relative Affinitit von
4,7 bei einem molaren Templat-Divinylbenzol-Verhiltnis (T : DVB) von 1 : 8 (Abbildung 49). Bei
grofleren DVB-Mengen bezogen auf das Templat nimmt die relative Affinitit stark ab. Die
Eignung des aromatischen Vernetzungsmittels bei kleineren T-DVB-Molverhiltnissen kann durch
die Ausbildung der m-n-Wechselwirkungen zwischen den beiden Komponenten erklirt werden, die
zu selektiven Abdricken fihren. Erhéht man die DVB-Menge, werden die Prigungen anhand des
starren Benzolrings unflexibel, wodurch sie sich bei der Wiedererkennung an das Templat nicht

anpassen kénnen und schlechtere Ergebnisse liefern.
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Abbildung 49: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(—)-2-Phenyl-
buttersdure bei verschiedenen T-DVB-Molverhiltnissen (Porogen: ACN)

Fine Anderung des Porogens von ACN zu MeOH bewirkte einen kleineren Prigeeffekt im
gesamten T-DVB-Bereich (Abbildung 50). Das Maximum von 1,7 erscheint bei T : DVB 1 : 4.
Durch die verringerte Polaritat (Tabelle 32, Anhang) des Methanols (5,1) im Vergleich zu ACN
(5,8) werden die Templat-Monomer-Wechselwirkungen weniger beeintrichtigt, wodurch die erste
Voraussetzung fiir die Entstehung hochspezifischer Bindungsstellen erftllt ist. Jedoch kénnen die
Carboxylgruppen der R-(—)-2-Phenylbuttersaure wihrend der Selbstorganisation die Protonen an
das protische MeOH abgeben, wodurch diese Gruppen stark solvatisiert werden und mit dem
Monomer bei der Bildung des Templat-Monomer-Komplexes nicht stark genug interagieren

konnen.
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Abbildung 50: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(—)-2-Phenyl-
buttersiure bei verschiedenen T-DVB-Molverhiltnissen (Porogen: MeOH)
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Anders als bei MeOH wurde der Unterschied zwischen dem MIP und dem CP im weniger
protischen DMSO deutlicher. Die relative Affinitit steigt bis auf 2,5 bei T : DVB von 1 : 4
(Abbildung 51). Insgesamt liegen die Werte tiefer als bei ACN, weil das sehr polare DMSO (7,2)
(Tabelle 32, Anhang) mit dem Monomer bei der Ausbildung des Templat-Monomer-Komplexes
konkurrierte. Dieser Effekt wird als groB3 eingeschitzt, da das Porogen im Uberschuss vorlag. Ein
Zusammenhang zwischen grofler DVB-Menge und kleinen Affinititen wie beim DVB in ACN
wurde an dieser Stelle ebenfalls beobachtet (Abbildung 49).
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Abbildung 51: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(—)-2-Phenyl
buttersdure bei verschiedenen T-DVB-Molverhiltnissen (Porogen: DMSO)

6.2.2 Einfluss des EGDMA

Wenn EGDMA und ACN bei der MIP-Herstellung benutzt wurden, sind die Messpunkte bei
kleineren Uberschiissen an Quervernetzer beziiglich der relativen Affinitit vergleichbar mit denen
fir das DVB und ACN (Abbildung 49). Die relative Affinititskurve durchliduft den Hochstwert bei
gréBeren Uberschiissen (1 : 16) (Abbildung 52). Zwar besitzt EGDMA keine aromatischen
Gruppen, die fiir das System von Vorteil sind, es ist aber deutlich flexibler als DVB, so dass der
Effekt molekularer Prigungen beim EGDMA erst bei groBem Uberschuss zu erkennen ist.
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EGDMA in ACN
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Abbildung 52: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(—)-2-Phenyl
buttersiure bei verschiedenen T-EGDMA-Molverhiltnissen (Porogen: ACN)

In MeOH hatte der neu gewihlte Quervernetzer keine Auswirkung auf die relative Affinitat. Die
Werte bleiben in Hinsicht auf die relative Affinitit aufgrund des protischen Methanolcharakters

weiterhin klein (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(—)-2-Phenyl
buttersiure bei verschiedenen T-EGDMA-Molverhiltnissen (Porogen: MeOH)

DMSO fihrte auch beim EGDMA zu einer generellen Zunahme der ZielgréBe verglichen mit dem
MeOH. Ahnlich wie bei den DVB-DMSO-Membranen (Abbildung 51) erreicht die Kurve
(Abbildung 54) beim gleichen molarem Verhiltnis von 1:4 ein Maximum, und zwar einen Wert von

2,89.
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EGDMA in DMSO
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Abbildung 54: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(—)-2-Phenyl
buttersiure bei verschiedenen T-EGDMA-Molverhiltnissen (Porogen: DMSO)

6.2.3 Mit TRIM vernetzte MIPs

TRIM und ACN in Kombination ergeben eine maximale relative Affinitit von sieben beim
Molverhiltnis T : TRIM 1 : 20 (Abbildung 55). Hier ldsst sich die gleiche Tendenz wie beim
EGDMA erkennen, d.h. erst Uberschiisse an Quervernetzer wirken sich positiv auf die

Wiedererkennungseigenschaften der Bindungsstellen aus (Abbildung 55).

TRIM in ACN

Relative Affinitat
N

1:4 1:8 1:12 1:16 1:20
Molverhaltnis (T : TRIM)

Abbildung 55: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(-)-2-Phenyl
buttersdure bei verschiedenen T-TRIM-Molverhiltnissen (Porogen: ACN)
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Im Gegensatz zu den DVB- und EGDMA-MIPs, die ebenfalls mit MeOH hergestellt wurden,
zeichnen sich die in MeOH synthetisierten TRIM-MIPs durch eine erhéhte Affinitit zum Templat
aus, besonders bei T : TRIM-Verhiltnissen von 1 : 4 und 1 : 8 (Abbildung 56).

TRIM in MeOH
4 -
£
2, 1t
(0]
=
T
g1 3 $ $
1:4 1:8 1:12 1:16 1:20

Molverhaltnis (T : TRIM)

Abbildung 56: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(—)-2-Phenyl
buttersdure bei verschiedenen T-TRIM-Molverhiltnissen (Porogen: MeOH)

Die in Abbildung 57 dargestellten Ergebnisse der relativen Affinitit der TRIM-MIPs zum Templat
in DMSO konnten mit den erzielten Werten in MeOH (Abbildung 56) tber den gesamten
Messbereich nicht direkt verglichen werden. Es lisst sich jedoch bei einem Verhiltnis T : TRIM

von 1 : 12 eine Zunahme der relativen Affinitit erkennen.

TRIM in DMSO

Relative Affinitat
w

2,
3 3 3
1] 3
1:4 1:8 1:12 1:16 1:20

Molverhaltnis (T : TRIM)

Abbildung 57: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(-)-2-Phenyl
buttersiure bei verschiedenen T-TRIM-Molverhiltnissen (Porogen: DMSO)
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Durch die Affinitdtsuntersuchung finf verschiedener, nach gleicher Vorschrift hergestellter MIPs
unter Verwendung einer 1 x 10° mol I'' Losung der R-(—)-2-Phenylbuttersiure in ACN konnte eine
14 %0-ige Standardabweichung der relativen Affinitit bestimmt werden, die bei den Messpunkten in
den Abbildungen bertcksichtigt wurde. Die verhiltnismifBig grolen Fehlergrenzen im Rahmen
dieser Experimente wurden toleriert, da diese Messungen exakt genug sind, um zumindest die

Tendenzen tiber die Auswirkung einzelner Parameter auf die relative Affinitit zu ermitteln.

6.2.4 Modell nach Snyder

Bei der Auswertung der relativen Affinitit in verschiedenen Losungsmitteln konnten fir jeden
Quervernetzer folgende Regelmaligkeiten festgestellt werden (vergleiche 6.2.1, 6.2.2, 6.2.3), die mit

den zugehorigen Polarititen (vergleiche Tabelle 32, Anhang) nicht korrelieren:

Rel. Affinitit: ACN > DMSO > MeOH

Polarititen: 58 < 72 > 5,1

Unter der Polaritit eines Losungsmittels werden die gesamten intermolekularen Wechselwirkungen
zusammengefasst, die aus verschiedenen intermolekularen Kriften wie z.B. Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen oder durch induzierte Dipole ausgeloste
Dispersionskrifte bestehen. Die aus unterschiedlichen Beitrigen zusammengesetzte Polaritit kann
bei zwei Losungsmitteln gleich grof3 sein. Trotzdem koénnen diese Unterschiede aufweisen, die als
spezifische Effekte bezeichnet werden. Es wird ein Modell benétigt, das die individuelle Verteilung
der einzelnen Wechselwirkungen beschreibt. Nach Snyder werden jedem Losungsmittel drei
Einteilungsparameter (x, Protonenakzeptoreigenschaften, x; Protonendonatoreigenschaften und x,
Dipoleigenschaften) zugeordnet. Basierend auf dhnlichen x-Parametern werden alle Losemittel in
acht Gruppen eingeteilt (Tabelle 33, Anhang) und nur dann als dhnlich angesehen, wenn sie

derselben Gruppe angehéren, unabhingig von den gemessenen Polarititen.
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Die Ergebnisse der Untersuchung von 81 Loésungsmitteln wurden in einem Selektivititsdreieck
eingetragen. Am Beispiel von ACN (Gruppe VI) wird gezeigt, wie man ein Losungsmittel in diesem
Dreieck positioniert. Auf den jeweiligen Koordinaten (x; x; x,) werden aus den zugehoérigen
Punkten (0,31; 0,27; 0,42) die Parallelen (gestrichelte Linien) zu den Dreieckskanten gezogen, so
dass sich diese in einem Punkt schneiden (Abbildung 58).

