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Kurzzusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Polythiole charakterisiert und hinsichtlich
ihrer Eignung fiir die Anwendung in Klebstoffsystemen untersucht. Teilweise wurden
diese Polythiole synthetisiert, teilweise wurde auf Polythiole aus nachwachsenden
Quellen zuriickgegriffen. Die betrachteten Polythiole lassen sich in zwei Kategorien
einteilen. Zum einen wurde hydrolysiertes Federkeratin untersucht, zum anderen 1,2-

Dithiolane.

Die betrachteten hydrolysierten Keratin-Peptide (KHPs) entstanden im Zuge eines
gemeinsamen FNR-Projekts in wirksamer Zusammenarbeit mit Fraunhofer IGB. Die
Entwicklung der Keratin-Hydrolyse durch Fraunhofer IGB, aus welcher die in dieser
Arbeit eingesetzten KHPs entstammen, wurde dabei durch gezielte Analytik im Rahmen
dieser Arbeit unterstiitzt - eine detaillierte Beschreibung des Hydrolyseprozesses, sowie

der beigesteuerten Analytik ist in Kapitel IV zu finden.

In erster Linie setzt diese Arbeit jedoch nach Erhalt der KHPs ein. Bei diesen handelte es
sich um eine ganzlich neue, nicht-charakterisierte Ressource. Deshalb wurden zundchst
grundlegende Eigenschaften untersucht. Eine Peptidsequenzierung wurde durchgefiihrt
bei welcher festgestellt wurde, dass die KHPs zwar aus einer Vielzahl unterschiedlicher
Peptide bestehen, jedoch ein aus elf Aminosauren bestehendes, polythioles Peptid bis zu
ca. der Halfte der Peptide ausmacht und ca. 60 % der KHPs Polythiole sind (vgl. Kap. V.1).
Als Produkt der Hydrolyse eines Naturstoffes unterliegen diese Werte jedoch bei

unterschiedlichen Chargen einer gewissen Schwankung.

Ein Raman-Messprotokoll wurde entwickelt welches es schafft, der starken
Untergrundfluoreszenz der Keratin-Peptide zum Trotz, aussagekraftige Raman-Analytik
durchzufiihren. Daraufhin wurden die KHPs umfangreich spektroskopisch
charakterisiert und mit den Hiihnerfedern, aus welchen sie hydrolysiert wurden,
verglichen. Besonderer Fokus wurde dabei darauf gelegt die Oxidationsstufe der im

Keratin prasenten Cysteine ermitteln zu kénnen (vgl. Kap. V.2).

Aufderdem wurden die Peptide auf ihre Befahigung zur Filmbildung untersucht. Hierbei
stellte sich heraus, dass die KHPs wie sie erhalten wurden nicht in der Lage waren Filme

zu ziehen. Auch bei Zugabe grofder Mengen von Koaleszenzmitteln. Als Grund hierfiir



konnte der Phosphatanteil von ca. 15 %(w/w), welcher aus dem Hydrolyseprozess
zurlickblieb, ermittelt werden. Daher wurde eine Entsalzungsmethode fiir die Peptide
entwickelt; hierbei erwies sich das Suspendieren in Methanol mit anschlief3ender
Filtration und Einengen des Filtrats als effektivste Methode. Nach der Entsalzung der
KHPs konnte eine starke Verbesserung der Filmbildungseigenschaften gezeigt werden

(vgl. Kap. V.3 bis V.5).

Im Keratin liegen die Thiole in ihrer oxidierten Form, als Disulfide, vor. Um das volle
Potential der Peptide nutzbar zu machen war es daher notwendig eine Methode zur
Reduktion zu Entwickeln. Hierfiir stellte sich das phosphin-basierte TCEP als beste Wahl
heraus. Dieses fiihrt zu einer vollstindigen Reduktion der Disulfide zu den
korrsepondierenden Thiolen. Dies konnte mittels Raman-Spektroskopie, sowie HPLC-
Thiol-Messungen gezeigt werden. Im Anschluss wurde die Filmbildung mit
einhergehender Reoxidiation der Peptide, sowohl mit sich selbst, als auch mit einem

anderen Polythiol durchgefiihrt und charakterisiert (vgl. Kap. V.6 bis V.8).

Insgesamt konnte eine grundlegende Charakterisierung der KHPs, sowie
Anwendungstests durchgefiihrt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die selektive und
vollstandige Reduktion zum Thiol und die anschliefiende gezielte Reoxidation méoglich
sind. Durch die Arbeiten zur Entsalzung konnte aufierdem zur Verbesserung des
Hydrolyseprozesses beigetragen werden indem dieser auf ein anderes Puffersystem

umgestellt wurde.

Neben den KHPs wurden zudem zwei 1,2-Dithiolane auf ihre Eignung fir
Klebstoffsysteme untersucht. 1,2-Dithiolane sind Fiinfringe mit einer internen

Disulfidbindung.

(1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol (DT) konnte erfolgreich synthetisiert werden, wobei
die bereits berichtete Synthese stark verbessert werden konnte. Eine grundlegende

spektroskopische Charakterisierung wurde durchgefiihrt (vgl. Kap. V.9).

Im Anschluss wurde DT fiir die Synthese von Polyurethanen eingesetzt um eine dariiber
ablaufende Vernetzung zu ermdglichen. Zwar konnten erste qualitative Tests eine
Vergelung der DT-PUs durch Hitzeeinwirkung und durch Umsetzung mit Allyl- und
Vinylether-PUs zeigen, doch konnte diese bei rheometrischen Messungen nicht
reproduziert werden. Da DT durch den Thorpe-Ingold-Effekt eine starke Neigung zur

Ausbildung des intramolekularen Disulfids zeigte wurde als Alternative fiir die



Vernetzung von PUs durch 1,2-Dithiolane die Liponsaure herangezogen. Diese bot neben
ihrer Verfligbarkeit aus nachwachsenden Quellen den Vorteil nicht dem Thorpe-Ingold-
Effekt zu unterliegen, was in einem Experiment zu ihrem Verhalten in
Disulfidaustauschreaktionen gezeigt werden konnte. Deshalb wurde die Saure als
Endgruppenreagenz fiir Polyurethane genutzt und es konnte gezeigt werden, dass diese
in der Lage ist iiber die 1,2-Dithiolan-Endgruppen eine Vernetzung zu erzeugen. Somit
konnte Liponsaure als spannende Verbindung fiir die Vernetzung von Polymersystemen

identifiziert werden (vgl. Kap. V.10).
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I. Motivation

[. Motivation

Das stetige Voranschreiten des Klimawandels und die daraus resultierenden Folgen fiir
Umwelt und Menschheit machen ein ziigiges Handeln unabdingbar. Dieses Bewusstsein
hat sich bis heute mehr und mehr in den Képfen der Menschen verbreitet. Schritte wurden
unternommen um den Klimawandel einzudimmen und zu bekdmpfen. So wurde 2015
das Pariser Klimaabkommen geschlossen, in welchem sich zum damaligen Zeitpunkt 195
Nationen verpflichteten, Mafnahmen zum Erhalt der Natur zu folgen und die
Erderwarmung unter 2 °C zu halten.[!] Am 11. Dezember 2019 stellte die EU-Kommission
den European Green Deal vor. Dieser hat sich ein klimaneutrales Europa bis zum Jahr 2050
als Ziel gesetzt und dafiir, neben vielen anderen Bereichen, die Forschung in

Milliardenhohe subventioniert.[?!]

Die Stellschrauben, an denen gedreht werden kann, um eine nachhaltigere Gesellschaft zu
schaffen, sind zahlreich. Von energieeffizienteren Autos und der Abkehr von klassischen
Verbrennungsmotoren, iiber das Vermeiden von Plastikmiill und verstarkte Bemiihungen
beim Recycling,[3-5] bis zu dem Essen auf unseren Tellern. Lokal produzierte Lebensmittel
steigen in ihrer Beliebtheit im gleichen Mafie an, wie das Bewusstsein in der Bevolkerung.
Doch auch die Verkiirzung bzw. Vermeidung von Transportstrecken stellt nur einen Teil
der Losung dar. Insbesondere die industrialisierte Massentierhaltung, welche uns einen
kostengiinstigen Konsum von Fleisch ermoglicht, sieht sich mit einer Reihe von
okologischen Herausforderungen konfrontiert.[®] Eines dieser Probleme ist das Anfallen

von Abfillen, welche nicht verwertet werden kéonnen.[]

Einer dieser Abfille ist das Protein Keratin. Durch die global betriebene
Massentierhaltung ist Keratin eines der haufigsten Biopolymere. Jahrlich fallen global
ca. 2,5 Mio. Tonnen Wollel8-10] und bis zu 65 Mio. Tonnen Federn an.['l 12] Bei einer
angenommenen Dichte von etwa 50 g/L fiir Federn13] bedeutet dies, dass jahrlich 1170
Federnhaufen der Grofe des Eiffelturms errichtet werden konnten. Insbesondere jene
Federn, welche durch die Haltung von Hihnern, Truthdhnen, Gdnsen und anderem
Gefliigel anfallen, sind bis jetzt nicht gut verwertbar und werden zum tiberwiegenden Teil
als Abfall verbrannt oder vergraben.[11.12] Neben dem enormen wirtschaftlichen Potential,

welches in der Verwertung einer solch grofden Menge an kostenglinstig verfligbarem
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I. Motivation

Material liegt, machen es okologische Zwainge, wie der Klimawandel, in Zukunft
lohnenswert, Moglichkeiten zu finden, Keratine als Ressource fiir industrielle Prozesse zu

erschlief3en.

Den Hauptgrund fiir die geringe bisherige Verwertung von Keratin stellt die schlechte
Verfligbarkeit des Proteins als 16sliche bzw. geldste und reaktive Ressource dar.!”! Keratin
ist ein Strukturprotein und weist als solches einen hohen Grad an intra- und
intermolekularer Vernetzung durch Disulfide auf wodurch es nur schlecht durch
klassische organische Losemittel, oder Wasser, in Losung gebracht werden kann.[”]
Gelingt es jedoch das Protein zu l6sen und die Disulfide zu spalten, er6ffnen sich eine

Vielzahl neuer Nutzungsmaoglichkeit fiir die Chemie.

Das KERAbond-Projekt, welches in Kooperation der Henkel AG & Co. KGaA mit
Fraunhofer IGB, unter Forderung des Bundesministeriums fir Erndhrung und
Landwirtschaft, ins Leben gerufen wurde, hat sich eben dies zum Ziel gesetzt. Im Projekt
sollen durch  Hydrolyse und Reduktion von Keratin so genannte
Keratinhydrolyseproteine (KHPs) erzeugt und auf ihre Anwendbarkeit hin untersucht
werden. Die Reduktion, sowie die Charakterisierung der erhaltenen Peptide und die
Untersuchung auf ihre Anwendungsmoglichkeiten sind, neben anderen Dingen,

Bestandteil dieser Arbeit.

Allgemein werden in der vorliegenden Arbeit Polythiole untersucht und zum Teil
synthetisiert. Neben den benannten KHPs, die grundlegend charakterisiert, modifiziert
und auf Thre Eignung zum Ersatz klassischer, erdélbasierter Polythiole untersucht
wurden, stehen auch 1,2-Dithiolane im Fokus. Diese sind Flinfringe mit einer
intramolekularen Disulfidbindung. Durch den Einsatz von 1,2-Dithiolanen lassen sich

potentiell Polyurethan-Polythiole darstellen - auch dies wird behandelt.



II. Zielsetzung

[I. Zielsetzung

Wie in der Einleitung beschrieben, ist diese Arbeit im Kontext des durch das
Bundesministerium fiir Erndhrung und Landwirtschaft geférderten Projekts KERAbond
angefertigt worden. Das KERAbond-Projekt beschaftigt sich mit der Wertschépfung aus
dem Keratin von Hithnerfedern. Um einen Beitrag zum Wandel hin zu einer nachhaltigen
Gesellschaft zu leisten, wurden als Quelle Hithnerfederabfille aus der Gefliigelindustrie

eingesetzt.

Ziel der Arbeit ist, ausgehend von den Keratinhydrolyseproteinen (KHPs), welche durch
den KERAbond-Hydrolyseprozess zur Verfiigung stehen und eine bis dato unbekannte
Ressource sind, eine grundlegende Charakterisierung, sowie eine Untersuchung auf ihre
Anwendbarkeit durchzufiihren. Teil der Charakterisierung, ist die Etablierung einer
Raman-Methode zur  spektroskopischen  Untersuchung, insbesondere des
Oxidationszustandes der Cysteine. Zudem ist es auch Ziel dieser Arbeit die KHPs auf ihre
Fahigkeit zur Filmbildung hin zu untersuchen. Dabei konnen sowohl reine KHP-Filme, als

auch Filme mit weiteren Komponenten betrachtet werden.

Da die Cysteine im Keratin als verbriickende Cystine vorliegen soll zum Erhalt freier
Thiole eine Reduktion vorgenommen werden. Dabei soll die Reduktion nach Mdéglichkeit

vollstandig sein und selektiv zum Thiol fiihren.

Neben den Zielen die durch die Zusammenarbeit im KERAbond-Projekt zustande
kommen ist es ein iibergeordnetes Ziel dieser Arbeit (biobasierte) Polythiole auf ihren
Nutzen fir Klebstoffsysteme zu untersuchen. Dazu sollen entweder biobasierte, oder
selbst synthetisierte 1,2-Ditiolane genutzt werden. Diese sollen in Polyurethanen
eingesetzt und fiir Vernetzungsreaktionen genutzt werden. Dabei ist es moglich, dass die

reduzierte Dithiol-Form oder die oxidierte Disulfid-Form des Dithiolans genutzt wird.



[II. Kenntnisstand

[II. Kenntnisstand

II1.1 Federn und Keratin

Keratin ist ein von Tieren gebildetes Strukturprotein.[14] Es existieren zwei Auspragungen
des Keratins: das a-Keratin welches in Haaren, Wolle, Nageln, Hufen, Hornern und den
Krallen von Saugetieren gefunden wird, sowie [3-Keratin welches strukturgebend fiir die
Schuppen und Krallen von Echsen sowie Vogelfedern ist.[’l Keratin, insbesondere die
B-Variante, ist strukturell eng mit den Spinnenseidenproteinen verwandt. Auf Grund der
Relevanz fiir diese Arbeit wird im Folgenden ein besonderer Fokus auf Federkeratine

gelegt.

I11.1.1 Struktur von Keratin

Aus der Struktur von Proteinen lassen sich eine Vielzahl von Eigenschaften ableiten. So
sind die charakteristischen Eigenschaften des Keratins, seine chemische Resistenz und
geringe Loslichkeit in Wasser und herkdmmlichen organischen Lésemitteln, auf sein
pragendes Strukturmerkmal - den hohen Cystein-Anteil und die daraus resultierenden
intra- und intermolekularen Disulfidbriicken - zuriickzufiihren.[’] Die Strukturen
verschiedener Keratinsorten variieren, doch allgemein befindet sich das Gros der
Cysteine und somit der Disulfidbriicken im amorphen Bereich des Proteins. In Abbildung
[II.1-1 wird dies an Hand der Sequenzen von Federkeratin 1 (CFK1) gezeigt. Daraus wird
erkenntlich, dass fiinf der acht Cysteine in der 98 Aminosauren langen Sequenz im ersten,

23 Aminosauren langen Abschnitt zu finden sind.[15]

Neben den Disulfidbriicken wirken auch Wasserstoffbriicken, hydrophobe und ionische
Wechselwirkungen, sowie ein hoher Grad an Kristallinitdt stabilisierend auf das

Keratin.[”] Der kristalline Anteil des Keratins etwa in Federn betragt bis zu 63 %.[1¢]

Eine Betrachtung der Struktur von Keratin erfordert die Differenzierung von o- und
B-Keratin. Wihrend beide Formen einige strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen,
unterscheiden sie sich in ihrer Sekundarstruktur und der Anordnung der wichtigsten
Aminosauren. Diese Unterschiede und die daraus resultierenden Unterschiede in den

Materialeigenschaften sorgen dafiir, dass die verschiedenen Keratin-Varianten in
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[II. Kenntnisstand

unterschiedlichen Tierspezies und an verschiedenen Stellen zu finden sind, da sie jeweils

spezifische strukturelle Aufgaben erfiillen.[17]

Cysteinreiche Eristalline
Aegion Region

MS FOL RP GPTPLAMS NEP VRO GDERVIGPSH [LPGMLSSFPONTARGS STSARY G 5 ILSEEGVPISSGEF GISGLGSRFSGHR LP

Abbildung II1.1-1: Darstellung einer Feder mit den zugehorigen Disulfidbriicken des Keratins. Darunter
abgebildet ist die Aminosauresequenz von CFK1. Unterschiedliche Bereiche in der Peptidsequenz sind

farblich hervorgehoben. Cysteine sind orange dargestellt.

Fiir ein vollstandiges Verstandnis der strukturellen Unterschiede des Keratins ist es
wichtig zu wissen, dass a- und B-Keratin zwar einen gemeinsamen Vorfahren haben, sich
aber unabhidngig voneinander entwickelten um den Bediirfnissen der verschiedenen
Tiergruppen gerecht zu werden. Die spezifischen strukturellen Anpassungen von a- und
B-Keratin ermoglichen es ihnen, den mechanischen Belastungen standzuhalten, die mit
ihren jeweiligen Funktionen verbunden sind. So muss etwa der Schnabel eines Spechts
hoheren Kraften widerstehen konnen als ein menschliches Haar, welches dafiir eine
grofdere Flexibilitit aufweisen muss um eine warmende Schicht liber der Haut zu

bilden.[17-19]

111.1.1.1 Strukturelle Unterschiede von a- und B-Keratin

a-Keratin kommt vorwiegend bei Saugetieren, einschliefilich des Menschen, vor. Dort ist
es Hauptbestandteil von Haaren, Haut und Nageln. Der Name a-Keratin leitet sich von
seiner Uiberwiegend o-helikalen Struktur ab. a-Helices sind gewundene Strukturen, in
denen sich die Polypeptidkette um sich selbst dreht, stabilisiert durch

Wasserstoffbriicken.20]



[II. Kenntnisstand

Die a-helikale Struktur des a-Keratins ergibt sich aus der repetitiven
Aminosauresequenz. Diese Sequenz enthdlt haufig einen hohen Anteil an Glycin- und
Alaninresten, die eine enge Packung der Helix ermdglichen. Die helikalen Segmente sind
durch als Coil-Segmente bezeichnete, nicht-helikale Bereiche verbunden. Diese Segmente
verleihen dem Protein Flexibilitat und ermoglichen es ihm, mechanischen Belastungen
standzuhalten. Die einzelnen o-Helices fiigen sich zu sogenannten Protofilamenten
zusammen, welche sich wiederum zu Intermediarfilamenten anordnen. Die
Intermediarfilamente werden gebiindelt und bilden ein starkes und elastisches Netzwerk,

das dem Gewebe strukturelle Unterstiitzung bietet. In Abbildung II1.1-2 ist die Anordnung

der a-Keratin-Strukturelemente dargestellt.[7.17.19]

Abbildung I11.1-2: Anordnung der a-Keratin-Helices zu Protofilamenten, sowie deren Anordnung innerhalb

der Intermediarfilamente.

Wahrend das a-Keratin iberwiegend von Sdugetieren gebildet wird, kommt 3-Keratin
hauptsachlich bei Reptilien, Végeln und einigen anderen Wirbeltieren vor. Es ist das
wichtigste  Strukturprotein in Federn, Schndbeln, sowie Reptilien-Schuppen

und -Krallen.[17]

Analog zum a-Keratin erhédlt auch das [(-Keratin seinen Namen von seinem
dominierenden Strukturmotiv - dem 3-Faltblatt. f-Keratin hat im Vergleich zu a-Keratin
eine ausgedehntere und mehrschichtige Struktur. Die [-Faltbldtter stapeln sich
tibereinander und bilden eine starre Anordnung. Die starre Anordnung der Faltblatter,

sowie die Verbriickung der einzelnen Schichten durch Disulfide iibersetzt sich in eine
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hohe Steifigkeit und Biegefestigkeit des (3-Keratins wodurch es hervorragend fiir harte

Korperteile wie Schnabel, Hufe oder Nagel geeignet ist.[7.17.19]

Abbildung III.1-3: Struktur des B-Keratins. Die Aminosduren richten sich in einer p-Faltblattstruktur aus,
die Faltblatter werden dann iibereinandergestapelt und durch Wasserstoff- sowie Disulfidbiicken

stabilisiert.

Eine Auspragung des [3-Keratins ist das Federkeratin. Es unterscheidet sich von anderen
Keratinen bspw. in der Aminosdaurezusammensetzung, sowie der Organisation der
Peptidstrange innerhalb der Federstruktur. Die strukturellen Besonderheiten des

Federkeratins werden im folgenden Unterkapitel genauer ausgefiihrt.

111.1.1.2 Federkeratin und der Aufbau einer Feder

Federkeratin hat einen hohen Gehalt an Cysteinen, welche sich zu Cystinen
zusammenfinden. Die hohe Zahl an Disulfidbriicken sorgt fiir die Ausbildung von starren
und stabilen Strukturen in den Federn, welche fiir die Anforderungen, die an Federn

gestellt werden unerlasslich sind.[17. 21]

Auch wenn Federkeratin zur Familie der 3-Keratine gehort, weist es einige strukturelle
Unterschiede zu anderen Formen von (3-Keratinen auf, die bei Reptilien und anderen
Wirbeltieren vorkommen. Je nach Federtyp weist Federkeratin unterschiedliche
morphologische Variationen auf. So unterscheiden sich bspw. Konturfedern und Daunen

in der Sequenz ihrer Keratine, sowie deren Organisation im Verbund. Trotz der

8
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Variationen im Bereich der Federkeratine kdénnen einige Eigenschaften identifiziert
werden, welche das Federkeratin von anderen [(-Keratinen abgrenzen. Diese
Eigenschaften sind die Anordnung der Faltblatter, Hydrophobie, Disulfidbriicken und die
Uberstruktur der Peptidketten.[17,21]

Federkeratin hat eine charakteristische [-Faltblattstruktur. Die B-Faltblatter werden
durch intermolekulare = Wasserstoffbriickenbindungen zwischen benachbarten
Peptidketten gebildet, wodurch eine planare, ausgedehnte Konformation entsteht. Im
Gegensatz zu anderen [3-Keratinen sind die Blatter des Federkeratins in einer nicht-
gekrduselten, parallelen Anordnung gestapelt, was die Bildung von starren und

elastischen Strukturen ermoglicht.[17]

Wie oben erwahnt weist Federkeratin eine relativ hohe Zahl von Cysteinen auf. So enthalt
das Federkeratin 1 des gemeinen Haushuhns etwa 8 Cysteineinheiten auf 96
Aminosdauren und das Federkeratin 3 auf die gleiche Anzahl Aminosauren 6
Cysteineinheiten. Die daraus resultierenden interchenaren Disulfidbriicken sorgen durch
die Vernetzung der einzelnen Peptidketten fiir eine hohe strukturelle Stabilitat des

Federkeratins. Das Proteinnetzwerk wird so besonders robust.

Dieser hohe Grad der Vernetzung einzelner Peptidstrange fiihrt in Kombination mit
einem hohen Anteil hydrophober Aminosauren wie Isoleucin und Phenylalanin zu einer
gesteigerten Hydrophobie.[?2] Dies ist eine notwendige Eigenschaft fiir die Fahigkeit von
Vogeln zu fliegen, da hierdurch vermieden wird, dass sich die Federn mit Wasser

vollsaugen und so das Gewicht des Vogels erhohen.

Final unterscheidet sich das Federkeratin durch die Anordnung und Packung der
Keratinketten von anderen (-Keratinstrukturen. Die Keratinmolekiile in Federn sind
dicht gepackt, richten sich parallel zueinander aus sodass sie fadenféormige Strukturen
bilden. Diese spezielle Packungsanordnung verleiht den Federn Festigkeit, Elastizitat

sowie Widerstandskraft gegen mechanischen Krafte wahrend des Flugs.[17]

Diese strukturellen Unterschiede im Federkeratin, verglichen mit anderen Keratinen,
sorgen fiir die einzigartigen Eigenschaften der Federn (Festigkeit mit gleichzeitiger

Flexibilitat, Wasserbestandigkeit) die es Vogeln ermdoglichen zu fliegen.[23. 24]
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Neben den molekularen Eigenschaften des Federkeratins ist jedoch auch der
makroskopische Aufbau von Federn bemerkenswert. Dieser ist in Abbildung III.1-4

dargestellt.

Federn werden in den Kiel (Scapus) und die Fahne (Vexillum) unterteilt. Der Kiel ist das
zentrale Element der Feder von welcher die Fahne abgeht. Er dient zur Befestigung der
Feder am Korper des Vogels und zeichnet sich durch seine Stabilitdt aus. Die Fahne ist
verhaltnismaf3ig weicher und verformbarer, sodass sich die Feder an den Koérper
anschmiegen kann. Die Fahne wird weiter in die grofiere Innenfahne (Vexillum interior)
und schmalere Aufdenfahne (Vexillum exterior) unterteilt. Der Kiel wiederum wird
unterteilt in die Spule (Calamus), sowie den Schaft (Rachis) von welchem die Fahne

abgeht.[25]

Bogenstrahlen Aste

Hakenstrahlen

Innenfahne

Schaft

AulRenfahne

Abbildung II1.1-4: Aufbau einer Feder. Unten ist die gesamte Feder dargestellt, bestehend aus Kiel und
Fahnen. Oben rechts ist eine vergrofierte Darstellung der Federadste welche vom Kiel abgehen. Oben links
findet sich eine weitere VergrofRerung welche die ineinandergreifenden Bogen- und Hakenstrahlen zeigt

welche von den Asten abgehen und fiir die Einheitlichkeit der Oberflache der Feder sorgen.

Der Schaft tragt so genannte Federaste (Barbae oder Rami) welche zu beiden Seiten
abgehen. Von den Asten gehen wiederum zwei Typen von Strahlen ab. Die Bogenstrahlen

(Barbulae proximales) und die Hakenstrahlen (Barbulae distales). Die beiden
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Strahlentypen befinden sich auf den gegeniiberliegenden Seiten der Aste, sodass die
Haken der Hakenstrahlen sich um die Bogenstrahlen legen kénnen. Durch diesen stark
hierarchischen Aufbau der Federn wird ihnen Stabilitdt verliehen und sie kénnen an

verschiedene Anforderungen angepasst werden.[25]

I11.1.2 Raman-Spektroskopie fiir die Analytik von Keratin

Die Raman-Spektroskopie stellt eine nicht destruktive Analytikmethode dar, die in der
Lage ist, Informationen iiber die Struktur und die funktionellen Gruppen von Keratin zu
liefern. Aus diesem Grund wurde sie in der Vergangenheit bereits vielseitig zur Analyse
von Keratinen eingesetzt. Die Art des Kkeratinhaltigen Materials ist dabei nicht
entscheidend. Sowohl a-Keratin-Materialien wie Haare, Wolle und Nagell26-28] als auch
B-Keratine in Horn, Hufen oder Federn konnen identifiziert werden.[2% 30] Insbesondere
sticht die Raman-Spektroskopie fiir dieses Anwendungsfeld dadurch heraus, dass sie in
der Lage ist, den Oxidationsstatus des Cysteins zu ermitteln und die Menge an Disulfiden
oder Thiolen zu quantifizieren. Dadurch lasst sich der Erfolg einer Reduktion des Keratins

leicht ermitteln.[27. 28]

II1.2 Keratinaufschluss

Als Ressource mit einem hohen Wertschopfungspotential ist Keratin ein spannendes
Protein. Sein Anfallen in grofden Mengen ist jedoch nicht von Nutzen, solange es nicht
industriell nutzbar gemacht werden kann. Daher wurden iiber die Jahre diverse
Techniken entwickelt, bzw. untersucht, um Keratin aufzuschliefen. Die
Herangehensweisen variieren dabei recht stark, abhdngig von der geplanten potentiellen
Anwendung. Dieses Kapitel liefert einen knappen Uberblick iiber verschiedene
Aufschlussmethoden. Besonderer Fokus wurde dabei auf reduktive Aufschliisse gelegt, da

diese zu Materialien fihren konnen, welche fiir diese Arbeit von Interesse sind.