RELATIVE AFFINITAT
NIMMT ZU

Abbildung 58: Selektivititsdreieck der Losungsmittel nach Snyder

Nach diesem Modell gehort MeOH (x, = 0,48; x, = 0,22; x, = 0,31) der Gruppe II und DMSO
(x, = 0,39; x, = 0,23; x, = 0,39) der Gruppe III an, wie in Abbildung 58 bereits eingetragen wurde.

Der Zusammenhang zwischen der relativen Affinitit und den Losungsmitteleigenschaften lasst sich
jetzt besser erkennen. Fur das unter Abschnitt 6.2.1 - 6.2.3 beschriebene System ermdglicht ein
Losemittel der Gruppe VI (ACN) die besten MIP-Effekte, da dieses keine Protonen vom Templat
aufnimmt und damit die verbundene Solvatisierung des Protons bei der Selbstorganisation nicht
unterstiitzt (Tabelle 24). Beim Losungsmittelwechsel auf DMSO bzw. MeOH steigen die
Protonenakzeptoreigenschaften bei gleichzeitigem Sinken der Protonendonatoreigenschaften und
Dipoleigenschaften, weshalb die Ergebnisse der relativen Affinitit in DMSO mif3ig ausfallen und
in MeOH schlecht sind. Dieser Argumentation folgend sollte das Templat, gelst in einem

Losungsmittel der Gruppe VII, noch spezifischere MIP-Membranen liefern.
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Tabelle 24: Die Abhingigkeit der relativen Affinitit vom Lésungsmittel

MeOH < DMSO < ACN Die relative Affinitat nimmt zu

Xe: 0,48 > 0,39 > 0,31 Die Protonenakzeptoreigenschaften nehmen ab
Xq: 0,22 < 0,23 < 0,27 Die Protonendonatoreigenschaften nehmen zu

X 0,31 < 0,39 < 0,42 Die Dipoleigenschaften nehmen zu

Die Ergebnisse der drei verschiedenen Quervernetzer lassen sich nach den Losungsmitteln in einer
Reihenfolge anordnen, die sich im Sinne des Selektivititsdreiecks nachvollziehen ldsst. SchlieB3lich
wurden die getesteten Quervernetzer miteinander verglichen, wobei die relativen Affinititen im

optimalen Porogen (ACN) herangezogen wurden.

Aus den Abbildungen 59 — 61 folgt, dass in Kombination mit ACN, das DVB aufgrund der
erhaltenen Werte fir die Herstellung der MIP-Membranen ungeeignet ist, das EGDMA die beste
Wahl darstellt und TRIM mittelmiBig geeignet ist. Diese Feststellung hingt allerdings mit den
Eigenschaften der Systemkomponenten zusammen, so dass keine allgemein gultige Interpretation
moglich ist. Das erarbeitete Modellsystem kann jedoch als Grundlage fur einen "scale up" zur
Herstellung enantioselektiver Membranen fir die Trennung der R-(—)-2-Phenylbuttersdure aus
ihrem Racemat verwendet werden, nachdem die relative Affinitit der Membranen zur S-(+)-2-

Phenylbuttersaure untersucht worden ist.

In den Graphiken ist noch ein Trend zu beobachten. Wie schon in Abschnitt 6.2.1 erwihnt, wirkt
sich bei kleineren DVB-Mengen (1 : 8) der aromatische Charakter des DVB positiv auf die Qualitat
der Prigungen aus. Diese wird bei groleren DVB-Mengen vermutlich aufgrund der mangelnden
Flexibilitit der Bindungsstellen verschlechtert (Abbildung 59). Fiir die nicht steifen Quervernetzer
EGDMA und TRIM tritt die hohe relative Affinitit bei groBeren T-EGDMA- bzw. T-TRIM-
Molverhiltnissen auf, da der kritische Flexibilititspunkt erst dann erreicht wird. Wie erwartet ist bei
dem EGDMA der rapide Abfall der Affinititskurve erst nach T : EGDMA 1 : 16 zu sehen
(Abbildung 60). Eine Verschiebung des Affinititsmaximums zu héheren Konzentrationen (1 : 20) ist

auch beim TRIM erkennbar (Abbildung 61).
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Abbildung 59: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(-)-2-Phenyl-
buttersdure bei verschiedenen T-DVB-Molverhiltnissen (Porogen: MeOH, DMSO, ACN)
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Abbildung 60: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(—)-2-Phenylbuttersiure
bei verschiedenen T-EGDMA-Molverhiltnissen (Porogen: MeOH, DMSO, ACN)
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Abbildung 61: Relative Affinitit der MIP-Membranen geprigt mit R-(-)-2-Phenylbuttersdure
bei verschiedenen T-TRIM-Molverhiltnissen (Porogen: MeOH, DMSO, ACN)
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6.3 Katalyse mit MIPs

In den weiteren Arbeiten wurde iiberwiegend der Finsatz der MIPs als Katalysatoren in Betracht
gezogen, um deren Verwendbarkeit auf diesem Gebiet unter Aspekten der Reaktionstechnik

bewerten zu konnen.

Aus der Verbundenheit der Rezeptoreigenschaften und enzymatischer Aktivitit wurde ein
umfangreicher Affinitdtstest der Standard-MIPs als Anhaltspunkt bei der Feststellung der
katalytischen Aktivitit verwendet (Abschnitt 6.3.1). AnschlieBend wurde der Vorteil der
Immobilisierung genutzt, um die Katalyse der modifizierten DA-Reaktion mit MIPs zu optimieren.
Ein durch MIP-Schalen hervorgerufener, katalytischer Effekt wurde zunichst sichergestellt und
systematisch untersucht (Abschnitt 6.3.2). Um mehr tber den Zusammenhang der katalytischen
Effizienz und der jeweiligen Prigetechnik erfahren zu koénnen, wurden die verschiedenartig
synthetisierten MIPs beztiglich der relativen katalytischen Aktivitit in Abschnitt 6.3.3 verglichen.
Abschlielend wurde die Enantioselektivitit als wichtiger Gesichtspunkt bei der Katalyse untersucht

(Abschnitt 6.3.4).

6.3.1 Affinitat der Standard-MIPs

Zur Synthese der geprigten Polymere nach der Standardmethode wurde die bereits veréffentlichte
Vorschrift als Vorlage verwendet [94], wobei MAA als Monomer und EGDMA als Quervernetzer
eingesetzt wurden (grau hinterlegt in Tabelle 25). Die restlichen Polymere wurden synthetisiert, um
den Einfluss auf die Affinitit zum jeweiligen Templat bei der Verwendung von Quervernetzern mit

mehreren Vernetzungsstellen und verschiedenen Monomeren zu bewerten.

Tabelle 25: Auswertung der Affinititsmessungen

Polymer K'vip K'cp a-Wert
EGDMA / AA 0,48 0,41 1,17
EGDMA / MMA 0,50 0,46 1,09
EGDMA / MAA 0,43 0,38 1,13

P.-tetraacrylat / AA 0,32 0,15 2,13

P.-tetraacrylat/ MMA 0,30 0,11 2,73
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Die Auswertung der Affinitit des nach [94] durchgefihrten Versuches zeigt nach Gl 21 einen

Kapazititsfaktor k' von 0,43 fiir das MIP bzw. 0,38 fiir das CP. Damit konnten die in [94] erzielten

Ergebnisse von 0,72 (MIP) und 0,082 (CP) nicht bestitigt werden. In diesem Fall ist der a-Wert,

bestimmt nach Gl. 22, von 1,13 viel kleiner als der Literaturwert (8,78). Einige Polymere wie z.B.

P.-tetraacrylat /MMA weisen groBere Kapazititsfaktoren unter Verwendung des MIP im Vergleich

zum CP auf, liegen aber deutlich unter dem Literaturwert.

Aus der Auftragung der Ergebnisse in Abbildung 62 lisst sich unter den mit EGDMA

synthetisierten Polymeren kein Zusammenhang zwischen dem o-Wert und der Art des

verwendeten Monomers erkennen, da sich dieser Wert fiir verschiedene Monomere (AA, MMA

oder MAA) nicht wesentlich dndert. Im Fall von AA und MMA fihrte der Wechsel beim

Quervernetzungsmittel von EGDMA auf P.-tetracrylat zu einer verbesserten Affinitit.

ECP
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a-Wert
0,6 3
0.5 25
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P -tetraacrylatMMA

Abbildung 62: Nach der Standardmethode hergestellte Polymere: Kapazititsfaktoren (links), o.-Werte (rechts)

P .-tetraacrylat/MMA

Polymer

Die katalytische Aktivitit des Polymerpaars EGDMA / MAA nach Mosbach et al. konnte im

Einklang mit der geringen Affinitit ebenfalls nicht reproduziert werden. Die Ergebnisse sind im

Anhang unter Abbildung 88 (Literatur) bzw. Abbildung 89 (Experiment) dargestellt.
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Der Unterschied in der Kinetik der untersuchten DA-Reaktion zwischen den Literaturdaten und
experimentell bestimmten Werten konnte durch die mangelnde Qualitit der synthetisierten
Substanzen nicht erklirt werden, da die Synthese der fir die kinetischen Untersuchungen
erforderlichen Komponenten erfolgreich abgeschlossen und im Fall des TCTD durch IR-
Spektroskopie bestitigt wurde (Abbildung 90, Anhang). Das Signal bei 1166 cm” deutet auf die
gebildete SO,-Gruppe nach der Oxidation des Tetrachlorothiophens (Abschnitt 5.3.1.2) hin.

Unter den angegebenen Bedingungen [94] konnte mittels HPLC keine Trennung der einzelnen
Reaktionskomponenten erzielt werden. Die besten Trenneffekte wurden mit der Supelcosil PLC-
18-Sdule sowie der mobilen Phase Nr. 4 (Tabelle 14, Abschnitt 5.3.1.3) erreicht, so dass diese

Bedingungen bei der Analyse der kinetischen Messungen eingesetzt wurden.

6.3.2 Kinetische Studie

c. Cl
cl o) o
Cl o // o Cl //O
o * | oH OH
cl { cl”cl OH
cl o 5
35) (36) 37)

Abbildung 63: Modifizierte DA-Reaktion

Nach der Modifizierung konnte die DA-Reaktion (Abbildung 63) analytisch wesentlich einfacher
verfolgt werden, da sowohl die Reaktionspartner als auch das Produkt kauflich erhaltlich waren. Bei
der Untersuchung der Kinetik bei 50 °C konnte unter Zusatz von MIP- oder CP-Schalen kein
nennenswerter Umsatz festgestellt werden (keine Abbildung). Der Verlauf der Katalyse bei 60 °C
zeigt nach der gemessenen Zeit fiir das MIP eine hohere Produktkonzentration als beim CP. Der

geringe Unterschied zwischen dem CP und der Reaktion in Losung weist auf eine geringe

Beteiligung des CP bei der Katalyse hin (Abbildung 64, links).
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Abbildung 64: Einsatz der mit dem immobilisierten Chlorendinesdureanhydrid geprigten bzw. der nicht geprigten DVB-MAA-
Copolymer-Schalen als Katalysator fiir die Diels-Alder-Reaktion von Hexachlorocyclopentadien (HCCPD) und Maleinsiure
(MS) im Batchreaktor. Die Reaktion wurde bei 60 °C (links), 80 °C (Mitte), 100 °C (rechts) in 30 ml DMF mit 0,44 mmol MS

und 0,34 mmol HCCPD, sowie mit entweder 300 mg MIP (A), CP (M) oder ohne Polymer (®) durchgefithrt. Auftragung der
Produktkonzentration gegen die Zeit.

Die DA-Reaktion wurde wesentlich schneller, wenn das gleiche Experiment bei 80 °C wiederholt
wurde (Abbildung 64, Mitte). Bei dieser Temperatur wurde im Fall eingesetzter MIP-Schalen das
Produkt nach 22 h in mehr als der doppelten Menge gebildet, bezogen auf die
Produktkonzentration nach gleicher Zeit bei 60 °C. Trotzdem nimmt durch die
Temperaturethohung der katalytische Effekt ab. Offensichtlich geschieht das deshalb, weil die
nicht-spezifische katalytische Aktivitit des CP bei steigender Temperatur im groferen Ausmal3

zunimmt. Damit steigt die Produktbildungsgeschwindigkeit auch schneller als die in polymerfreier

Losung,

Bei einer Erhdhung der Temperatur auf 100 °C nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit der DA-
Reaktion im Falle des MIP weiter zu (Abbildung 64, rechts), so wie dies nach dem Gesetz von

Arrhenius (Gl 23), aufgrund der Abhingigkeit der Geschwindigkeitskonstante von der

Temperatur, zu erwarten ist:

_Ea Gl 23

A MIP
m CP
o Lsg.
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In dieser Gleichung ist k die Geschwindigkeitskonstante, A der StofBfaktor, E, die
Aktivierungsenergie, R die Gaskonstante (8,314 ] K' mol”) und T die Temperatur.

Die schnelle Produktbildung bei der Verwendung des CP kann ebenso dem Temperatureffekt
zugeschrieben werden. Die MIP-Schalen sind bei 100 °C hinsichtlich der Umsetzung aktiver als bei
tiefen Temperaturen. Allerdings liegt bei dieser Temperatur (100 °C) nach einer analogen

Reaktionzeit (ca. 18 h) ein kleinerer katalytischer Effekt vor.

Folglich nimmt die katalytische Aktivitit der beiden Polymere mit steigender Temperatur zu und
der relative katalytische Effekt ab. Dieser Sachverhalt hingt mit der Zunahme der nicht-
spezifischen Katalyse im Fall des CP bei gleichzeitigem Abbau der MIP-Struktur zusammen, der in
einer DSC-Analyse aufgezeichnet wurde. Bei Temperaturen tiber 86 °C konnte eine Zersetzung der
MIPs beobachtet werden (Abbildung 65, links), weshalb die strukturelle Integritit der aktiven
Zentren sinkt und die katalytische Wirkung iber 86 °C immer mehr iber nicht-spezifische

Wechselwirkungen zustande kommt. Bei der elektronenmikroskopischen Charakterisierung der

MIP-Schalen (Abbildung 65, rechts) wurde die pordse Struktur des Materials sichtbar.

86 °C o———

Abbildung 65: Charakterisierung der MIP-Schalen: DSC-Analyse (links), REM-Aufnahme (rechts)

Fir die MIP- bzw. CP-katalysierte Reaktion wurden die effektiven Aktivierungsenergien E,
berechnet und mit der Aktivierungsenergie der Reaktion in Losung verglichen. Dazu wurden zuerst
die Geschwindigkeitskonstanten fiir verschiedene Temperaturen bestimmt, die durch das Modell

einer Reaktion pseudo-erster Ordnung beschrieben werden:
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dC jroauie e
produl
y = dt = keff “Co heerp = A-e 7T “Co Heerp GL 24
a,eff 1
< Inry=InA+In Co.HeepD ——R ? Gl 25

Die Auftragung In r, iiber T"' nach Gl. 25, das so genannte Arrhenius-Diagramm (Abbildung 66),
ergibt nach einer linearen Regression fiir das MIP einen E, .~Wert von 55 k] mol" £ 3 %. Fiir das
Kontrollpolymer kann auf diese Weise eine effektive Aktivierungsenergie von 60 kJ mol’ + 3 %
bestimmt werden. Im Vergleich dazu benétigt die Reaktion in Lésung zur Aktivierung 63 k] mol”
T 3 %. Dadurch wird deutlich, dass die Aktivierungsenergie der DA-Reaktion beim Einsatz des
MIP abgesenkt wird. Zum gleichen Effekt in einem kleineren Ausmall kommt es unter
Verwendung des CP. Da das MIP bei den gemessenen Temperaturen eine hohere Aktivitit
aufweist, d. h. eine groflere Reaktionsgeschwindigkeit ermdglicht, stellt es den besseren Katalysator

fur diese Reaktion dar (vergleiche Abschnitt 2.1.1).

0,0025 0,0031

A MP
mCP
0 Lsg.

Inr,

Tt/K?

Abbildung 66: Arrhenius-Diagramm zur Bestimmung der Aktivierungsenergien
E,cfrder modifizierten DA-Reaktion. Vergleich der in Anwesenheit des MIP (A),
des CP (M) oder in Abwesenheit eines Polymers (@) durchgefiihrten Reaktionen

Um biologische Enzyme und polymere Katalysatoren vergleichen zu kénnen, wurde die Kinetik
mit Hilfe des Michaelis-Menten-Modells ausgewertet (Abschnitt 2.1.2). Unter Berticksichtigung der
Tatsache, dass die katalytisch aktiven Zentren bei einer bimolekularen Reaktion, so wie in diesem
Fall, zwei Reaktionspartner zu binden haben, wird die Michaelis-Menten-Gleichung (Gl. 20) zu Gl.

26 erweitert.
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r— ) Chcerp , Cuis GL 26
— "max K K
M ,HCCPD + CHCCPD M ,MS + CMS
Fnax = kkat ’Ckat,ges Gl 27

Gleichung GI. 26 bringt die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration der
beiden Substrate und deren Michaelis Konstanten zum Ausdruck, wobei r,_ . durch die
Geschwindigkeitskonstante k, bzw. k, (Abschnitt 2.1.2) und die Gesamtzahl der katalytisch aktiven
Zentren ¢, definiert ist (GL 27). Da die GroBe ¢, experimentell nicht bestimmt wurde, wurde
der Wert fur ¢, auf 5 % der beim Prigen eingesetzten Templatmenge abgeschitzt. Zur
Herstellung von 600 mg Polymer wurden 0,2 mmol CA (Templat) benétigt. Fir die in
Batchexperimenten eingesetzten 300 mg Polymer wurden also 0,1 mmol CA verbraucht, um die
Prigungen zu erzeugen. Ausgehend davon, dass jedes Templatmolekil zu einem Abdruck fihrt,
betrigt somit die Konzentration der Prigungen, die zur Gesamtzahl der katalytisch aktiven Zentren
dquivalent ist, im verwendeten Reaktionsvolumen von 15 ml ¢, .= 6,7 x 10 mol I'" (100 %).
Demnach entsprechen 5 % der katalytisch aktiven Zentren einem Wert von ¢, ..~ 0,33 x 10” mol

I' (5 %).