Die geringe Loslichkeit und hohe Stabilitiat von Keratin erschweren den Aufschluss und
somit den industriellen Einsatz. Da Keratin bereits vor langerer Zeit als vielversprechende
Ressource erkannt wurde, sind in den vergangenen Jahrzehnten diverse Methoden und
Ansatze entwickelt worden, um keratinhaltige Materialien verfiigbar zu machen. Im
Folgenden soll ein Uberblick iiber die bestehenden Methoden, sowie ihre Anwendbarkeit

fur die Zwecke des KERAbond-Projekts geliefert werden.

11
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Tabelle 111.2-1: Uberblick iiber die unterschiedlichen Aufschluss- und Vorbehandlungsmethoden von

Keratin mit dazugehorigen Literaturstellen.

Methode Ubersicht Literaturstelle
Bei der Reduktionsmethode  werden
reduzierende Reagenzien eingesetzt um die | Goddard et al.;31
Disulfidbriicken des Keratins zu spalten. Dabei | Wang et al.[19]
Reduktionsmethode sollen iiberwiegend zwei freie Thiole gebildet | Maclaren et al(32]

werden, je nach eingesetztem
Reduktionsmittel kann es jedoch auch zu

Nebenprodukten wie Bunte-Salzen kommen.

Poole et al.331

Alahyaribeik et al.134]

lIonische Flissigkeiten

und stark eutektische

Ionische Fliissigkeiten und stark eutektische

Losemittel gelten im Allgemeinen als

umweltvertraglich. Es konnte gezeigt werden,

Ferndndez et al.[35

Jiang et al.136]

Losemittel Nuutinen et al.[37]
dass sie in der Lage sind Keratin aufzuldsen.
Keratin welches unter hohem Druck und
hoher = Temperatur mit Wasserdampf
Physikalische behandelt wurde welcher dann schnell | Yu et al.38]
Explosion relaxiert liegt anschlielend in einer | Zhao et al.39]
entwirrten Form mit gespaltenen
Disulfidbriicken vor.
Mikrowellenbestrahlung kann eine dhnliche
Mikrowellen-
Wirkung auf Keratin ausiiben wie eine | Zoccola et al.[*0]
Aufschluss
physikalische Explosion.
Als Naturstoff ist Keratin biologisch abbaubar.
Burtt et al.1*1]
Mikrobielle und Organismen, welche Keratin verwerten
Lin et al.14]
enzymatische konnen, werden als keratinolytisch bezeichnet.
Eslahi et al.1*3]
Methoden Diese Organismen bzw. ihre Enzyme konnten
Offidani et al.[*4

dabei helfen, Keratin verfiigbar zu machen.

Oxidative Methode

Persduren wurden bereits vor langer Zeit zum

Aufschluss keratinhaltiger Materialien

verwendet.

Earland et al.[45]

Alkalische Methode

Heifse alkalische Losungen sind in der Lage
Wollkeratin aufzulésen. Daher sind sie eine

potentielle Option um Keratin aufzuschlief3en.

12
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II11.2.1 Reduktionsmethode

Die Idee der Reduktionsmethode ist es, die Disulfidbriicken, welche mafigeblich die
Struktur des Keratins beeinflussen und seine schlechte Ldslichkeit bedingen, durch
reduktive Spaltung zu o6ffnen und so die Loslichkeit zu erhéhen. Dadurch wiirde die
Verfiigbarkeit des Keratins massiv erhoht, indem das Polypeptidriickgrad als Ganzes
verwendet, oder gezielt in kleinere Fragmente gespalten werden kann. Fir die
Reduktionsmethode wurden iiber die Jahre verschiedene Reduktionsmittel unter

diversen Bedingungen getestet.

I1.2.1.1 Reduktion mit Thiolen

Bereits 1935 fiihrten Goddard und Michaelis Versuche zur Loslichkeit von Woll-Keratin
durch.B1 In diesen Versuchen nutzten sie Thioessigsdaure, oder das entsprechende
Natriumsalz, als Reduktionsmittel. Dabei stellten sie eine Abhadngigkeit der Loslichkeit
vom pH-Wert fest - im sauren oder neutralen Milieu beobachteten sie keinerlei

Loslichkeit; das Optimum lag laut Goddard und Michaelis bei pH 10,5.

Zu spateren Zeitpunkten wurden Mercaptoethanoll*’7l und L-Cystein[1% 48] als
Reduktionsmittel getestet und konnten teilweise gute Ergebnisse liefern. Aus den
Arbeiten zur Reduktion mit Thiolen konnten zudem hilfreiche Additive wie Harnstoff,[4%
50] Thioharnstoff (Shindai-Methode)>1l identifiziert werden. Diese dringen in die Proteine
ein und storen ihre Ordnung, indem sie Wasserstoffbriicken brechen, wodurch eine
Denaturierung des Proteins bewirkt wird.[1% 481 Werden nach dem Aufschluss das
Reduktionsmittel und das Denaturierungsreagenz fiir weitere Anwendungen, bei denen
sie ggf. storen konnten, entfernt, droht die Oxidation der geschaffenen Thiolgruppen und
eine Agglomeration der Polypeptidkette. Um dies zu verhindern, konnen Tenside, wie
etwa Natriumdodecylsulfat (SDS) zugegeben werden.l52 531 Yamauchi et al. berichten
zudem eine Steigerung der Loslichkeit von Keratin durch die Zugabe von SDS.[53] Der
Effekt der erhohten Loslichkeit, konnte ein dhnlicher sein, wie bei der Zugabe von
Harnstoff und Thioharnstoff. SDS ist als Denaturierungsreagenz fiir Proteine bekannt,
sodass die nicht-kovalente Stabilisierung von Keratin durch SDS beeintrachtigt werden
konnte, was die Reduktion der Disulfidbriicken erleichtert. Dieses Ergebnis konnte jedoch
nicht in einer spateren Arbeit von Shrooyen et al. bestatigt werden. Allerdings fanden

Shrooyen et al., dass die Oxidation der Thiole durch SDS verlangsamt wurde.[52]
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Ein bereits lange etabliertes thiolhaltiges Reduktionsmittel fiir die Anwendung an Keratin
ist Thioglycolsaure. Haufig wird auf Grund der verringerten Geruchsbeldstigung das
Ammoniumsalz - Ammoniumthioglycolat - verwendet. Dieses findet bereits seit
geraumer Zeit Anwendung bei Haarbehandlungen, insbesondere bei Dauerwellen. Das
Ammoniumthioglycolat ist in der Lage in das Haar einzudringen und die dort
vorhandenen Disulfidbriicken zu spalten. Dies fiihrt zu einem Aufweichen und einer
erhohten Plastizitat des Haars, sodass die kiinstlichen Locken der Dauerwelle gebildet
werden konnen. Anschlieffend kann das Haar durch Reoxidation der freien Thiole, etwa

mit Wasserstoffperoxid, in der gewiinschten Form fixiert werden.[54]

II1.2.1.2 Anorganische Reduktionsmittel

Eine Alternative zur Reduktion mit Thiolen stellen anorganische Reduktionsmittel dar.
Sulfit-, Bisulfit- und Disulfidanionen sind anorganische Reduktionsmittel, welche in der
Lage sind, Disulfidbriicken zu spalten; dieser Prozess wird Sulfitolyse genannt.[”] Die
Effizienz und Geschwindigkeit dieses Prozesses bestimmt der pH-Wert.[31. 321 Bei der
Sulfitolyse gilt es ebenfalls zu beachten, dass maximal die Hailfte der theoretisch
moglichen freien Thiolgruppen zuganglich ist, da bei der Spaltung des Disulfids ein
Schwefelatom zum Thiolat reduziert wird, wahrend das Zweite zu einem Bunte-Salz
reagiert. Die in Abbildung II1.2-1 gezeigte Sulfitolyse lauft i.d.R. nicht zum vollstandigen
Umsatz ablauft. Happey et al. nutzten in ihrer Arbeit zum Aufschluss von Keratin mittels
Sulfitolyse eine Kombination aus Harnstoff und SDS, um die Ausbeute zu erhéhen.[551 Um
gute Umsitze zu erhalten, miissten die Sulfite jedoch im hohen Uberschuss zugegeben

werden.
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Abbildung I11.2-1: A) Reduktion eines Disulfids durch ein Sulfitanion in basischer Losung (Sulfitoylse). In
basischem Millieu kann es zur Bildung von Bunte-Salzen kommen. B) Reduktion einer Disulfidbriicke im
Keratin durch ein Sulfidion nach Poole et al.[33] Gezeigt ist die heterolytische Disulfidspaltung zum
Perthiocystein und Dehydroalanin. C) Folgereaktionen bei der Keratin-Reduktion mit Natriumsulfid nach
Poole et al.[331 Dehydroalanin kann mit einem weiteren Cystein zu Lanthionin reagieren, oder mit Lysin zu

Lysinoalanin. Beide Reaktionen sind irreversibel.

Ein weiteres anorganisches Reduktionsmittel zur Reduktion von Keratin ist das Sulfidion.
In ihrer Arbeit konnten Poole et al. Keratin mit Natriumsulfid auflésen, wobei sie eine
maximale Ausbeute von 55 % erreichten.[331 Poole et al. beobachteten neben der Spaltung
der Disulfidbriicken auch einige Nebenreaktionen. Die Spaltung des Disulfids geschieht
nicht homolytisch, wodurch Dehydroalanin und Perthiocystein entstehen. Das

Perthiocystein ist labil und zerféllt anschlieflend in Cystein und Schwefel. Wie in
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Abbildung I11.2-1 zu sehen ist, kann das bei der Reduktion der Disulfidbriicke entstehende
Dehydroalanin mit Cystein anschlief}end zum Lanthionin reagieren, oder mit Lysin zum

Lysinoalanin.

Eine weitere Moglichkeit zur Reduktion von Disulfidbriicken in Keratin stellen
Trialkylphosphine dar. Diese filhren zu einer irreversiblen Reduktion der

Disulfidbriicken, sodass hier mit stochiometrischen Mengen gearbeitet werden muss.[>6]

111.2.1.3 Tris(2-carboxyethyl)phosphin

Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) ist ein Phosphin-basiertes Reduktionsmittel,
welches selektiv Disulfide zu Thiolen reduziert. Daher wird es oftmals verwendet, um
Cystin in Proteinen zu reduzieren oder die Bildung von Cystin aus Cystein zu
unterdriicken.[571 TCEP zeichnet sich neben seiner Selektivitdt auch durch seine Fahigkeit
aus, Disulfide quantitativ zu reduzieren, wodurch es nicht in grofen Uberschiissen
eingesetzt werden muss. Zwei Faktoren, welche die Anwendung von TCEP limitieren, sind
seine hohe Sauerstoffsensitat und sein hoher Preis, welcher einen Einsatz im industriellen
Maf3stab verbietet. Fiir Versuche im Labormafdstab kann der Einsatz von TCEP jedoch

sinnvoll sein.

111.2.2 Ionische Fliissigkeiten und stark eutektische Losemittel

II1.2.2.1 Ionische Fliissigkeiten

Ionische Fliissigkeiten sind Salze mit einer Schmelztemperatur unterhalb von 100 °C,
bestehend aus einem organischen Kation und einem entweder organischen oder
anorganischen Anion.[3> 581 Als solche weisen sie eine Vielzahl interessanter und
physikochemischer Eigenschaften auf. Neben ihrem geringen Dampfdruck, der hohen
Leitfahigkeit und geringen Entflammbarkeit, ist vor allem ihr hohes

Solvatisierungsvermdogen flir den Aufschluss von Keratin vielversprechend.[>% 601

Feder- und Wollkeratine konnten erfolgreich in verschiedenen ionischen Fliissigkeiten
aufgelost werden.[61. 62] Dabei identifizierten die entsprechenden Arbeiten jene ionischen
Fliissigkeiten mit einem Chloridanion als am besten fiir den Keratinaufschluss geeignet.
Das in der ionischen Fliissigkeit geloste Keratin kann anschlief3end durch die Zugabe von
Wasser ausgefallt werden. Um bei diesem Prozess Disulfidbriicken zu spalten, muss auch
hier ein Reduktionsreagenz zugesetzt werden - untersucht wurde dies bisher fiir

Natriumsulfit. Durch den Aufbruch der S-S-Bindung entstanden auch hier Bunte-Salze,[61
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62] was im Rahmen des KERAbond-Projekts vermieden werden soll. Die maximalen
Ausbeuten, durch den Keratinaufschluss mit ionischen Fliissigkeiten lagen bei etwa 50
Prozent.l” Die geringen Ausbeuten diirften damit begriindet sein, dass wasserldsliche
Teile des aufgelosten Keratins - was insbesondere Cystein-haltige Peptidfragmente
beinhaltet - durch die Zugabe von Wasser nicht ausgefallt werden kénnen. Dies stellt ein
systemisches Problem dar, welches die Ausbeuten beim Keratinaufschluss mittels

ionischer Fliissigkeiten geringhalt.