Experimentell wurden zunichst durch Variation der Anfangskonzentrationen von HCCPD die
Verldufe der HCCPD-Konzentration unter sonst gleichen Bedingungen bei 80 °C gemessen

(Abbildung 67). Daraus wurden anschlieBend verschiedene Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten

bestimmt.
6
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Abbildung 67: Einsatz der mit dem immobilisierten Chlorendinesaureanhydrid geprigten DVB-MAA-Copolymer-Schalen als
Katalysator fiir die Diels-Alder-Reaktion von Hexachlorocyclopentadien (HCCPD) und Maleinsdure (MS) im Batchreaktor. Die
Reaktion wurde bei 80 °C in 15 ml DMF mit 375 umol MS und 75 (A), 37,5 (@) oder 15 (@) umol HCCPD, sowie mit 300 mg
MIP durchgefiihrt. Auftragung der Substratkonzentration gegen die Zeit.
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Eine groBle Anfangsreaktionsgeschwindigkeit und damit verbundene schnelle Abnahme der
HCCPD-Konzentration ist charakteristisch fir die grofte gewihlte Anfangskonzentration
(€ 1cerp= 5,3 mmol I'). Aufgrund der Tatsache, dass Maleinsiure im Uberschuss verwendet wurde,
kann deren Konzentration wihrend der Reaktion als konstant betrachtet und in die
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante k., einbezogen werden (Gl 29), so dass sich Gl 26

vereinfachen lasst:

C
r=r . HCCPD Gl. 28
K M ,HCCPD + CHCCPD

F ok Gl. 29

max,eff eff Ckat,ges

Diese Gleichung (Gl. 28) kann nach Lineweaver-Burk in Gl 30 transformiert werden, die

eineeinfache Bestimmung von K cpp und kg ermoglicht, wenn man die reziproke

Reaktionsgeschwindigkeit r," gegen die reziproke Anfangskonzentration des HCCPD c¢yyccpp

auftragt.

1 1 1 K
o + . M,HCCPD Gl 30
r0 I’max,ef'f I’max,ef'f CO, HCCPD

Aus dem Achsenabschnitt (Abbildung 68) wurde fiir 1, . ein Wert von 0,4 umol I's" und aus der
Steigung der eingezeichneten Gerade Ky ccpp= 5,8 mmol 1" bestimmt. Bei diesem Wert fiir L eff
ergibt sich aullerdem mit der abgeschitzten Anzahl der aktiven Zentren bel
Carges— 0,33 X 10” mol I (5 %) nach GL. 29 eine Reaktionsgeschwindigkeitskonstante von k= 1,1

x 107 s™.
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Abbildung 68: Lineweaver-Burk-Diagramm der reziproken Anfangsreaktionsgeschwindigkeit
gegen die reziproke Ausgangskonzentration von HCCPD fiir die Bestimmung von Ky ncepp und ke
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Fir eine dhnliche DA-Reaktion (Abbildung 12, 2.2.1.3) zwischen TCTD und MSA wurden mit
klassischen MIPs die Konstanten ki, = k= 0,63 x 107 5" und K, = 42,5 mM erzielt
(Tabelle 26). Die Anzahl der aktiven Zentren (2,83 umol) wurde fir 300 mg dieser Polymere Gber
eine Frontalanalyse ermittelt. Daher sind auch hier - bezogen auf die Gesamtpolymermenge
(12,8 @) - ca. 5 % der maximal moglichen Prigungen aktiv, wenn angenommen wird, dass jedes

verwendete Templatmolekil zu einer Prigung fiihrt [94].

Tabelle 26: Die Ergebnisse der Katalyse der DA-Reaktionen mit verschiedenen Katalysatoren

DA-Reaktion  Katalysator Keat / S Ky / mol It Kot /Ky | s'mol™
TCTD + MSA  Standard-MIPs [94] 0,63x10° 425x10° 0,015
HCCPD + MS  MIP-Schalen [168] 1,1x10° 58x10° 0,19

TCTD + MSA  Katalytische Antikorper [33] 7 x 10 21x10% 34

Im Vergleich dazu ist die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante der Polymerschalen bei einer
wesentlich kleineren Michaelis-Konstante fast doppelt so gro. Nach dem k,/K,-Kriterium fiir
das kinetische Optimum der enzymatischen Katalyse (Abschnitt 2.1.2) verfiigen diese tiber eine
groBere katalytische Effizienz als die Standard-MIPs und nidhern sich hinsichtlich dieser den

katalytischen Antikorpern an.

Bei der Bestimmung der Konstanten der beiden MIPs nach dem Michaelis-Menten-Modell besteht
ein gewisser Unterschied in den verwendeten Uberschusskonzentrationen einer Komponente, um
die Gultigkeit des erweiterten Modells zu erhalten (Gl 26 und Gl 28). Wihrend im Fall der
Polymerschalen von einem 5fachen Uberschuss an MS (Tabelle 17, Abschnitt 5.3.2.2) ausgegangen
wurde, wurde in [94] lediglich ein 1,2facher Uberschuss des MSA verwendet, weshalb die Giiltigkeit

der Annahme einer konstanten MSA-Konzentration Gberpriift werden misste.

6.3.3 Prigemethoden im Vergleich

Um Aussagen treffen zu kénnen, welche der beiden Prigetechniken zu effizienteren Katalysatoren
tihrt, wurden MIP-Schalen und klassische MIPs isoliert und in der Katalyse der modifizierten DA-
Reaktion vermessen, so wie unter 5.3.2.1 beschrieben. Um die tatsichlichen Vorteile einer der
beiden Prigemethoden besser abwigen zu kénnen, wurde bei der Herstellung der Standard-MIPs

zwischen groflen und kleinen Mengen Losungsmittel unterschieden. In der ersten Variante wurde
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durch ausreichend viel Porogen sichergestellt, dass dieses kein limitierender Faktor bei der
Ausbildung der aktiven Stellen ist. Die zweite Méglichkeit stellt einen besseren Ubergang zur

Immobilisierungstechnik dar, bei der kein Losungsmittel zum Pragen erforderlich ist.

Bei der Katalyse mit den MIP-Schalen wurde im Laufe der Reaktion eine Beschleunigung der
Reaktionsgeschwindigkeit beobachtet, die offensichtlich auf die spezifischen Wechselwirkungen der
Substrate mit den aktiven Zentren zuriickzufthren ist (Abbildung 69). Im Gegensatz dazu fithren
die CP-Schalen zu keiner signifikanten katalytischen Aktivitit, vergleichbar mit der polymerfreien

Losung.

Immobilisierte Template

3,0
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E m CP
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Abbildung 69: Katalyse der Diels-Alder-Reaktion von Hexachlorocyclopentadien (HCCPD) und Maleinsdure (MS) im
Batchreaktor unter Verwendung der mit dem immobilisierten Chlorendinesdureanhydrid geprigten (bzw. der nicht geprigten)
DVB-MAA-Copolymer-Schalen. Die Reaktion wurde bei 80 °C in 15 ml DMF mit 75 umol MS und 75 pmol HCCPD, sowie mit
entweder 300 mg MIP (A), CP (@) oder ohne Polymer (®) durchgefiihrt. Auftragung der Produktkonzentration gegen die Zeit.

Durch die Standard-MIPs, die mit relativ wenig, d.h. 0,5 ml ACN hergestellt wurden, konnten im
Vergleich zu den MIP-Schalen nur kleinere Produktkonzentrationen erzielt werden. Zum Beispiel
wird mit den MIP-Schalen nach einer Reaktionszeit von 5,5 h 2,2 mmol I Produkt gebildet. Im
gleichen Zeitraum wird mit den Standard-MIPs eine Produktkonzentration von 0,9 mmol I
erreicht, die sich innerhalb der nichsten 2,5 h nicht bedeutend verindert (Abbildung 70). Diese
unterscheidet sich kaum von den Produktkonzentrationen, die mit dem Standard-CP (1,2 mmol 1)
und in Lésung (0,9 mmol I') zu diesem Zeitpunkt erreicht wird. Die entsprechenden Werte fiir die
Technik auf Basis von immobilisierten Template (Abbildung 69) liegen bei 0,7 mmol I' (CP) bzw.
0,9 mmol I (polymerfreie Losung).
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Abbildung 70: Katalyse detr Diels-Alder-Reaktion von Hexachlorocyclopentadien (HCCPD) und Maleinsdure (MS) im
Batchreaktor unter Verwendung der nach der Standardmethode mit 0,5 ml ACN geprigten (bzw. der nicht geprigten) DVB-
MAA-Copolymerpartikel. Die Reaktion wurde bei 80 °C in 15 ml DMF mit 75 umol MS und 75 pmol HCCPD, sowie mit
entweder 300 mg MIP (A), CP (@) oder ohne Polymer (®) durchgefiihrt. Auftragung der Produktkonzentration gegen die Zeit.