IIL.2.2.2 Stark eutektische Losemittel

Stark eutektische Losemittel (engl. Deep Eutectic Solvent, DES) sind i.d.R. Salze aus
quaterndren Ammoniumverbindungen und einem Wasserstoffbriickendonor mit einem
Schmelzpunkt (deutlich) wunterhalb der Schmelzpunkte der beiden einzelnen
Komponenten.[63] Studien mit stark eutektischen Losemitteln konnten &dhnliche
Ergebnisse erzeugen, wie jene mit ionischen Fliissigkeiten.[36. 371 Vorteile gegeniiber
ionischen Flussigkeiten bieten die einfach Herstellung der DES, die damit einhergehenden
geringeren Kosten, sowie die Umweltvertraglichkeit, bzw. biologische Abbaubarkeit von

DES.[63]

111.2.3 Physikalische Explosion

Als physikalische Explosionen werden all jene Explosionen bezeichnet, die weder auf
chemischen, noch auf kernphysikalischen Prozessen beruhen. Die steam flash explosion
und high density steam flash explosion sind zwei Prozesse zur Vorbehandlung
keratinhaltiger Materialien.[7. 51 621 Bei diesen Behandlungsmethoden werden die
Substrate Wasserdampf unter hohen Temperaturen fiir einen Kkurzen Zeitraum
ausgesetzt, wobei der heifle Wasserdampf das Gewebe penetriert. Darauf folgt eine
schnelle Dekompression, diese kann bei der steam flash explosion einige Sekunden dauern
und bei der high density steam flash explosion bis zu 0,0875 s ablaufen.[38] Auf Grund der
verkiirzten Dekompressionszeit letzterer Methode werden zwar durch die auf das Protein
wirkenden Scherkrifte Disulfidbriicken gespalten, das Peptidriickgrad jedoch nicht
angegriffen.[38 511 Die ,reguldre“ steam flash explosion erzeugt keine so rapide
Dekompression, wodurch die Scherkrifte mehr Zeit haben auf das Peptidgeriist zu
wirken. Durch die langere Einwirkzeit erfolgt die Zersetzung des Proteins in kleine
Peptidfragmente - dadurch bedingt stellt die high density steam flash explosion die

interessantere Methode zur Vorbehandlung von Keratin dar.
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Durch die Vorbehandlung von Keratin mittels high density steam flash explosion wird die
enzymatische Zuganglichkeit stark erh6ht. Aufierdem ist die Methode bereits auf 5 m3
Ansatze skaliert worden.[38 391 Dementsprechend stellt die Kombination aus der

Vorbehandlung und einer enzymatischen Methode eine vielversprechende Option dar.

I11.2.4 Mikrobielle und enzymatische Methoden

Neben den klassisch chemischen Methoden zur Reduktion von Disulfidbriicken sollen im
Zuge der Arbeiten an KERAbond auch enzymatische oder mikrobielle Ansatze verfolgt
werden - naheliegend ist dabei der Einsatz von Keratinasen. Diese Enzyme werden von
einer Reihe Bakterien und Pilzen, welche keratinhaltige Substrate als ihre Quelle fiir
Kohlenstoff, Stickstoff und Schwefel nutzen, produziert.[*l. 421 Fiir Federkeratin ist
bekannt, dass dieses insbesondere durch Vertreter der Gattung Streptomyces!64-68] oder
Thermoactinomyces.l66.6%] zersetzt werden kann. Gangige Keratinasen sind unter anderem
Savinasel’0. 711 und Esperase.l’2] Die natlirliche Funktion der Keratinasen ist die
vollstandige Zersetzung des Keratins um die Verwertung der Aminosduren zu
ermoglichen, daher muss beim Arbeiten mit diesen Enzymen darauf geachtet werden,
dass der Anteil an kleinen Peptidfragmenten und freien Aminosduren geringgehalten
wird. Weitere unerwiinschte Nebenreaktionen betreffen die SH-Funktionalitat, welche
beim Spalten der Disulfidbindung erhalten bleiben soll und nicht zu Bunte-Salzen
reagieren oder oxidiert werden. Dies hat direkten Einfluss auf die potentielle
Verwertbarkeit im Sinne des KERAbond-Projekts. Die Anforderungen bzw. Eignungen

unterschiedlicher Herangehensweisen werden in Kapitel I11.2.6 genauer diskutiert.

Andere Proteasen konnen Keratin oft nicht oder nur teilweise abbauen. Dies liegt in der
kompakten Struktur des Keratins, welche durch seinen hohen kristallinen Anteil (bis zu
63 %)[16l zustande kommt, sowie durch die Stabilisierung durch Disulfidbriicken,
begriindet, welche Keratin auch gegeniiber chemischer Behandlung resistent machen.
Insbesondere die dichte Packung der Peptidstrange in den kristallinen Bereichen des
Molekiils erschwert den Zugang fiir herkdmmliche Proteasen. Daher ist auch eine
kombinierte Behandlung des Keratins durch chemisch-reduktive Hydrolyse oder high
density steam flash explosion - um die enzymatische Verdaulichkeit zu erhéhen - und
anschlieffende Behandlung durch Enzyme mdglich. Dennoch wurden auch erfolgreiche
Zersetzungen von Keratin mit nicht ,natiirlich“ keratinolytischen Proteasen durchgefiihrt.

Insbesondere mit Alcalase konnte die Hydrolyse von Keratin verwirklicht werden.[72]

18



[II. Kenntnisstand

II1.2.5 Weitere Methoden

III.2.5.1 Mikrowellengestiitzter Aufschluss

Der Keratinaufschluss tiber Mikrowellenbestrahlung funktioniert ahnlich der high density
steam flash explosion, indem durch die Bestrahlung die Keratin-Lésung erhitzt wird, was
die Denaturierung des Proteins bewirkt. Dabei konnten Ausbeuten von ca. 60 % erzeugt
werden.[*0] Die Methode ist insofern weniger effektiv, dass die Einwirkzeiten und die
Temperatur hoher sind. Zudem geht durch die Mikrowellenbestrahlung der Grofiteil des
Cysteins im Keratin verloren. In einem Versuch sank der Cysteinanteil in Wolle von

9,41 mol% vor dem Mikrowellen-Aufschluss auf 0,5 mol%.[40]

I1.2.5.2 Oxidative Methoden

Oxidative Methoden werden bereits seit ldngerer Zeit eingesetzt, um Keratin
aufzuschliefRen. Dabei werden Persduren wie Peressigsdure verwendet.[4>] Die Ausbeuten
sind schlecht,[”. 73] die Molmasse der Produkte ist grofdtenteils gering und das Thiol des

Cysteins liegt stark iiberwiegend als Cysteinsaure vor.[”]

H1L2.5.3 Alkalische Methoden

Heifde alkalische Losungen konnen eingesetzt werden um Wollkeratin aufzuldsen,[46]
wodurch jedoch Cystein zerstort wird und Abbau des Peptidriickgrads stattfindet. Zudem
werden grofde Mengen alkalischer Losung fiir den Aufschluss und anschliefdend grofde

Mengen saurer Losung fiir die Neutralisierung gebraucht.

I111.2.6 Eignung der verschiedenen Methoden fiir das KERAbond-Projekt

Ziel des KERAbond-Projekts ist es, durch den Aufschluss von Keratin, Hydrolysate mit
uberwiegend Peptidfragmenten mit zwei oder mehr freien Thiolfunktionalititen zu
generieren. Ein geringer Anteil an Peptidfragmenten mit nur einer oder gar keiner Thiol-
Gruppe ist dabei tolerabel. Die angestrebte Polyfunktionalitit eroffnet eine Vielzahl an

Moglichkeiten fiir die Folgechemie der Hydrolysate.
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Abbildung [I.2-4: Mogliche Spaltungen einer Disulfidbriicke in Keratin durch verschiedene

Reduktionsmittel.

Um die Thiolgruppen des Cysteins aus den Disulfidbriicken zu generieren und
anschliefiend vor Oxidation zu schiitzen, ist ein reduktives Milieu notwendig.
Vorangegangene Arbeiten bei Henkel konnten zeigen, dass Ascorbinsdure-Lésungen in
der Lage sind die Stabilitat von Losungen thiolhaltiger Peptide zu erh6hen. Die gleiche
Arbeit konnte eine noch bessere stabilisierende Wirkung von EDTA nachweisen; es
scheint, dass komplexierende Mittel wie EDTA in der Lage sind Cystein-haltige
Peptidfragmente vor der Oxidation des Thiols durch Sauerstoff zu schiitzen. Grund dafiir
ist, die Rolle von Ubergangsmetallen, bereits im Nanomolaren Bereich, als Katalysatoren
fiir die Oxidation zum Disulfid.[74l Durch die Komplexierung sind diese nicht dazu in der

Lage an der Reaktion teilzunehmen.

Die etablierten Methoden zum reduktiven Aufschluss von Keratin werden unter Einsatz
teilweise umweltschadlicher, gesundheitsschadigender oder gar toxischer Thiol-
Reagenzien durchgefiihrt. Im Zuge des KERAbond-Projekts soll auf den Einsatz
umweltschadigender und kostenintensiver Reduktionsmittel wie Thiole, Sulfide oder
Phosphine, sofern méglich, verzichtet werden. Natriumsulfit und Natriumhydrogensulfit
entsprechen diesen Voraussetzungen, allerdings ist es schwierig, mit der Sulfitolyse ohne
die Zugabe hoher Konzentrationen denaturierender Reagenzien hohe Umséitze zu
erreichen. Zudem ist es notwendig, mit groen Uberschiissen zu arbeiten. Zusitzlich
besteht die Gefahr der Bildung so genannter Bunte-Salze; dies ist nicht im Sinne des
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Projekts und soll durch umsichtige Prozesskontrolle weitestgehend vermieden werden,

bspw. indem im sauren pH-Bereich gearbeitet wird.

In der jlingeren Vergangenheit beschaftigte sich die Forschung ebenfalls mit der
elektrochemischen Reduktion von Keratin.[’>] Dieser Ansatz ist zwar noch nicht
ausreichend erforscht um eine fundierte Einschdtzung seiner Realisierbarkeit im
industriellen Mafdstab abgeben zu kdnnen, doch ist die elektrochemische Reduktion von
Disulfiden hinlénglich bekannt,[76-78] sodass dieser Ansatz vielversprechend scheint. Ein
grofer Vorteil einer elektrochemischen Reduktion ist, dass diese ohne
gesundheitsschadliche, petrochemisch-basierte Reduktionsmittel auskommt und somit

eine grine Alternative bote.

Der Ansatz einer enzymatischen Hydrolyse von Keratin scheint vielversprechend, da es
sich um eine griine und u.U. kostengiinstige Methode handelt. Grundvoraussetzung fiir
eine erfolgreiche enzymatische Hydrolyse ist jedoch, dass es gelingt die Hydrolyse so
durchzufiihren, dass keine, oder nur wenige freie Aminosduren entstehen und der
liberwiegende Anteil der entstehenden Peptidfragmente den an sie gestellten
Bedingungen (SH-Zahl >2) entsprechen. Ubermifige oder unspezifische Zersetzungen
des Peptidriickgrads miissten unterbunden werden. Die Kombination aus einer nicht-
enzymatischen Vorbehandlung zur Erh6hung der enzymatischen Verdaulichkeit mit

anschlief3ender enzymatischer Hydrolyse ist ebenfalls denkbar.

Ionische Fliissigkeiten und stark eutektische Losemittel konnten beide ihre Eignung zum
Auflésen von Keratin nachweisen. Allerdings sind die bisherigen Versuche diese
Losemittel zum Aufschluss von Keratin zu verwenden, in ihren Ausbeuten begrenzt.
Hinzu kommt, dass sie nicht in der Lage sind, die Disulfidbriicken des Keratins zu spalten.
Dadurch vermoégen die ionischen Fliissigkeiten alleine nicht die fir KERAbond
gewiinschten Keratinhydrolysate zu generieren. Es existieren jedoch, fiir ionische
Flissigkeiten, Ansitze die Auflosung des Keratins durch die Zugabe von
Reduktionsmitteln zu verbessern. Ein grofdes Problem der Aufschliisse mittels ionischer
Fliissigkeiten stellt die Notwendigkeit des Ausfillens von Proteinfragmenten mit Wasser
dar. Wasserlosliche Bestandteile - also insbesondere die Proteinhydrolysate von
Interesse - konnen so verloren werden, was als Grund fiir die geringen Ausbeuten mit
dieser Methode vermutet wird. Aus diesem Grund stellt die Verwendung von stark

eutektischen Losemitteln eine interessantere Alternative dar; DES zeichnen sich durch
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ihre Umweltvertraglichkeit, sowie einfache Darstellung und damit verbundene geringe
Kosten aus.[®3] Zwar sind auch die stark eutektischen Losemittel nicht in der Lage
Disulfide zu spalten, doch kénnten sie die Ordnung des Proteins storen und so die

Zuganglichkeit fiir Reduktionsmittel erhéhen.

Die Behandlung von Keratin mit Mikrowellenstrahlung kénnte gute Ergebnisse liefern,
jedoch sind die bisher gezeigten Ansatze iiber die high density steam flash explosion
Methode vielversprechender fiir die Vorbehandlung von Federn, da diese zwar die
Disulfidbriicken brechen kénnen, dabei jedoch die Peptidkette iiberwiegend unversehrt
lassen. Die Problematik die sich bei dieser Methode ergibt besteht jedoch darin, dass
hochspezialisierte Anlagen flir die high density steam flash explosion notwendig sind

welche dem KERAbond-Projekt nicht zur Verfligung stehen.

Der oxidative Aufschluss mit Persauren ist aus mehreren Griinden nicht interessant fir
das KERAbond-Projekt. Der wichtigste Grund ist dabei, dass keine freien Thiolgruppen
generiert werden konnen, da Cystein zur Cysteinsdure oxidiert wird. Daher ist diese

Methode fiir KERAbond ungeeignet.

Da der Einsatz stark basischer Losungen Cystein und das Peptidriickgrad angreift, ist

auch diese Methode nicht fiir die Zwecke von KERAbond geeignet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Einsatz von Reduktionsmitteln nicht
umgangen werden kann, um die gewiinschten Peptide zu erzeugen, da anders keine

zuverldssige Spaltung der Disulfide zu Thiolen moglich ist.