Die Katalysatorwirksamkeit der Standard-MIPs, die mit 4 ml ACN hergestellt wurden, ist anders als
erwartet. Mit einer Produktkonzentration von 1,4 mmol 1", die nach 6 h bestimmt wurde, liegt das

MIP sogar unterhalb von seinem CP (1,6 mmol I"). Die Konzentration in der Losung betrigt auch
hier 0,9 mmol I (Abbildung 71).

Standard (4 ml ACN)

A MP
B CP
0 Lsg.

Abbildung 71: Katalyse der Diels-Alder-Reaktion von Hexachlorocyclopentadien (HCCPD) und Maleinsdure (MS) im
Batchreaktor unter Verwendung der nach der Standardmethode mit 4 ml ACN geprigten (bzw. der nicht geprigten) DVB-MAA-
Copolymerpartikel. Die Reaktion wurde bei 80 °C in 15 ml DMF mit 75 umol MS und 75 pmol HCCPD, sowie mit entweder 300
mg MIP (A), CP (W) oder ohne Polymer (®) durchgefiihrt. Auftragung der Produktkonzentration gegen die Zeit.
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Die katalytische Aktivitit des auf Basis von immobilisierten Templaten hergestellten MIP liegt
hoher als die von dem entsprechenden CP. Somit stellt dieses fiir das zugrunde liegende System
den wirksamsten Katalysator dar, deren Effizienz auf die grundsitzlichen Vorteile der
Immobilisierung zurtickgefithrt werden kann. Bei der anderen Methode dndert sich die katalytische
Aktivitat innerhalb der Reaktionszeit praktisch nicht, wobei die Porogenmenge keine bedeutsame
Rolle spielt. Im Gegensatz zu unter Verwendung von 0,5 ml Porogen erzeugten
Standardpolymeren kann aufgrund der ausreichenden Porogenmenge (4 ml) davon ausgegangen
werden, dass die zuginglichen aktiven Stellen geformt werden konnen. Die schwache katalytische
Aktivitit ergibt sich in diesem Fall offensichtlich aus den nicht-spezifischen Wechselwirkungen der
Polymermatrix mit den beiden Substraten. Der Vorteil der auf Basis von immobilisierten
Templaten hergestellten MIPs gegentiber Standard-MIPs in der Katalyse der DA-Reaktion bestitigt

die unter Abschnitt 6.3.1 erhaltenen Ergebnisse.

6.3.4 Enantioselektivitit der MIPs

Die Polymermatrix mit einem chiralen Abdruck kann nach 2.2.3.1 templat-verwandte Molekile
beztiglich der Stereochemie unterscheiden und stirker binden. Wie in Abbildung 72 zu sehen ist,
konnen die MIP-Schalen, die mit dem L-Leu-L-Phe-Z geprigt wurden, bei der Affinitdtsmessung
das Dansyl-Phe-Molekil nicht nur erkennen, sondern auch zwischen seinen beiden
Konfigurationen L. und D unterscheiden, weshalb mit zunehmender Menge an Dansyl-Phe in der

Losung die L-Form stirker als die D-Form vom Polymer gebunden wird.
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Abbildung 72: Affinitit der mit dem Dipeptid L-Leu-L-Phe-Z geprigten MIP-Schalen.

Die Messung wurde bei RT in 1 ml ACN mit 1 g MIP-Schalen, sowie der variablen Menge
Dansyl-L-Phe- (#) bzw. Dansyl-1-Phe-Lésung () durchgefiihrt. Auftragung der relativen
Dansylkonzentration in Uberstand gegen die Aufgabekonzentration der Dansyl-Lésungen.
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Die MIP-Schalen, die dhnliche katalytische Elemente wie das Trypsin (Abschnitt 2.1.3) enthalten,
wurden in der Hydrolyse des chiralen Boc-PheONP zum p-NP und Boc-Phe untersucht, da diese
Reaktion mit klassischen MIPs hinsichtlich der Enantioselektivitit bereits untersucht wurde

(Abschnitt 2.2.3.3).

o - TS
I
o
O,N —> | ON OHo > ow@OH + HO
NHBoc
NHBoc NHBoc

(40) 41) 42) 43)

BOCNH@—\P/O/\(\Q
/o  NHBoc
o

5

(50)

Abbildung 73: Modellreaktion zur Untersuchung der Enantioselektivitdt von katalytisch aktiven MIPs

Das chirale Phosphonat (TSA) weist eine dhnliche Struktur wie der Ubergangszustand (TS) der
Hydrolysereaktion auf (Abbildung 73), da dieses die tetraedrische Geometrie des attackierten
C-Atoms wiedergibt und ein analoges chirales Zentrum besitzt. Das TSA wurde in folgenden

Reaktionsschritten synthetisiert (Abschnitt 5.4.3):

i
@_\ o
H,N o BocNH _OH BocNH@—/
/Pi\ v*» /P\\O e ro m
O7 © 07
47) (49) (50)

Abbildung 74: Synthese des chiralen TSA

Diese Reaktionen (Abbildung 74) wurden in Anwesenheit der Silikapartikel mit dem Ziel
durchgefiihrt, das chirale Templat ausgehend von dem DAP an der Silikaoberfliche zu erzeugen.
Die chemische Modifizierung der Silikapartikel (Abbildung 75) durch die einzelnen Schritte

wurde mit Hilfe der Elementaranalyse verfolgt.

Die Ergebnisse der Elementaranalyse (Abbildung 76) zeigen, dass bezogen auf die Silikamasse der
relative Anteil an Kohlenstoff (C), Wasserstoff (H) und Stickstoff (N) nach Zugabe des
Bernsteinsaureanhydrids und Essigsaureanhydrids (Abbildung 75, 1. Schritt) bei anschlieBender
Immobilisierung des DAP (Abbildung 75, 2. Schritt) angestiegen ist. Die Reaktion des fixierten
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DAP mit dem Boc-S-PheOH (Abbildung 75, 3. Schritt) fithrt zu einer erneuten Steigerung des
relativen Gehalts dieser Elemente, die hinsichtlich des Stickstoffs mit den zur Modifizierung der
Silikapartikel verwendeten Mengen tbereinstimmten. Deshalb wurde davon ausgegangen, dass das

chirale Phosponat an dem Silikatriger wie geplant immobilisiert wurde.

0 o o
NH, NH)LCHQ NH)I\CHS NH)LCH:; o
1. 2. 3, 2
0 0 0 g O/Y\©
NH NH _ NHB:
NH, ——> NH)I\/\,I/OH e NH)I\/\“/ C o —> NH)I\/\“/ o
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NH, NH)LCHQ NH)I\CHQ NH)I\CH3

Abbildung 75: Erzeugung des chiralen TSA an der Silikaoberfliche: 1. Zugabe des Bernsteinsiure-
Anhydrids und Essigsiureanhydrids, 2. Immobilisierung des DAP, 3. Modifizierung mit Boc-S-PheOH
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Abbildung 76: Elementaranalyse zur Kontrole der Modifizierung der Silikapartikel

Nach Polymerisation um die mit immobilisierten Templaten versehenen Silikapartikel und
anschlieBende Auflésung der Silikamatrix mit Flusssaure wurde der Siliciumgehalt im Polymer tGber
eine REM/EDX-Analyse bestimmt. Bei dieser Methode wird die Oberfliche einer Probe mit
einem gebtndelten Elektronenstrahl zeilenweise abgerastert und die entstehenden Sekundarsignale
ausgewertet (REM). Dabet liefert das REM hoch aufgeloste Abbildungen der Probe bis in den
Nanometerbereich. Die Wechselwirkung zwischen Elektronen des Strahls und Elektronenhtillen
der Probenatome fithrt zur Tiefenionisation der Atome und somit zur Emission von
Rontgenstrahlung. Da die Energie der Rontgenstrahlung von der Ordnungszahl der Atome
abhingt, kann anhand der Spektren der energiedispersiven Rontgenspektroskopie (EDX) auf die
chemische Zusammensetzung der Probe geschlossen werden. Im Vergleich zum Kohlenstoff, aus
welchem die Polymermatrix hauptsichlich besteht, konnte in beiden Fillen (MIP und CP) nur
wenig Silicium nachgewiesen werden (Abbildung 91 und Abbildung 92, Anhang).
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Abbildung 77: Modellreaktion zur Untersuchung der Enantioselektivitidt der MIPs

Bei der Reaktion des MIP mit einem Enantiomer des Boc-PheONP (Abbildung 77) wurde in
einem diskontinuierlich betriebenen Batchreaktor die Entstehung des p-NP spektrophotometrisch
am isosbestischen Punkt bei 348 nm verfolgt. Die Ergebnisse wurden mit denen des CP bzw. einer

polymerfreien Losung verglichen.
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Abbildung 78: Verwendung der geprigten (bzw. der nicht geprigten) DVB-MAA-Copolymer-Schalen als Katalysatoren fiir die
Esterhydrolyse von Boc-S-PheONP als Substrat im Batchreaktor. Die Reaktion wurde bei RT in 10 ml einer Lésung von 2,5
mmol I Substrat in 0,05 mol 1" Kalium-Phosphat-Puffer (pH 4,5), sowie mit entweder 100 mg MIP (A), CP (M) oder ohne
Polymer (@) durchgefiihrt. Auftragung der Konzentration eines der Produkte gegen die Zeit.
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Eine schnellere Umsetzung des reinen Enantiomers als Substrat mit dem MIP (Abbildung 78)
gegeniiber dem CP und der polymerfreien Losung weist darauf hin, dass die Informationen tber
die Stereochemie des Templats nach dem Prigen erhalten geblieben sind und bei der Hydrolyse in
Erscheinung treten. Die erhohte katalytische Wirksamkeit des MIP steht im Einklang mit den
Ergebnissen der Polymercharakterisierung. Wie aus der Auswertung der auf REM-Untersuchungen
basierenden Histogramme zu sehen ist, zeigt das MIP eine breitere PartikelgrofBenverteilung als das
CP (Abbildung 79). Zum Umrechnen der einzelnen Partikelklassen (Abbildung 79) in die
entsprechenden Flichen (Tabelle 27) wurde Tabelle 35, Anhang zu Grunde gelegt.

Anzahl Anzahl
207) MIP [0 100" | CP [T100

L Tl e (AW ..
2 4 [ 8 10 2 4 5 3 10

Partikelklasse Partikelklasse

Abbildung 79: Ergebnisse der PartikelgréBenverteilung nach REM-Charakterisierung (Klassifizierung Tabelle 35, Anhang)

Tabelle 27: Auswertung der auf REM-Aufnahmen basierenden Histogramme

Probe MIP CP

Funktion / Einheit Flache / pm? Flache / pm?
Minimum 448 53
Maximum 83290 832601
Standard Abweichung 16139 11222
Durchschnitt 23674 9484

Es unterscheiden sich also das MIP und sein CP bezuglich der PartikelgréBenverteilung, obwohl
bei der Polymerherstellung gleiche Komponenten verwendet wurden (vergleiche 5.4.4). Dieser
Effekt ist auf die Anwesenheit des Templats bei der Polymerisation des MIP zurtckzufithren und
zeigt, dass die beiden Polymere keine identische Morphologie besitzen, wodurch ihre Eigenschaften

(u.a. ihre katalytische Aktivitit) beeinflusst werden kénnen.
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Abbildung 80: REM-Aufnahmen von MIP- (links) und CP-Partikeln (rechts)

Auf den REM-Aufnahmen erscheint das MIP poréser als sein Kontrollpolymer (Abbildung 80).
Der beschriebene unterschiedliche Charakter der MIP- und CP-Oberflichen wurde auch in
weiteren REM-Aufnahmen beobachtet (Abbildung 94, Anhang). Die groflere Porositit, die
normalerweise mit einer grofleren spezifischen Oberfliche verbunden ist, konnte im Rahmen einer
BET-Messung nicht bestitigt werden. Danach weist das CP sogar eine groflere spezifische
Oberfliche als das MIP auf. Die Partikelagglomeration, die in den MIP-Proben auftrat, wurde
durch die REM-Bilder dokumentiert (Abbildung 81). Dies konnte eine Erklirung dafiir sein, dass
bei den MIPs die Ergebnisse der BET-Messungen verfilscht wurden, da die Proben massebezogen
waren und deshalb die Agglomeration der Partikel bei der Bestimmung der Oberfliche nicht mit

erfasst wurde.

Abbildung 81: Agglomerierende MIP-Partikel

Ein schnellerer Abbau des zum MIP passenden Substrats ist ein Indiz fiir die Enantioselektivitat
eines katalytisch wirkenden Stoffes. Eine Aussage tber die Enantioselektivitit der MIP-Schalen zu
treffen, ist nur dann mdéglich, wenn der Verlauf der Reaktionsgeschwindigkeit fiir das MIP mit dem

anderen Stereoisomer des Substrats bekannt ist.
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Trotz fehlender Daten fur die enantiomere Form des Substrats konnen die Ergebnisse der
kinetischen Untersuchung zum qualitativen Vergleich mit denen der Massepolymere herangezogen
werden. Wie bereits erwihnt wurde, verlduft die gleiche Reaktion in Anwesenheit der klassisch
gepriagten MIPs wesentlich schneller (2,5fach) als mit den CPs (Abbildung 93, Anhang). Ein
vergleichbarer katalytischer Effekt kypp/kep ist  erfordetlich, bevor mit den weiteren

Untersuchungen der Enantioselektivitit begonnen wird.

Die Wichtigkeit der Histidingruppe in der Nihe der Serinseitenkette fiir die Erhchung der
Nucleophilie am aktiven Zentrum einer Hydrolase wird vermehrt in der Literatur betont. Auf die
Verwendung des Imidazols als Ersatz fur den Histidinrest in den aktiven Stellen wurde in dieser
Studie aus praktischen Griinden verzichtet, weil die Polymerisation dadurch teilweise gestort wird,
sollte aber in weiteren Arbeiten bertcksichtigt werden, damit die Vorteile der

Immobilisierungstechnik maximal ausgenutzt werden kénnen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

7.1 MIP-Anwendung in der Separation

Die im Abschnitt 6.1.1 prisentierten Ergebnisse zeigen, dass MIPs auf Basis von Antioxidantien
(Abbildung 82) grundsitzlich hergestellt und als spezifische stationire Phasen in der
Flussigkeitschromatographie verwendet werden kénnen, da das jeweilige Antioxidans (BHA, BHT

oder PG) durch die MIP-Siule stirker retardiert wurde.

OH OH OH OH
©)< ©W< >k©)< Ho\g?/OH
/O /O \/\O oH

(30) (31) (32)

Abbildung 82: Chemische Strukturen der untersuchten Antioxidantien: Isomere von
Butylhydroxyanisol BHA (30), Butylhydroxytoluol BHT (31), Propylgallat PG (32).

Eine etwas hohere Affinitit des MIP im Vergleich zum CP wurde beim Aufnehmen der
Durchbruchskurven bestitigt (Abschnitt 6.1.2). Der geringe Unterschied der jeweiligen Polymere
bei der Affinititsmessung in MeOH kann auf das verinderte Quellverhalten der Polymere in
MeOH zurtckgefihrt werden, da dieses nicht beim Prigen als Porogen eingesetzt wurde. Auf die
Giiltigkeit dieser Annahme deuten die Versuche der Batchextraktion hin (Abschnitt 6.1.3). Eine
Anderung des Losungsmittels von MeOH zu ACN (Porogen), fiihrt insgesamt zu einer Erhéhung
der extrahierten Menge auller im Fall von BHA, dessen hohere Adsorptionsfahigkeit in MeOH
offensichtlich nicht nur auf das Prigen zuriickzufthren ist. Anscheinend unterstiitzt das MeOH
nach langer Extraktionszeit (233,5h) die Gleichgewichtseinstellung zwischen dem Isomerengemisch
und den Bindungsstellen besser als ACN. Der Zusammenhang zwischen der extrahierten

Antioxidans-Menge und der verwendeten Festphase in ACN sind in Abbildung 83 dargestellt.
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Abbildung 83: Extrahierte Menge mit MIPs im Batchmodus (ACN)

Die bei der Batchextraktion erzielten Ergebnisse korrelieren nicht mit denen der
Affinititsmessungen. Der besonders hohe Wert fir die Adsorption des BHT-MIP in der
Flussigkeitschromatographie und die milige Effizienz als Festphase im Batchmodus kann auf
andere Effekte zurtickgefiihrt werden. Eine fir dieses Verhalten mogliche Erklarung wurde in 6.1.3

vorgestellt und diskutiert.

Bei der Trennung des PG aus den Proben komplexer Zusammensetzung (Abschnitt 6.1.3) wurde
keine selektive Extraktion erzielt, so dass das entwickelte Konzept auf Basis von MIPs zur Losung
dieses praxisrelevanten Problems aus dem Bereich der Lebensmittelchemie eine Weiterentwicklung

benotigt.
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7.2 MIPs fiir die Racemattrennung

In Abschnitt 6.2 wurde beschrieben, wie Mikrofiltrationsmembranen mit einer MIP-Schicht
verschen werden koénnen und wie sich damit eine kombinatorische Bibliothek aus 45 MIP-
Rezepturen fir R-(—)-2-Phenylbuttersiure (Abbildung 84) aufstellen ldsst. Bei der Polymerrezeptur
wurden sowohl das Porogen als auch das Quervernetzungsmittel variiert. Bei der Optimierung des
Losungsmittels wurden fiir die drei untersuchten Quervernetzer die grofiten relativen Affinititen
mit ACN erzielt. Das DMSO ist fir die Herstellung der MIP-Membranen mittelmiGig geeignet,
und MeOH stellt kein gutes Porogen dar. Dies ldsst sich plausibel durch das Modell nach Snyder
(Abschnitt 6.2.4) begrinden, wobei speziell fir dieses System der Prozess des Prigens durch die
Losungsmittel mit Protonenakzeptoreigenschaften im Gegensatz zu den Losungsmitteln mit
Protonendonoreigenschaften negativ beeinflusst wurde. Aullerdem sind die Losungsmittel mit
ausgeprigten Dipoleigenschaften in diesem Fall gut geeignet, um spezifische MIP-Membranen zu

erhalten.