II1.3 Chemie der Thiole und Disulfide

Die Chemie des Schwefels wird, wie die jedes anderen Elements, durch seine Position im
Periodensystem bestimmt. Der zentrale Faktor ist dabei seine relativ grofde
Elektronenhiille und die daraus resultierende Polarisierbarkeit sowie das Bestreben die

Valenzhiulle aufzufiillen.[7%]

Im HSAB-Konzept wird Schwefel als weich kategorisiert. Daher reagiert Schwefel
bevorzugt mit anderen weichen Verbindungen.[’°] Einige Schwefelverbindungen, wie
etwa Sulfate, weisen einen hoheren Grad an Harte auf, wodurch sich ihre Reaktivitiat
verandert, doch die fiir diese Arbeit wichtigen Thiole und Disulfide unterliegen dieser

allgemeinen Regel.
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Ein interessanter Vergleich ist mit dem Gruppennachbarn des Schwefels, dem Sauerstoff,
moglich, da die Chemie der beiden an manchen Stellen recht verschieden ist; so zeigt der
Schwefel etwa eine merklich hohere Neigung zur Ausbildung homogener Bindungen in

Form von Disulfiden als dies beim Sauerstoff der Fall ist.
II1.3.1 Thiole

Als Thiole (Mercaptane) werden solche organischen Verbindungen bezeichnet, welche
eine Thiolgruppe (auch Sulfthydrylgruppe), enthalten. Die Thiolgruppe hat einen
mafigeblichen Einfluss auf die chemischen und physikalischen Eigenschaften der

Verbindungen.

111.3.1.1 Chemie der Thiole

Thiole zeigen im Vergleich zu den verwandten Alkoholen eine hohere Aziditat.[8%] Durch
die grofiere Ausdehnung des Atoms kdnnen negative Ladungen besser stabilisiert werden
wodurch das Thiolat-Ion gegeniiber dem Alkoholat bevorzugt ist. So hat die Thiol-Gruppe
des Cysteins etwa einen pKs-Wert von 8,14[811 verglichen mit dem durchschnittlichen
pKs-Wert eines Alkohols von etwa 15. Diese erhohte Bereitwilligkeit zur Bildung eines
Anions korreliert mit einer der charakteristischsten chemischen Eigenschaften der
Thiole: ihre Nukleophilie. Beide sind durch die schwachere S-H-Bindung gegeniiber der
0-H-Bindung sowie der Grofde des Schwefelatoms mit der einhergehenden besseren

Ladungsstabilisierung bedingt.

Thiole sind von Natur aus nukleophil. Insbesondere ihre anionische Form, das Thiolat,
reagiert bereitwillig mit (insbesondere) weichen Elektrophilen wie Alkylhalogeniden,[82]
oder Michael-Systemen.[80. 83, 84] [nsbesondere die beiden letztgenannten Technologien
werden oft in der Klebstoff-Industrie verwendet, um zusammen mit Thiolen
Polymernetzwerke auszubilden. Insbesondere Thiol-En-,Click“-Reaktionen werden

vielseitig eingesetzt - bspw. fiir das schnelle Ausharten von Klebstoffsystemen.[85-88]

Epoxid-Harze stellen eine eigene Klasse der Klebstoffsysteme dar, da sie sich durch ihre
Starke, Langlebigkeit und Chemikalienresistenz auszeichnen. Gepaart mit einer relativ
breiten Anwendbarkeit von Metalloberflaichen bis Holz macht sie das zu einem
attraktiven Ausgangsmaterial.[89] Chemisch betrachtet handelt es sich bei Epoxiden um
Elektrophile, sodass die Aushartung von Epoxid-Harzen durch die Addition von

Nukleophilen geschieht. Gingige Hartereagenzien sind oftmals Amine. Diese reagieren
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hervorragend mit klassischen Glycidylether-Epoxiden, jedoch sehr viel weniger gut mit
anderen Epoxiden wie den aufkommenden, biobasierten, epoxidierten Fetten.[89-921 An
dieser Stelle zeigt sich die Relevanz der Thiol-basierten Harter, da diese, durch ihre
hohere Nukleophelie, verglichen mit Aminen, in der Lage sind auch mit den weniger

reaktiven epoxidierten Fetten zu reagieren.[89-92]

Neben ihrer Rolle in der Aushartung von Epoxid-Harzen finden Thiole auch in Form der
Thiol-En-,Click“-Reaktion grofe Anwendung im Klebstoffbereich. Als quasi-,Click“-
Reaktion lauft diese schnell, selektiv, anndhernd quantitativ und unter einem breiten
Spektrum von Bedingungen ab.[?3] Sowohl regulidre, meist endstandige Doppelbindungen
als auch Michael-Systeme konnen so mit Thiolen reagieren. Bei der Reaktion mit
reguldaren Doppelbindungen kommt die Fahigkeit der Thiole, stabile Radikale auszubilden
zum Tragen, da diese iiber das Thionylradiakal, durch einen Radikalstarter getriggert
ablauft.[°3 %4 Bei der basisch Kkatalysierten Thiol-Michael-Reaktion ist es erneut die

Nukleophilie des Schwefels, welche die treibende Kraft der Reaktion darstellt. [93-95]

Gangige Reaktionspartner fiir die radikalische Thiol-En-,Click“-Reaktion sind unter
anderem Vinyl- und Allylether. Beide sind gute Reaktionspartner fiir die Thionylradikale,
jedoch sind Vinylether besonders gut geeignet, da diese besser in der Lage sind Radikale
zu stabilisieren.[?3.96-99] Die Thiol-En-, Click“-Reaktion ist im Bereich der Klebstoffhartung
vor allem auf Grund ihrer Geschwindigkeit, des geringen Schrumpfes, sowie der
Moglichkeit sie durch Lichtimpulse zu triggern verbreitet.[?31 Das so mogliche sehr
schnelle Ausharten mit geringem Schrumpf ist bspw. fiir das Verkleben von

Kameramodulen attraktiv.

Zusatzlich sind Thiole in der Lage Ubergangsmetalle zu komplexieren, wobei das
Schwefelatom als Donor fungiert. Dies wird etwa in der Katalyse ausgenutzt,[100-102] quch
in der Natur finden sich Thiole, oftmals als reaktive Zentren von Enzymen.[103-105] Cysteine
fungieren auch als Redox-Schalter, um die katalytische Aktivitit von Enzymen zu

regulieren.[106]

Die Fihigkeit, Komplexe mit Ubergangsmetallen einzugehen, ist entscheidend fiir einen
weiteren wichtigen Reaktionstypen von Thiolen. Thiole kénnen durch Oxidation zu
Disulfiden reagieren.[107] Fiir diese Oxidation ist Luftsauerstoff bereits ausreichend.

Jedoch muss dieser als Triplett-Sauerstoff vorliegen, sodass die Oxidation meist nur

24



[II. Kenntnisstand

langsam ablauft.[108 109 Ebenfalls bedarf es der Katalyse durch Ubergangsmetalle, wobei

bereits Konzentrationen im nanomolaren Bereich ausreichend sind.[107]

Der Mechanismus dieser Autooxidation ist nicht vollstandig geklart [74] und scheint von
der Struktur des Thiols, der Anzahl an Thiolgruppen, dem Ubergangsmetall und weiteren
funktionellen Gruppen abhidngig zu sein. Die grundlegende Reaktion lautet je nach

Bedingungen:

M™ + 4RSH + O — > M"™+ 2RS-SR + 2H,0
Oder:

MMt + 2RSH + O —— > M"™ * RS-SR + H,0,

Diese Reaktionen - die Oxidation zweier Thiole zum Disulfid - sind die einzig
stattfindende Reaktion in neutralen und leicht basischen Medien (pH 7- 9).[1101 Wird der
pH-Wert weiter erh6ht kommt es auch zur Bildung von Sulfin- und Sulfonsduren. Bei
pH 12 sind diese die iiberwiegenden Reaktionsprodukte.l’] In sauren Medien erfolgt
keine Autooxidation. Dies wird zumeist dadurch erklart, dass bei niedrigen pH-Werten
keine Thiolate vorliegen welche fiir die Oxidation zum Disulfid notwendig zu sein

scheinen.

Unter Umstinden kann der Ubergangsmetall-Katalysator auch eine inhibierende
Wirkung auf die Autooxidation haben, und zwar dann, wenn die Thiole oder andere
Verbindungen einen stabilen Komplex mit dem Metall ausbilden. Eine solche
Komplexbildung des Metall-Katalysators (bspw. durch EDTA) kann dementsprechend
auch als Moglichkeit genutzt werden, Thiole vor der Oxidation zum Disulfid zu schiitzen,
indem das Metallkation in einen starken Komplex gebunden wird und so die Thiole nicht

an das Kation koordinieren und daran reagieren kénnen.
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Abbildung I11.3-1: Exemplarische Darstellung der beschriebenen Reaktionen von Thiolen an Hand des
Beispiels von Cystein. Stochiometrien wurden nicht beriickstichtigt. 1) (radikalische) Thiol-En-,Click"-
Reaktion 2) Thiol-Michael-Reaktion 3) sauerstoffgetriebene Oxidation zum Disulfid

4) Schwermetallkomplexierung.

I11.3.1.2 Thiole in der Natur

Thiole finden sich in der Natur in einer Vielzahl von Formen und Zwecken. Von
strukturgebenden oder funktionellen Proteinen iiber Boten- oder Abwehrstoffe bis hin
zur Komplexierung von Metallen und unzahligen weiteren Bereichen leisten Thiole durch
ihre Eigenschaften einen unverzichtbaren Beitrag in zahlreichen Organismen. Die hier

genannten Beispiele werden nun genauer ausgefiihrt.

Die Rolle thiolhaltiger Verbindungen in der Natur wird durch ihre oben beschriebene
Reaktivitit bestimmt. So iibersetzt sich etwa die Fahigkeit der Thiole zur
Metallkomplexierung in ihren Einsatz in Metallothioneinen. Dabei handelt es sich um

Proteine, die eine hohe Anzahl freier Cysteine enthalten wodurch sie in der Lage sind
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Metalle zu binden. So kénnen sich Organismen gegen eine Vergiftung durch toxische

Metalle wie Quecksilber, Kupfer oder Kadmium wehren.[111-113]

Neben ihrer Fahigkeit Metalle zu komplexieren ist eine weitere oben beschriebene
Eigenschaft von Thiolen ihre Redoxchemie. Dabei geht es vor allem, aber nicht nur, um
ihre Neigung Disulfide auszubilden. Ein Beispiel fiir die Redoxeigenschaften biogener
Thiole ist Glutathion, welches in der Lage ist durch seine reduktive Wirkung reaktive
Sauerstoffspezies abzufangen und so zum Redox-Geleichgewicht der Zellen

beizutragen.[114-116]

Ebenfalls spielen Thiole eine wichtige Rolle in der Stabilisierung von Proteinen. Die
Thiolgruppe des Cysteins wird zum Disulfid oxidiert, wodurch es inter- oder intrachenar
stabilisierend wirken kann. Dieses Strukturmotiv ist so gangig, dass es unzahlige Beispiele
gibt. Eine Proteinklasse sticht jedoch dabei besonders heraus - die Strukturproteine. Sei
es das fir diese Arbeit wichtige Keratin,1# 1171  Kollagen[118]  oder
Spinnenseidenproteine,[119] alle enthalten oxidierte Cysteine als unverzichtbare

Stabilistationskomponente.

Die Rolle des Cysteins in Proteinen beschrankt sich jedoch nicht nur auf seine Fahigkeit
zur Disulfidbildung und die Stabilisierung. Die freie Thiol-Gruppe des Cysteins findet sich
auch oft im reaktiven Zentrum eines Enzyms wo es einen elementaren Bestandteil des
Reaktionsmechanismus‘ darstellt.[120] Ein Beispiel fiir ein Enzym in dem Cystein eine
tragende Rolle im Reaktionsmechanismus tragt ist Papain. In diesem Fall findet ein
nukleophiler Angriff ausgehend von dem Thiolat des Cys25 auf die Carbonylgruppe eines
Peptids statt. Hierdurch entsteht ein tetraedrischer Ubergangszustand, welcher dann

durch seine energetisch hohere Lage genutzt wird, um die Peptidbindung zu spalten.[121]
I11.3.2 Disulfide

Disulfide sind oxidierte Thiole. Sie bilden sich durch Reaktion mit Sauerstoff durch
Exposition an der Luft.[107-109] Dje Bildung der Disulfide wurde bereits in Kapitel 111.2.1.1
behandelt, sodass in diesem Kapitel vermehrt die Chemie ausgehend von Disulfiden
beschrieben wird; eine Ausnahme bildet die Reduktion von Disulfiden, diese wird in

Kapitel I11.4.1 ausfiihrlich behandelt.
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II1.3.2.1 Chemie der Disulfide
Die Chemie der Disulfide wird durch zwei Reaktionen dominiert: zum einen
Disulfidaustauschreaktionen mit Thiolen[122 123] ynd zum Anderen Austauschreaktionen

zwischen Disulfiden.[124]

Befinden sich Thiolate in der Nahe von Disulfiden kénnen diese eine Austauschreaktion
eingehen. Das Thiolat-Anion fiihrt dabei einen nukleophilen Angriff auf das Disulfid aus.
Als Produkte der Reaktion entstehen auf der einen Seite ein neues Disulfid, auf der
Anderen ein neues, freies Thiolat. Da die Reaktion iiber ein Thiolat-Anion verlauft, findet

sie vor allem im basischen Milieu statt.[122,123]
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Abbildung III.3-2: Oben: Austauschreaktion zwischen einem Disulfid (Dibenzyldisulfid) und dem Thiolat-
Anion des Cysteins. Unten: Schematische Darstellung einer radikalischen Disulfidaustauschreaktion und

ROMP eines cyclischen Disulfids.

Die Disulfidaustauschreaktion zwischen zwei Disulfiden verlauft radikalisch. Freie
Radikale sind per se in der Lage mit Disulfiden zu reagieren; dabei muss es sich nicht
zwingend um ein Thionyl-Radikal handeln. Wird eine Disulfid-Bindung durch Reaktion
mit einem Radikal gespalten entsteht ein freies Thionyl-Radikal welches dann in der Lage
ist weitere Austauschreaktionen mit Disulfiden einzugehen. Daher werden cyclische

Disulfide auch fiir ring6ffnende Methathesepolymersiationen (ROMP) eingesetzt.[125 126]

Strukturell verwandt mit den Disulfiden sind organische Polysulfide. Als organische
Polysulfide werden Verbindungen mit der alilgemeinen Strukturformel R1-S»-R2 mit einem
n>2 bezeichnet. Das vermutlich geldaufigste Vorkommen von Polysulfiden ist die
Vulkanisierung von Kautschuk, bei der elementarer Schwefel an die Doppelbindungen der
Kautschuk-Isoprenoide addiert wird.['27 Durch die Vulkanisierung entsteht ein
elastomeres Polymernetzwerk.
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Auch im Bereich der Kleb- und Dichtstoffe spielen Polysulfide durch ihre speziellen
Eigenschaften eine Rolle. Sie zeichnen sich durch exzellente Wasser- und
Losemittelresistenz aus, was sie fir den Einsatz bspw. fir den Einsatz im
Automobilbereich pradestiniert, wo sie fiir die Montage von Frontscheiben zum Einsatz
kommen.[28] Auch fiir Tanks sind sie auf Grund ihrer Losemittelbestandigkeit gangige
Dichtmittel.[128] Ebenso werden sie werden ihrer chemischen Resistenz als Batteriekleber

verwendet.[129,130]

Dargestellt werden organische Polysulfide meist in einer Kondensationsreaktion
ausgehend von organischen Dihaliden (i.d.R. Dichlorethan oder Dichlorpropan) durch die
Umsetzung mit Alkalimetallpolysulfiden.[131] Die allgemeine Reaktionsgleichung, gezeigt

am Beispiel von Dichlorethan lautet: n NazSm + n CICH2CH2Cl = [CH2CH2Sm]» + 2n NaCl.

II1.3.2.2 Disulfide in der Natur

Da die Chemie der Disulfide untrennbar mit jener der Thiole verwoben ist, wurden
zahlreiche Disulfid-Quellen in der Natur bereits im Kapitel iiber Thiole in der Natur
besprochen. Daher sei an dieser Stelle nur noch einmal auf die Wichtigkeit der Disulfide
in der Proteinstabilisierung,[14 117-1191 sowie ihre Beteiligung an zahlreichen Redox-
Kontrollsystemen!114-116] hingewiesen. Insbesondere fiir Strukturproteine wie Keratin,[17]
Kollagen(132] oder Spinnenseidenproteinel133.134] spielen Disulfide eine tragende Rolle, da
sie in der Lage sind ein hohes Mafd an konformativer Starre in Proteine einzubringen.
Doch auch andere Proteine wie Insulin,[135] oder das Speicherprotein Napin greifen auf
Disulfide als stabilisierendes Strukturmotiv zuriick. Napin ist aus zwei
Aminosaurestrangen unterschiedlicher Grof3e zusammengesetzt. Diese beiden Strange

werden uber zwei interchenare Disulfidbriicken verbunden.[136]

Eine weitere Rolle die von Disulfiden eingenommen wird ist ihre enzymatische Aktivitat.
Ahnlich der Thiole finden sich Disulfide in einer Reihe von Enzymen. Ein Beispiel sind die

Oxidoreduktasen in deren aktivem Zentrum sie am Redox-Mechanismus teilhaben.[137.138]

I11.4 Raman-Spektroskopie

Als Raman-Spektroskopie wird jene spektroskopische Untersuchung bezeichnet, die auf
der inelastischen Streuung von Photonen an Molekiilen oder Festkdrpern beruht.[139] Bis
heute wurden starke Verbesserungen der technischen Moglichkeiten hervorgebracht und

eine Vielzahl unterschiedlicher Raman-Methoden entwickelt.
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Als spektroskopische Methode ist Raman fiir die chemische Betrachtung unléslicher
Proben geeignet. Im Bereich der Klebstoffe ist dies oftmals notwendig, da (hoch)vernetzte
Polymernetzwerke betrachtet werden. Da Raman-Spektroskopie bzw. Raman-Imaging
mit deutlich héheren technischen Anspriichen, sowie hoheren Kosten verbunden ist als
dies bei der IR-Spektroskopie der Fall ist, ist diese bisher nicht gleichwertig etabliert.
Grade fir die Untersuchung von Klebstoffsystemen ist die Raman-Spektroskopie jedoch
durch ihre Stirke in der Betrachtung schwefelhaltiger Systeme sehr interessant.[140]

Daher wurde in dieser Arbeit grundlegende methodische Entwicklung betrieben wurde.

111.4.2 Theoretische Grundlagen

I11.4.2.1 Der Raman-Effekt

Der Raman-Effekt beschreibt die inelastische Streuung von Licht an Molekiilen. Daher
kann die Raman-Streuung auch als Gegenstiick zur Rayleigh-Streuung betrachtet werden
welche die elastische Streuung von Licht an Molekiilen beschreibt.[141]  Der
Energieiibertrag bei einer Raman-Streuung kann in zwei Richtungen ablaufen. Zum einen
ist es moglich, dass die Streuung an einem Teilchen in einem energetisch nicht angeregten
Zustand (No) stattfindet. In diesem Fall wird das Teilchen durch die inelastische Streuung
auf ein virtuelles Energieniveau angeregt von welchem aus es in den nachst niedrigeren
zugelassenen Zustand relaxiert (Ni). Das gestreute Photon hat in diesem Fall eine
geringere Frequenz (und somit Energie) als vor der Streuung. Es findet eine

Rotverschiebung statt. Dieser Fall wird als Stokes-Raman-Streuung bezeichnet.[140, 142, 143]

Alternativ kann das Photon auf ein Teilchen im angeregten Zustand (N1) gestreut werden.
Auch in diesem Fall wird es zu einer weiteren Anregung in ein virtuelles Energieniveau
kommen. Anders als bei der Stokes-Raman-Streuung findet im Anschluss jedoch eine
Relaxation auf ein geringeres Energieniveau als vor der Streuung statt; es kommt zu
einem Energietibertrag vom Teilchen zum Photon. Es findet also eine Blauverschiebung
statt, da das gestreute Photon eine hohere Frequenz als vor der Interaktion mit dem

Teilchen aufweist. Dieser Fall wird als anti-Stokes-Raman-Streuung bezeichnet.[140.142,143]
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Anti-Stokes-

Streuung Rayleigh-Streuung Stokes-Streuung

Abbildung I11.4.-1: Vergleich der Energieniveaus der streuenden Teilchen vor und nach der Interaktion mit

Licht im Fall einer Rayleigh-Streuung, sowie einer Stokes- und anti-Stokes-Raman-Streuung.

Die anregende Lichtquelle, meist ein Laser, muss monochromatisch sein, da sich aus den
Differenzen der Energielevel der gestreuten Photonen verglichen mit dem einfallenden
Licht die Schwingungs- und Rotationsenergien der betrachteten Teilchen bestimmen
lassen. Dies ist der Fall, da diese den Energien der Rot- oder Blauverschiebungen

entsprechen.[142 144, 145]

111.4.2.2 Messgeometrie

Die Messgeometrie wird durch die spezifischen Anforderungen der Messmethode
definiert. So unterscheidet sie sich etwa von der IR-Spektroskopie dadurch, dass fiir die
Anregung der Probe i.d.R. ein Laser verwendet werden muss. Insgesamt ist der Aufbau
eines Raman-Spektrometers darauf ausgelegt, eine kontrollierte und stabile Lichtquelle
bereitzustellen, das Streulicht zu sammeln und zu streuen und die Raman-Spektren der

Probe genau erfassen und analysieren zu kdnnen.
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Ein Raman-Spektrometer besteht in der Regel aus folgenden Hauptkomponenten:[140.146]

1.

Lichtquelle: Die Raman-Spektroskopie verlasst sich zur Anregung der Probe
zumeist auf Laser; in der Regel mit einer Wellenldnge die im Bereich des
sichtbaren Lichts oder im NIR-Bereich liegt. Laser werden verwendet, um eine
monochromatische Anregung nutzen zu kénnen und da die Empfindlichkeit des
Raman-Effekts verglichen mit der der IR-Spektroskopie um den Faktor 10-4
geringer ist.

Optik: Der Lichtstrahl wird durch ein System aus Spiegeln, Linsen und Filtern
durch die Apparatur gelenkt und auf die Probe fokussiert, um anschlief3end wieder
eingefangen und auf den Detektor gelenkt zu werden.

Probekammer: Die Kammer ist so konzipiert, dass die Probe wahrend der
Messung stabil gelagert wird, wodurch die spektrale Auflosung verbessert wird. Je
nach Gerat und Anforderungen der Probe kénnen Temperatur und Atmosphare
reguliert werden.

Spektrometer: Das von der Probe gestreute Licht wird in ein Spektrometer
geleitet. Das Spektrometer besteht aus einem Beugungsgitter oder einem Prisma,
welches das Licht in seine verschiedenen Wellenldngen aufteilt. Das gestreute
Licht wird dann von einem Detektor erfasst.

Detektor: Heutzutage werden zumeist CCD-Detektoren (Charge-Coupled Device)
oder PMTs (Photomultiplier Tubes) verwendet. Die Funktion der Detektoren ist
grundlegend die gleiche: sie sammeln das von der Probe gestreute Licht und
messen die Intensitat bei unterschiedlichen Wellenlangen. Anschliefdend wandeln
sie es in ein elektrisches Signal um, welches dann von einer Software analysiert

werden kann.[144]

Das in dieser Arbeit verwendete Raman DXR3 xi Raman-Mikroskop der Firma Thermo

Scientific verfiigt liber einen CCD-Detektor, welcher in der Lage ist bis zu 1000 Spektren

pro Sekunde aufzunehmen. Derartig schnelle Spektrenaufnahmen sind fiir Anwendungen

im Klebstoffbereich interessant, da sie es ermdglichen auch schnell ablaufende

Reaktionen wie photogetriggerte Thiol-En-Reaktionen, welche im Bereich der

Klebstoffaushartung gangig sind, zu verfolgen. Zudem ist durch so die Aufnahme vieler

Spektren in kurzer Zeit auch eine Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses ohne

massive Erh6hung der Messzeiten moglich, wodurch die Betrachtung schwacher Banden

wie jener der Disulfide oder Thioether erleichtert wird.
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Auch der Einsatz von Raman-Mikroskopen ist gangig. Diese unterscheiden sich im
grundlegenden Aufbau nur geringfiigig vom Spektrometer. Allerdings verfiligen
Mikroskope tiber einige zusatzliche optische Komponenten, die eine ortsaufgeldste
Analyse und Bildgebung ermdéglichen und eine detaillierte Charakterisierung kleiner
Regionen innerhalb einer Probe erlauben. Als Mikroskope enthalten sie ein Objektiv,
welches notwendig ist, um das Laserlicht auf die Probe zu fokussieren und das Streulicht
zu sammeln. Zudem haben Raman-Mikroskope fiir gewohnlich einen Scanning-

Mechanismus und ein bildgebendes System.[147-149]

Der Scanning-Mechanismus ermoglicht es, Raman-Spektren von verschiedenen Stellen
der Probe zu erfassen. Diese Scanning-Fahigkeit ist fiir die Erstellung von raumlich
aufgelosten Raman-Karten oder -Bildern unerlasslich.[144 150,151 Dje raumlich aufgelosten
Raman-Spektren konnen zur Visualisierung und Analyse der chemischen
Zusammensetzung und Verteilung innerhalb der Probe verwendet werden.[147. 1491 Dies
stellt ebenfalls eine attraktive Eigenschaft fiir die Klebstoffforschung dar, da so ein
detaillierter Blick auf Verklebungen geworfen werden kann und Inhomogenititen,
Probleme bei der Substratbenetzung oder andere Faktoren untersucht werden kdénnen,

welche einen (negativen) Einfluss auf die Klebekraft darstellen.

111.4.3 Raman-Spektroskopie im Vergleich mit IR-Spektroskopie

Sowohl bei der Raman- als auch der IR-Spektrsokopie handelt es sich um
schwingungsspektroskopische Methoden Zur Untersuchung molekularer
Zusammensetzungen bzw. der Aufklarung molekularer Strukturen.[142] Sie unterscheiden
sich jedoch in der Art und Weise, wie sie Molekiilschwingungen untersuchen, und in der
Art der Informationen, die sie liefern. So zeigen Raman- und IR-Spektroskopie
unterschiedliche Starken und Schwachen beim Nachweisen von funktionellen Gruppen.
Dabei komplementieren sie sich jedoch oftmals. Im Folgenden wird beschrieben nach
welchen Kriterien die geeignete Wahl zwischen diesen beiden Methoden getroffen

werden kann.

Zunachst einige allgemeine Aspekte: Die IR-Spektroskopie zeichnet sich gegeniiber der
Raman-Spektroskopie durch ihre Messgeschwindigkeit und -einfachheit aus. Raman-
Messungen dauern meist ldnger und miissen an die Probe angepasst werden (Wahl des

Lasers, Laserstarke, Belichtungsdauer und Zahl der Scans), wahrend IR-Messungen in
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aller Regel mit einer Standard-Methode vermessen werden kénnen. Die IR-Spektroskopie

ist zudem bei der Vermessung von Gasen iiberlegen.

Fir die Auswahl einer Methode miissen diverse Faktoren berticksichtigt werden. Im
Anschluss sollen zwei zentrale Faktoren besprochen werden: Die zu betrachtende

funktionelle Gruppe und die Farbe bzw. Transparenz der Probe.