(33)

Abbildung 84: Chemische Struktur
der R-(—)-2-Phenylbuttersiure (33)

In ACN wurde eine Verschiebung der maximalen relativen Affinitit zu groBen Templat-
Quervernetzer-Molverhiltnissen vom DVB zum EGDMA und TRIM beobachtet, die vermutlich
mit der Flexibilitit der Polymermatrizes zusammenhingt. Die kleinen Molverhiltnisse wirken sich
beim DVB positiv auf die Qualitit der Prigungen aus, wihrend eine grole DVB-Menge aufgrund
der mangelnden Flexibilitit der Bindungsstellen zu einer Verschlechterung der Spezifitit der
Prigungen fithrt (Abbildung 85). Fir die nicht steifen Quervernetzer EGDMA und TRIM tritt das
analoge Verhalten bei grolen T-EGDMA- bzw. T-TRIM-Molverhiltnissen auf, da der kritische

Flexibilitatspunkt erst dann erreicht wurde.
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Aulerdem wurde das Maximum der relativen Affinitit (13) fur das EGDMA erreicht, so dass das
EGDMA in diesem Kontext den am besten geeigneten Quervernetzer darstellt. Auf Basis dieser
Untersuchungen koénnten dann bei der Zusammensetzung T:EGDMA 1:16 in ACN nach einer
Untersuchung der relativen Affinitit der S-(+)-2-Phenylbuttersiure und einem "scale up" dieses

Verfahrens effiziente Membranen fiir den Einsatz in der Racemattrennung erzeugt werden.

EGDMA nax

15
13
11

Relative
Affinitat

TRIMma: | 5 13-15
m11-13
mo-11
m7-9
EGDMA a5-7
O35
01-3

Relative Affinitat

PR w o N ©

8 410 DVB
1:20

Molverhéaltnis

(T:QV)

Abbildung 85: Relative Affinitdit der MIP-Membranen bei verschiedenen Templat—Quervernetzet-
Molverhiltnissen, wobei Quervernetzer (QV) entweder DVB, TRIM oder EGDMA ist (Porogen: ACN)
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7.3 Einsatz der MIPs in der Katalyse

Fir die Katalyse der DA-Reaktion zwischen Hexachlorocyclopentadien und Maleinsdure
(Abbildung 86) wurden MIPs nach der Methode auf Basis von immobilisierten Templaten
hergestellt, um den katalytischen Effekt beziiglich der Standard-MIPs zu verbessern und sich in

dieser Hinsicht katalytischen Antikérpern anzunihern.

Cl Cl
cl o} al
cl o}
Cl // OH “ /
cl + ‘ OH ’ OH
cl \ ¢ cl o
cl o} o
(35) (36) (37)

Abbildung 86: Modifizierte DA-Reaktion

Fir diese biomimetischen Katalysatoren wurden die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante und die
Michaelis-Konstante nach dem Michaelis-Menten-Modell berechnet, nachdem in einem
Experiment die Konzentration eines Reaktionspartners im Uberschuss eingesetzt und die
Konzentration der Unterschusskomponente in Abhingigkeit der Zeit gemessen worden war
(Abschnitt 6.3.2). Die Auftragung nach Lineweaver-Burk ergibt unter Annahme, dass 5 % der
Zentren katalytisch aktiv sind, die folgende effektive Reaktionsgeschwindigkeitskonstante und die

entsprechende Michaelis-Menten-Konstante:
ks=11x 102 s
Ky = 5,8 mM

Nach dem ki /K,-Kritetium (Abschnitt 2.1.4) konnte durch die Anwendung der neuen
Prigemethode der katalytische Effekt der MIPs um eine Zehnerpotenz verbessert werden.
Zusitzlich konnte in einem direkten Vergleich der beiden Methoden (Abschnitt 6.3.3) belegt
werden, dass die MIP-Schalen, die von immobilisierten Templaten ausgehen, effizienter als die
MIP-Massepolymere sind, die bei 80 °C keine erhéhte katalytische Aktivitit aufweisen. Die hohe
relative katalytische Aktivitit der MIP-Schalen, um den Faktor zwei (kyyp/kep), hdngt offensichtlich

mit den generellen Vorteilen dieser Methode zusammen.
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Far die MIP-Schalen wurde eine hohere Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zu den
entsprechenden Kontrollpolymeren und der Reaktion in polymerfreier Losung in einem grof3en
Temperaturbereich  von 60 bis 100 °C festgestellt (Abschnitt 06.3.2). Aus dieser
Temperaturabhingigkeit der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten konnte die Aktivierungsenergie,
einer der wichtigsten kinetischen Parameter, bestimmt werden. Unter Annahme eines
Geschwindigkeitsgesetzes pseudo-erster Ordnung wird fiir die Reaktion in polymerfreier Losung
eine effektive Aktivierungsenergie von 63 kJ mol’ bestimmt. Im Vergleich dazu benétigt die
Reaktion mit dem Kontrollpolymer eine Energie von 60 k] mol” und mit dem MIP 55 k] mol” zur

Aktivierung.
polymerfreie Lésung: 63 kJ mol™ + 3 %
CP: 60 kJ mol™ £ 3 %
MIP: 55 k] mol™ £ 3 %

Damit konnte gezeigt werden, dass sich MIPs als typische Katalysatoren verhalten, weil sie in der
Lage sind, die Aktivierungsenergie der Reaktion abzusenken. Durch eine umfangreiche Studie unter
den Gesichtspunkten der Reaktionstechnik kann sowohl der Reaktortyp als auch die Art der
Reaktionsfithrung fur die Katalyse dieser Reaktion mit MIPs optimal ausgelegt werden, wodurch

eine weitere Verbesserung der katalytischen Effekte erzielt werden konnte.

Die Methode zum Design effizienterer Katalysatoren wurde verwendet, um enantioselektive MIPs
tir die Katalyse der Esterspaltung von Boc-S-PheONP zu Boc-S-Phe und p-NP herzustellen
(Abbildung 87). Dazu wurde ein chirales Phosphonat, das durch die Modifizierung eines nicht-

chiralen Vorldufers (DAP) erzeugt wurde, immobilisiert an Silikapartikeln als Templat verwendet.

O (0]
|
O,N o ——> ON OH + HO
NHBoc NHBoc

(40) 42) 43)
Abbildung 87: Modellreaktion zur Untersuchung der Enantioselektivitit der MIPs
Die kinetischen Untersuchungen, bei denen die Entstehung des p-NP am isosbestischen Punkt

mittels UV-Spektroskopie gemessen wurde, zeigen eine hohere katalytische Aktivitit der geformten

MIP-Schalen verglichen mit entsprechenden CP-Schalen.
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Der moderate Effekt fir die Katalyse des Boc-S-PheONP kann als erster Hinweis fiir eine
enantioselektive Wiedererkennung auf molekularer Ebene verstanden werden. Fiir eine vollstindige
Evaluierung der Enantioselektivitit des polymeren Katalysators und einen Vergleich mit den
enantioselektiven Standard-MIPs missten die MIP-Schalen in der Hydrolyse des anderen

Enantiomers Boc-R-PheONP untersucht werden.

Insgesamt wurde im Rahmen dieses DFG-Projekts die Katalyse folgender chemischer Reaktionen

(Tabelle 28) mit MIPs erforscht:

Tabelle 28: Durch MIPs katalysierte Zielreaktionen

Rkt. | Typ

Substrat

Templat (TSA)

A: Dehydrofluorierung

B: Knoevenagel-Reaktion

C: Diels-Alder-Reaktion

D: Esterhydrolyse mit
enantioselektiven MIPs

4-Fluoro-4-(p-nitrophenyl)-2-
butanon

Benzaldehyd und Diethylmalonat

Hexachlorocyclopentadien und
Maleinséaure

Boc-S-(-)-Phenylalanin-p-
nitrophenylester

N-Benzylisopropylamin

Diethylbenzylmalonat

Immob.
Chlorendinesaureanhydrid

Immob. Ethyl-Boc-S-(-)-
Phenylalaninyl- 4-

aminobenzylphosphonat

Die Katalysatoren wurden dazu entweder als Standard-MIPs oder MIP-Schalen hergestellt
(Tabelle 29), wobei ein fir die MIPs unkonventionelles Format, die Mikrogele, ebenfalls in der

Katalyse eingesetzt wurde.

Tabelle 29: Katalysatorherstellung (Ubersicht)

Rkt. | Polymer Komponenten Polymerisation
FM Qv Init. Porogen Initiilerung T Dauer
A Standard-MIP | MAA EGDMA AIBN CH.CI, uv RT -
Mikrogel MAA EGDMA AIBN  Cyclop. Thermisch 80 °C 4 Tage
B: Standard-MIP | MAA TRIM AIBN DFM Thermisch 71°C 24 h
C: Standard-MIP | MAA EGDMA AIBN CHCI; uv 4°C 20 h
MIP-Schale MAA DVB AIBN - Thermisch 60 °C 15h
D: MIP-Schale MAA DvB AIBN - Thermisch 60 °C 15h
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Unter den in Tabelle 30 angegebenen Reaktionsbedingungen der kinetischen Untersuchungen und
den in Tabelle 31 angefiihrten analytischen Bedingungen konnte der grofte katalytische Effekt fir
die Dehydrofluorierung in einem Batchreaktor bei 50 °C erzielt werden, wobei fiir diese Reaktion
im Vergleich zu anderen Zielreaktionen die ausfithrlichsten Untersuchungen beziiglich der
Reaktionstechnik unternommen wurden. Die durchschnittlichen katalytischen Effekte, die bei den
anderen Reaktionen erzielt wurden, stellen eine gute Basis fiur weitere reaktionstechnische

Untersuchungen von MIP-Katalysatoren dar.