Das wichtigste Auswahlkriterium stellt die funktionelle Gruppe von Interesse dar.
Funktionelle Gruppen haben unterschiedliche Sensitivititen gegeniiber beiden
Methoden, was dazu fiihrt, dass diese unterschiedlich starke Banden erzeugen.[146, 152]
Allgemein gilt, dass die Polaritat einer Gruppe tiber ihre Sichtbarkeit im IR entscheidet,
wahrend Raman-Sensitivitat mit steigender Polarisierbarkeit zunimmt. Dies bedeutet,
dass unpolare Bindungen und funktionelle Gruppen mit grofen Atomen oftmals besser
im Raman-Spektrum zu erkennen sind, wahrend polare Bindungen und funktionelle
Gruppen mit Atomen der ersten beiden Perioden eine stirkere Bande im IR-Spektrum

abgeben.[146,152]

Daraus ergibt sich, dass die Thiol-Gruppe des Cysteins besser im Raman-Spektrum zu
erkennen sein wird, da der enthaltene Schwefel eine grof3e Elektronenhiille besitzt und
die S-H-Bindung nicht stark polarisiert ist.[140. 144 153] Wird Cystein zum Disulfid oxidiert,
ist die resultierende Bindung gdnzlich unpolar und besteht zwischen zwei
Schwefelatomen; die Disulfidbande wird also im Raman-Spektrum besser zu erkennen
sein.[154.155]1 Wird das Cystein jedoch zur Cysteinsaure oxidiert, ist die Sulfit-Gruppe durch
die drei gebundenen Sauerstoffatome stark polarisiert, sodass hier eine Vermessung

mittels IR vielversprechender ist.[156]

Neben der funktionellen Gruppe ist auch die Farbe bzw. Transparenz der Probe ein
wichtiger zu betrachtender Faktor. Die IR-Spektroskopie wird hierdurch nicht oder nur
geringfligig beeinflusst. Die Raman-Spektroskopie hingegen zeigt die besten Ergebnisse
fir transparente oder helle Proben, da sie empfindlich gegeniiber Untergrundfluoreszenz
ist, welche meist effektiver als die Raman-Streuung ist, sodass diese die Raman-Banden
tiberlagert. Dies kann durch Photobleaching, durch langerfristige Exposition der Probe
gegeniiber dem Laser, minimiert werden, jedoch muss dafiir die Probe fiir langere Zeit
mit dem Laser beschossen werden was bei stark absorbierenden Proben (dunklen
Proben) zu einer starken Aufheizung oder gar zur Verbrennung der Probe fiihren
kann.[140]
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Ein dritter, entscheidender Faktor fallt an, wenn Proben in Losung vermessen werden
sollen. Meist ist die Konzentration des Losemittels grofier als jene der Probe. Daher kann
es schnell zu einer Uberlagerung der Proben-Signale durch die Losemittel-Signale
kommen. Unpolare Losemittel wie Alkane sind also bei Raman-Messungen kritisch. Ein
grofder Vorteil ergibt sich jedoch beim Vermessen von wassrigen Proben. Wasser gibt eine
starke Bande im IR-Spektrum ab, wodurch das Messen von wassrigen Proben mittels IR
massiv erschwert wird. Durch seine Polaritit zeigt Wasser jedoch keine starke Raman-
Streuung, weshalb das Messen wadssriger Proben mittels Raman-Spektroskopie

unproblematisch ist.

Die Methodenwahl muss also basierend auf der Polaritidt bzw. Polarisierbarkeit der zu
betrachtenden funktionellen Gruppe getroffen werden. Daneben ist auch die Farbe bzw.
Transparenz der Probe entscheidend, da es bei der Raman-Spektroskopie durch den
Einsatz eines Lasers schnell zu Untergrundfluoreszenz und dem Aufheizen der Probe

kommen kann.
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[V. Vorarbeiten und Ergebnisse des Projektpartners:

der KERAbond-Hydrolyseprozess

Die Entwicklung des Hydrolyseprotokolls verlief, im Zuge des KERAbond-Projekts, im
engen Austausch zwischen der Henkel AG & Co. KGaA und dem Fraunhofer-Institut fiir
Grenzflachen-und Bioverfahrenstechnik IGB sowie dem Fraunhofer-Zentrum fiir
Chemisch-Biotechnologische Prozesse CBP als wirksame Zusammenarbeit, gemafs der
Forderfibel der FNR und derDefinition des Unionsrahmens fiir staatliche Beihilfen zur

Forderung von Forschung, Entwicklung und Innovation der Europaischen Union.[157]

Die Laborarbeiten zur Entwicklung sowie dem Upscaling der Keratin-Hydrolyse
geschahen im Zuge einer parallel laufenden Promotion und fanden an den beiden
genannten Fraunhofer-Instituten statt. Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit dem
Beisteuern von Analytik, sowie mit der Aufarbeitung, Anwendung und Reduktion der

KHPs - diese Ergebnisse werden liberwiegend in den Kapiteln V.1 bis V.8 besprochen.

Zwar ist der angestrebte Hydrolyseprozess zur Darstellung von KHPs
(Keratinhydrolyseproteinen) mit relativ geringem Molekulargewicht und freien Thiolen
eine Neuheit, doch wurden in den letzten Jahren bereits mehrfach Prozesse zur Hydrolyse
von Keratinen entwickelt. Hierdurch besteht bereits ein Wissensschatz aus welchem
geschopft werden kann. Daher konnte die Entwicklung des Hydrolyseprozesses auf drei
Hauptsdulen heruntergebrochen werden. Dabei handelt es sich um die Untersuchung von:
a) Reduktionsmitteln, b) Enzymen und c) chaotropen Reagenzien. Weiter bedurfte es
selbstverstandlich auch der Optimierung der Reaktionsbedingungen, sowie der
Aufarbeitung. In Abbildung IV-1 wird eine Ubersicht der iiber zwei Jahre, in einer Vielzahl
von Experimenten optimierten und aufeinander abgestimmten Faktoren der

Prozessentwicklung bzw. —~optimierung gegeben.
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* Thiole

* Sulfite

Schwefelfrei

Kein Reduktionsmittel

» Unspezifische Proteasen
» Spezifische Proteasen
* In Sifico Abbau
Sequenzierungen

Reaktionsdauer
* Reaktionstemperatur
* Wahl eines Puffersystems
* Wahl eines Chaotrops

» Filtration
* Fillung
» pH-Neutralisierung

Abbildung IV-1: Die Abbildung zeigt die fiir die Hydrolyse betrachteten Faktoren, eingeordnet in vier
libergeordnete Gebiete. Diese Gebiete sind die Wahl eines Reduktionsmittels, die Wahl eines Enzyms, die
Ermittlung optimaler Reaktionsbedingungen, sowie die Aufarbeitung nach der Hydrolyse. Wie durch die
Pfeile indiziert, war es notwendig die einzelnen Faktoren in einer Vielzahl von Experimenten immer wieder

aufeinander abzustimmen.

Bevor eine Untersuchung der Hydrolysebedingungen moglich war, musste zunachst eine
Reinigung sowie eine Zerkleinerung der Federn etabliert werden. Die Federn wurden
ungereinigt von einem Schlachthof bezogen und sind daher mit Blut, Exkrementen und
weiterem Schmutz kontaminiert, wodurch sie einen guten Nadhrboden fiir Keime
darstellen. Daher mussten die Federn vor der weiteren Behandlung zum Schutz der im
Labor befindlichen Menschen und des Substrats, sowie zur Verhinderung einer moglichen
Zersetzung durch Mikroorganismen, dekontaminiert werden. Gemaf3 den Vorgaben, des
Gesetzgebers, erfolgte dies durch Autoklavierung (121°C, 2 atm, 15 min). Nach der

Autoklavierung wurden die Federn bei -20 °C gelagert.

37



[V. Vorarbeiten und Ergebnisse des Projektpartners: der KERAbond-Hydrolyseprozess

Die  Autoklavierung befreit die Federn von Keimen, wodurch keine
Gesundheitsgefahrdung mehr méglich ist und eine mikrobielle Zersetzung der Federn
wahrend der Lagerung ausgeschlossen werden kann. Die Verunreinigungen werden auf
diese Weise jedoch nicht entfernt, weshalb die Federn im Anschluss an die
Autoklavierung durch Waschen in einem Waschtrockner mit einem Basiswaschmittel
ohne Enzyme oder sich auf den Federn ablagernden Zusatzen bei 30 °C gewaschen. Nach
dem Waschen wurden die Federn fiir mehrere Tage an der Luft getrocknet, da die Federn

nach dem Waschvorgang noch Restfeuchte enthielten.

Die autoklavierten, gewaschenen und getrockneten Federn konnten dann in einem
handelsiiblichen Kiichenmixer zerkleinert werden. Die zerkleinerten Federn wurden
anschlieflend luftdicht in Plastikbeuteln verpackt und bis zur weiteren Nutzung bei

Raumtemperatur gelagert.

Fir die anfangliche Entwicklung eines Hydrolyseprotokolls konnte sich zunachst an
Wissen aus der Literatur orientiert werden. Von der Vielzahl bereits etablierter Keratin-
Hydrolysemethoden wurde, aufgrund der an die KHPs gestellten Anforderungen (freie
Thiole) zunéchst fiir eine reduktive Hydrolysemethode als Vorlage gewahlt. Als Vorbild
diente die Arbeit von Xu et al, in welcher Federkeratin in einer 8 M Harnstofflosung mit
10 % (w/w) Cystein-Losung reduziert wurde. Die Hydrolyse fand dort bei einem pH von

10,5 und einer Temperatur von 70 °C statt. Die Hydrolysedauer betrug zwolf Stunden.[158]

In einer Adaption der Methode von Xu et al. wurden Hiithner- oder Gansefedern mit einer
wassrigen, Harnstoff-haltigen Reduktionslosung versetzt. Nach der Hydrolyse folgte eine
Fest-Fliissig-Trennung; beide Phasen wurden danach analysiert. Neben dem von Xu et al.
eingesetzten Cystein, dessen Fahigkeit Hiihnerfedern zu zersetzen bestitigt werden
konnte, wurde noch eine Reihe weiterer Reduktionsmittel untersucht. Einige dieser

Reduktionmittel zeigten ebenfalls gute zersetzende Eigenschaften.

Untersucht wurden insgesamt zwolf Reduktionsmittel. Dabei wurden die besten
Ausbeuten, in Ubereinstimmung mit den Befunden der Literatur, beim Einsatz von
Thiolen oder Sulfiten erreicht. Sulfite zeigen zwar ein starkes Reduktionspotential fiir
Disulfide, jedoch sind sie auch in der Lage Bunte-Salze zu erzeugen,[>> 159 wodurch ihr

Einsatz fiir KERAbond nicht optimal ist.
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Durch die Anforderung an die Peptide, freie Thiole zu enthalten, kommen fiir die
Entwicklung der Hydrolyse nur jene Reduktionsmittel in Frage, welche in der Lage sind
Disulfide selektiv in Thiole zu spalten. Reduktionsmittel, die dazu nicht im Stande sind,
dienen hier lediglich als Referenz fir die Zersetzungseffektivitit. Auch Tris(2-
carboxyethyl)phosphin (TCEP) vermag lediglich als Referenz zu dienen, da es auf Grund
seines hohen Kostenpunkts und seiner Sauerstoffempfindlichkeit ausscheidet, weil diese

Eigenschaften einen Einsatz im grofden Maf3stab verbieten.

Die Ergebnisse der Literatur, dass hohe Konzentrationen chaotroper Reagenzien
(vorwiegend Harnstoff) notwendig sind um die Hydrolyse von Keratin zu begiinstigen
konnten ebenfalls in einer Reihe von Versuchen bestatigt werden. Daraus folgt, dass fir
eine effektive chemische Hydrolyse grofde Mengen Chemikalien eingesetzt und spater
entfernt werden missen. Da der Hydrolyseprozess in grofderem Mafdstab stattfinden und
dabei kostengiinstig soll, wurden als nachstes Alternativen zur hydrolytischen Zersetzung
von Keratin gesucht. Hierbei fiel der Fokus auf eine enzymatische Zersetzung der

Hihnerfedern.

Ein Blick auf die Aminosauresequenz von CFK 1 zeigt, dass sich am N-terminalen Ende
eine 23 Aminosauren lange Domane befindet, die fiinf der acht Cysteine enthalt. Dieser
Doméane folgt eine Region, welche einen starken Hang zur Ausbildung von
B-Faltblattstrukturen aufweist. Idealerweise wire es moéglich, am Ubergang dieser beiden
Domaénen zu schneiden, sodass die cysteinreiche Aminosdauresequenz erhalten bleibt.

Hierfiir wurde eine Reihe spezifischer und unspezifischer Proteasen untersucht.

Fir die enzymatische Hydrolyse wurden zunichst unspezifische Proteasen getestet.
Hierfiir wurden vier Subtilisin-artige Enzyme untersucht. Umfangreiche Untersuchungen
zur Qualifizierung der einzelnen Proteasen, sowie zur Hydrolysedauer zeigten ein
Optimum des Hydrolysezeitraums bei 16 - 19 h und, dass alle betrachteten Enzyme eine
deutlich grofdere Menge Keratin in Losung zu bringen vermochten, als dies in den
Negativkontrollen beobachtet wurde. Jedoch wiesen die unspezifischen Proteasen auch
hohe Anteile nicht eindeutig identifizierbarer Verbindungen auf (bis zu 28 % (w/w)).
Durch Umsetzung mit Ninhydrin und anschliefRender UV/VIS-spektoskopischer
Betrachtung bei 570 nm konnte das Vorhandensein von Aminofunktionalitdten
nachgewiesen werden, sodass es sehr wahrscheinlich ist, dass es sich, zumindest in

Teilen, um freie Aminosiauren handelt.
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Der hohe Anteil freier Aminosauren weist auf eine starke Zersetzung des Peptidriickgrads
hin. Da lediglich Peptidoligomere mit einem moglichst hohen Anteil an Cystein im Sinne
des KERAbond-Projekts liegen, sollen hohe Anteile niedermolekularer Verbindungen wie
freier Aminosauren vermieden werden. Aus diesem Grund wurden als nachstes

spezifische Proteasen auf ihre Keratin-Hydrolyse-Eigenschaften untersucht.

Basierend auf dem Hydrolyseprotokoll der unspezifischen Proteasen wurden als nachstes
Hydrolysen mit spezifischen Proteasen liber 19 h durchgefiihrt. Es wurden vier Enzyme
je ohne Reduktionsmittel und mit Natriumsulfit getestet. Das Natriumsulfit diente zur
Kontrolle, ob ein reduktives Millieu durch eine etwaige Spaltung der Disulfide eine
verbesserte Hydrolyseeffektivitit bietet. Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle
durchgefiihrt, gegen die die vier Enzyme verglichen wurden. Von den getesteten Enzymen
brachten Papain und Trypsin etwa die Halfte der eingesetzten Masse in Losung und waren
damit die effektivsten. Die Zugabe von Natriumsulfit fithrte in allen Fillen zu einer

Erhohung der Ausbeute.