Tabelle 30: Reaktorauslegung (Ubersicht)

Rkt | Polymer Reaktortyp Bedingungen Kat. Effekt
LM T FluBRrate
A: Standard-MIP | Batchreaktor H,O/ACN 50 °C - Kmip / Kcp=6
1:1 (viv)
Festbettreaktor CH,Cl, 35°C 1mimin?t |-
Membranreaktor ACN/H,O 55°C 0,2 ml min™® | kue / kep= 3,8
1:1 (viv)
Mikrogel Batchreaktor Cyclop. 55°C - Kein Effekt
B: Standard-MIP | Festbettreaktor ACN 50 °C 0,5mi min? | Kein Effekt
C: Standard-MIP | Batchreaktor DMF 80 °C - Kein Effekt
MIP-Schale Batchreaktor DMF 60-100°C - kmip / Kep= 2
D: MIP-Schale Batchreaktor Puffer RT - kwip / Kep=1,3
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Tabelle 31: Analysemethoden (Ubersicht)
Rkt | Polymer Reaktortyp Bedingungen
Art Stationére Mobile Detektor T
Phase Phase
A: Standard- | Batch- uv- - - uv RT
MIP reaktor Spektroskopie (268 nm)
Festbett- uv- - - uv RT
reaktor Spektroskopie (250-400 nm)
Membran- | HPLC LC-12 ACN/H,O uv RT
reaktor (12 pm) 1:1 (viv) (268nm)
Mikrogel Batch- HPLC LC-12 ACN/H,O uv RT
reaktor (12 pm) 1:1 (viv) (268nm)
B: Standard- | Festbett- GC Rtx-5 MS H, FID Gradient
MIP reaktor
C: | Standard- | Batch- HPLC PLC-18 ACN/MeOH UV RT
MIP reaktor (12 pm) 6:4 (v:v) (234 nm)
MIP- Batch- HPLC Vydac C-18 DMF/AcOH UV RT
Schale reaktor (10 um) 98:2 (VIv) (325 nm)
D: MIP- Batch- uv- - - uv RT
Schale reaktor Spektroskopie (348 nm)

Angesichts der hier prisentierten Ergebnisse wird erwartet, dass MIPs in absehbarer Zeit ein grof3es

Interesse der chemischen Industrie wecken werden und die Produktion nicht meht nur im Labot-,

sondern auch im Kilogramm- oder Tonnenmalstab stattfinden wird. Besonders attraktiv erscheint

eine breite Anwendung in Separation und Katalyse unter Berticksichtigung von chiralen Templaten

bei der Herstellung von MIPs.
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Anhang
Tabelle 32: Polaritit fiir eine Reihe der Lésungsmittel

Lésungsmittel Polaritdt  Losungsmittel Polaritat  Losungsmittel Polaritat
n-Hexan 0,1 Ethoxybenzol 3,3 2-Picolin 49
i-Octan 0,1 Phenylether 3,4 Aceton 51
Cyclohexan 0,2 Ethylenchlorid 3,5 Methanol 51
Schwefelkohlenstoff 0,3 n-Butanol 3,9 Nitroethan 5,2
n-Decan 0,4 i-Propanol 39 Pyridin 53
Tetrachlormethan 1,6 Tetrahydrofuran 40 Methoxyethanol 55
Triethylamin 1,9 n-Propanol 4,0 Benzylalkohol 5,7
Butylether 21 Chloroform 4,1 Acetonitril 5,8
i-Propylether 2,4 t-Butanol 4,1 Essigsaure 6,0
Toluen 2,4 Benzylether 41 Nitromethan 6,0
p-Xylen 25 Ethanol 4,3 Methylformamid 6,0
Benzol 2,7 Essigsaureethylester 4.4 Anilin 6,3
Chlorbenzol 2,7 Nitrobenzol 4.4 Dimethylformamid 6,4
Brombenzol 2,7 Cyclohexanon 4,7 Ethylenglycol 6,9
Ethylether 2,8 Methylethylketon 4,7 Dimethylsulfoxid 7,2
lodbenzol 2,8 Dioxan 4,8 Tetrafluorpropanol 8,6
Dichlormethan 31 Benzonitril 4,8 Formamid 9,6
Fluorbenzol 3,2 Acetophenon 4.8 Wasser 10,2
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Tabelle 33: Selektivititsparameter fiir eine Reihe von Lésungsmittel

Lésungsmittel Gruppe Polaritat X, X4 Xn Substanzklasse

Hexan I 0,1 - - - Aliphatische Kohlenwasserstoffe

Diethylether I 2,8 0,53 0,13 0,34 Ether

Methanol Il 51 0,48 0,22 0,31 Aliphatische Alkohole

Ethanol Il 4,3 0,52 0,19 0,29

THF I 4,0 0,38 0,20 0,42 Pyridine, THF, Sulfoxide

DMSO I 7,2

Essigsaure v 6,0 0,39 0,31 0,30 Carbonsauren

Benzylalkohol v 57 0,40 0,30 0,30 Aromatische Alkohole

Dichlormethan ~ V 3,1 0,29 018 053 Alphatische halogenierte
Kohlenwasserstoffe

1,2-Dichlorethan V 3,5 0,30 0,21 0,49

1,4-Dioxan VI 4,8 0,36 0,24 0,40 Aliphatische Ketone und Ester

Acetonitril VI 5,8 0,31 0,27 0,42 Dioxane, Nitrile, Sulfone

Ethylacetat Vi 4,4 0,34 0,23 0,43

Aceton VI 51 0,35 0,23 042

Toluol Vi 2,4 0,25 0,28 0,47 Aromatische Kohlenwasserstoffe,

Chlorbenzol Vil 2,7 0,23 0,33 0,44 Nitroverbindungen, aromatische

Nitroethan Vi 52 0,28 0,29 0,43 Ether, halogenierte aromatische
Kohlenwasserstoffe

Wasser VIl 10.,2 0,37 0,37 0,25 Wasser, fluorierte Alkohole
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Tabelle 34: Verwendete Gerite

Gerat Modell Firma / Land

"slurry packer” 1666 Alltech / USA
Kugelmuhle S 100 Retsch / Deutschland
Pumpe P 580 Dionex /Deutschland
Autosampler Marathon Latek / Deutschland
UV Detektor UvD 170 Dionex / Deutschland

Rechner OptiPlex GX 110 Dell / USA

Thermostat Ecoline RE 207 E 200 Lauda / Deutschland

Quecksilberlampe 2000 W Beltron / Deutschland

FTIR-Spektrometer 8201 PC Shimadzu / Japan
Tabelle 35: Die Fliache der einzelnen Partikelklassen

Partikelklasse Von Bis MIP CP

Funktion / Einheit  Flache / pm?  Flache /pm®  Anzahl/-  Anzahl/-

1 0 8400 10 95

3 16800 25200 15

4 25200 33600 12

6 42000 50400 2

7 50400 58800 0

8 58800 67200 0

9 67200 75600 1

10 75600 84000 1
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Abbildung 88: Einsatz der mit dem Chlorendinesdureanhydrid geprigten (bzw. der nicht geprigten) EGDMA-MAA-
Massepolymere als Katalysator fiir die Diels-Alder-Reaktion von Tetrachlorothiophendioxid (TCTD) und Maleinsdureanhydrid
(MSA) im Batchreaktor [94]. Die Reaktion wutde bei 82 °C in 15 ml ACN mit 443 umol MSA und 377 pmol TCTD, sowie mit
entweder 300 mg MIP (A), CP (M) oder ohne Polymer (®) durchgefiihrt. Auftragung der Produktkonzentration gegen die Zeit.
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Abbildung 89: Einsatz der mit dem Chlorendinesdureanhydrid geprigten (bzw. der nicht geprigten) EGDMA-MAA-
Massepolymere als Katalysator fiir die Diels-Alder-Reaktion von Tetrachlorothiophendioxid (TCTD) und Maleinsdureanhydrid
(MSA) im Batchreaktor (Expetiment). Die Reaktion wurde bei 82 °C in 15 ml ACN mit 443 umol MSA und 377 umol TCTD,

sowie mit entweder 300 mg MIP (A), CP (M) oder ohne Polymer (®) durchgefiihrt. Auftragung der MSA-Konzentration gegen die
Zeit.
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Abbildung 91: REM/EDX Spektrum der polymeren Obetfliche (MIP)
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Abbildung 92: REM/EDX Spektrum der polymeren Obetfliche (CP)
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Abbildung 93: Die Ergebnisse der enantioselektiven Katalyse der klassisch geprigten MIPs.
Ergebnisse der Umsetzng von Boc-D-PheONP (links) bzw. von Boc-L-PheONP (rechts)

- .

Abbildung 94: REM-Aufnahmen der enantioselektiven Polymerschalen fiir den Einsatz als Katalysatoren
in der Esterhydrolyse. MIP-Oberfliche (links) im Vergleich zur CP-Oberfliche (rechts)
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