Um eine Entscheidung fiir die Wahl der Protease fiir das finale Hydrolyseprotokoll zu
treffen, wurde die theoretische Fragmentierung des Keratins bei einem Verdau mit den
unterschiedlichen Enzymen errechnet. Hierbei erwies sich Trypsin als am besten
geeignet, da es zwei interessante Polythiol-Fragmente erzeugen wiirde. Hierdurch fiel die
Wahl auf Trypsin, da dieses nach dem in silico Verdau zwei Peptidfragmente, welche im

Sinne des KERAbond-Projekts sind, als Hauptfragmente aufweisen sollte.

Ein weiterer Vorteil des Trypsins ist, dass es keine hochspezifischen Anforderungen fiir
eine effektive Hydrolyse stellt. Daher konnte hier mit einem 50 mM Kaliumphosphat-
Puffer bei pH 7,8 gearbeitet werden. Der Einsatz eines Reduktionsmittels oder eines
denaturierenden Reagenzes war nicht notwendig. Daher wurde die Betrachtung der
Reduktion des Keratins im Anschluss an die Hydrolyse bevorzugt. Diese ist Teil dieser

Arbeit und wird in Kapitel V.6 behandelt.

Basierend auf den erzeugten Daten musste nun ein finales Hydrolyseprotokoll fiir das
Upscaling bestimmt werden, damit grofiere Mengen Federnhydrolysat zur weiteren
Charakterisierung und fiir grundlegende Anwendungstests erzeugt werden konnten. Die
meisten grundlegenden Parameter standen bereits fest (50 mM Kaliumphosphat-Puffer,
pH 7,8, Konzentration Trypsin 1,18 g/1), die Dauer der Hydrolyse wurde auf 16 h bis 19 h
festgelegt, da diese bereits ausreichen einen Grofiteil des Proteins in Losung zu bringen.
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Zwar bewirkt eine hohere Hydrolysedauer auch einen Anstieg in der Ausbeute der in
Losung gebrachten Peptide, jedoch in einem undkonomischen Verhaltnis. Der finale

Prozess ist schematisch in Abbildung IV-2 dargestellt.

Enzymatische Hydrolyse:
1,47 kg vorbehandelte Hihnerfedern

30 g Trypsin, KH,PO, (186 g}, K;HPO, (65 g)
Wasser (251), pH 7.8
50°C19h

Abbildung IV-2: Schematische Ubersicht iiber den KERAbond-Hydrolyseprozess.

Basierend auf den Arbeiten von Kurz et al.['601 und Hansen et al.[161] konnte, wahrend der
Entwicklung der Keratin-Hydrolyse, eine HPLC-Methode zur Bestimmung von Thiol- oder
Disulfidgehalten in KHP-Proben entwickelt werden. Dazu wurde zunéchst eine L-Cystein-
Hydrochlorid-Monoyhdrat Losung (10 mM) in vollentsalztem Wasser angesetzt, aus
welcher dann eine Konzentrationsreihe von L-Cystein-Hydrochlorid-Monohydrat
Losungen mit Konzentrationen zwischen 5 mM und 5 pM als Standards hergestellt wurde.
Ebenfalls wurde eine 4,4‘-Dithiodipyridin (DTDP)-Losung (40 mM in vollentsalztem
Wasser) nach Kurz et al.[160] und eine Pufferlésung bestehend aus Guanidin-Hydrochlorid
(6 M), Phosphat (100 mM) und EDTA (0,2 mM) bei pH5 in vollentsalztem Wasser

angesetzt.

Die Proben fiir die Thiolgehaltsbestimmung wurden dann hergestellt aus 100 pL Probe

oder Cystein-Standard, 1850 pL Pufferlosung, sowie 50 pL. 40 mM 4,4’-Dithiodipyridin-
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Losung. Nach Durchmischung der Probe wurde diese fiir 10 Minuten bei RT und unter
Ausschluss von Licht inkubiert. Vor der Untersuchung mittels HPLC wurde die Probe

durch einen Spritzenfilter (0,2 um) filtriert. Das Probenvolumen betrug 1 mL.

Vor die HPLC-Messung konnte eine Reduktion der Probe mittels NaBH3 geschaltet
werden. Durch die Behandlung mit NaBH4 wurden Disulfide zu Thiolen reduziert. Auf
diese Weise konnte durch den Vergleich der Thiol-Gehalte aus Messungen von Proben mit
und ohne Reduktion der Gehalt von freien und als Disulfiden gebundenen Thiolen

bestimmt werden.

Das Prozess-Upscaling wird als Teil der parallelen Doktorarbeit des KERAbond-Projekts
Gegenstand dieser in naher Zukunft durch Fraunhofer IGB veroffentlichten Doktorarbeit
sein und liefert keine fiir das Verstandnis der weiteren in dieser Arbeit beschriebenen
Ergebnisse notwendigen Informationen, sodass dieses hier nicht weiter ausgefiihrt

werden muss.

Im Zuge der in dieser Arbeit weiter beschriebenen Forschung stellte sich die durch die
enzymatische Hydrolyse, bzw. den Kaliumphosphat-Puffer verbliebene Salzfracht als
storend, sowie schwierig zu entfernen heraus. In den Kapiteln V.3 und V.4 wird dies
ausfiihrlich behandelt. Auf Basis der in diesen Kapiteln beschriebenen Ergebnisse vollzog
Fraunhofer IGB eine Umstellung der Keratin-Hydrolyse von einem Kaliumphosphat- auf
einen Natriumcarbonat-Puffer. Die Idee hinter dieser Umstellung liegt in der Méglichkeit,
Carbonate durch Ansduern auszugasen begriindet. Die Effektivitit dieser
Desalinierungsmethode wird gegenwartig untersucht. Der Carbonat-Puffer erwies sich
jedoch insofern schon als eine gute Alternative, dass durch den Wechsel eine Steigerung
der Ausbeute an geldstem Federprotein gelang. Da die Prozessumstellung jedoch erst
durch die hier beschriebenen Ergebnisse initialisiert wurde und weiterer Forschung
bedurfte wurden fiir die im weiteren Verlauf der Arbeit beschriebenen Ergebnisse mit

den Kaliumphosphat-KHPs erzeugt.

Der KERAbond-Hydrolyseprozess ist das Ergebnis der Zusammenarbeit zwischen der
Henkel AG & Co. KGaA und dem Fraunhofer IGB im Rahmen des Forschungsprojekts
KERAbond.

Am Fraunhofer IGB wurde der Hydrolyse-Prozess entwickelt und vom Labor- in den
technischen Mafistab skaliert. Begleitend dazu wurden dort eine schnelle Analytik fiir
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peptidgebundene  Thiole und  Disulfide etabliert und  komplementire
Materialentwicklungen vorangetrieben. Dies fand im Rahmen einer am Fraunhofer IGB
durchgefiihrten Doktorarbeit statt. Die dabei erhaltenen KHPs wurden fiir die hier
vorliegende Doktorarbeit zur Verfligung gestellt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde die Entwicklung des Hydrolyseprozesses durch Analytik (Raman-Spektroskopie,
REM, Salzgehalt-Bestimmung, Loslichkeitsverhalten) unterstiitzt und durch
Anwendungstests und Versuche zur Optimierung (Filmbildung, Desalinierung,
Reduktion) erweitert. Zwischen dem Fraunhofer IGB und der Henkel AG & Co. KGaA

wurde eine wirksame Zusammenarbeit umgesetzt.
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V. Ergebnisse und Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist die Betrachtung schwefelhaltiger Verbindungen auf ihren
potentiellen Nutzen fiir Klebeanwendungen. Als Teil des KERAbond-Projekts stellt das
cysteinreiche Protein Keratin, bzw. dessen Hydrolysat, einen zentralen Teil dieser
Betrachtungen dar. In den Kapiteln V.1 bis V.8 folgen die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen der KHPs, welche nicht zwingend direkt anwendungsbezogen sind,
jedoch ein besseres Verstandnis der Peptide generieren. Besonderer Fokus liegt dabei auf
den Cysteinen, welche mit ihrer Thiol-Gruppe fiir Anwendungen in verschiedenen
Bereichen interessant sind. Abschliefiend folgt eine Betrachtung von Dithiolan-

Verbindungen in den Kapiteln V.9 und V.10.

V.1 KHP-Loslichkeit und -sequenzierung

Fiir ein besseres Verstindnis des Ablaufs der in Kapitel IV beschriebenen
Federnhydrolyse wurde zunachst die Hydrolyse nicht-zerkleinerter Federn untersucht,
indem diese als Ganzes einer Hydrolyse unterzogen und anschlieffend im
Rasterelektronenmikroskop (REM) betrachtet wurden. Dabei wurde die Hydrolyse durch
Fraunhofer IGB durchgefiihrt, die Mikroskopie war Teil der vorliegenden Arbeit. Die REM-
Aufnahmen sind Abbildung V.1-1 zu entnehmen.

Aus den REM-Aufnahmen ist zu erkennen, dass die Hydrolyse der Federn an den Fahnen
beginnt. Insbesondere die feinen Strukturen der Haken und Strahlen 16sen sich als erstes
auf. Dies ist insofern nicht tiberraschend, da diese die weniger starren Elemente einer
Feder darstellen und ein grofieres Oberflache-zu-Volumen-Verhaltnis aufweisen. Auch
nach 48 h sind der starre Kiel, sowie die Bogen weitestgehend unbeeintrachtigt. Dieses
Experiment unterstreicht die Wichtigkeit der Vorbehandlung der Federn; insbesondere
der Zerkleinerung und evtl. auch der Autoklavierung, da so die Zuganglichkeit fiir

hydrolysierende Chemikalien oder Enzyme erhoht wird.

Abgesehen vom oben beschriebenen Betrachtung ganzer Federn wurde im Zuge dieser
Arbeit ausgehend von den KHPs gearbeitet. Bei diesen handelt es sich um ein gelblich-
weifdes Pulver (bzw. Flocken) mit geringer Schiittdichte. Da die Loslichkeit eines

Substrats fiir fast alle seine potentiellen Anwendungen, sowie auch fiir die Moglichkeiten
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zur Charakterisierung, ausschlaggebend sind wurde zunachst die Loslichkeit der Peptide
in unterschiedlichen Losemitteln untersucht. Tabelle V.1-1 zeigt die Ergebnisse dieser
Loslichkeitsuntersuchung. Die Loslichkeiten wurden bestimmt durch Losen von je 100
mg KHPs in bis zu 10 ml Losemittel. Unldsliche Anteile wurden anschliefdend abfiltriert,

getrocknet und gewogen. Aus der Massendifferenz wurde die Loslichkeit errechnet.

Da zur Hydrolyse des Keratins eine 50 mM Kaliumphosphat-Lésung als Puffer eingesetzt
wurde muss das nach der Hydrolyse verbleibende Salz, im Folgenden auch als Salzfracht
bezeichnet, betrachtet werden. Zunachst ist es wichtig den Salzanteil an den erhaltenen
KHPs zu bestimmen, dann muss im spateren Verlauf der Untersuchungen die Rolle des

Salzes als eventueller Storfaktor betrachtet werden.

Zur Bestimmung des Salzgehalts wurden eine Rontgenfluoreszenzanalyse (RFA), sowie
eine lonenchromatographie (IC) mit den KHPs durchgefiihrt. Die RFA quantifiziert
Elemente in einer Probe, wahrend die IC in der Lage ist lonen zu quantifizieren. Mittels
RFA wurde der Phosphorgehalt auf 5,1 - 5,2 % (w/w) bestimmt. Die IC taxierte den
Phosphatgehalt auf 15,1 % (w/w) in den KHPs, was sich mit dem gemessenen
Phosphorgehalt deckt. Der hohe Restgehalt des Phosphats wirkt sich auf die in Tabelle
V.1-1 gezeigten Loslichkeiten aus und hat auch Implikationen fiir die weiteren
Eigenschaften der KHPs - etwa der Filmbildung. Diese werden in Kapitel V.3 ausfiihrlicher
behandelt. In Kapitel V.4 werden die Ergebnisse zu untersuchten

Desalinierungsmethoden behandelt.

Tabelle V.1-1: Loslichkeit der KHPs in polaren organischen Losemitteln und Wasser. Die korrigierte

Loslichkeit bezieht sich auf die Netto-Peptid-Masse der KHPs, ohne das nach der Hydrolyse verbliebene

Kaliumphosphat.
Losemittel Loslichkeit [g/1] Korrigierte Loslichkeit [g/1]
Aceton <1 <1
Methanol 4,1 3,49
Ethanol <1 <1
Isopropanol <1 <1
Acetonitril <1 <1
THF <1 <1
2-Methyl-THF <1 <1
Xylol <1 <1
DMF 4 34
DMSO 40 34
Wasser >100 >100
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Wie Tabelle V.1-1 zu entnehmen ist, ist die Loslichkeit der KHPs in fast allen polaren
Losemitteln sehr schlecht. Unpolare Losemittel wurden auf Grund der polaren Natur der
Peptide nicht getestet. Dies wird dadurch bekraftigt, dass es nur die polarsten der
getesteten Losemittel vermogen, KHPs mit mehr als 1 g/L zu Lésen. DMF und DMSO sind
zwar vergleichsweise gute Losemittel, bereiten aber durch ihre hohen Siedepunkte
Schwierigkeiten bei der Entfernung der Losemittel, was im Hinblick auf einen technischen
Prozess ein potentielles Problem darstellt. Somit sind die vielversprechendsten

Losemittel fiir die Arbeiten mit KHPs Methanol und - je nach Anwendung - Wasser.

Tabelle V.1-2: Die haufigsten Peptide der KHPs, gemaf Sequenzierung durch Proteom Factory. Die Anteile
wurden durch das Verhaltnis der Peakflichen im Chromatogramm approximiert. Cysteine sind in den

Peptidsequenzen farbig markiert.

Peptidsequenz Anteil [%]
DLCRPCGPTPL 45,78
SCFDLCRPCGPTPL 8,37
AVGSILSEEGVPISSGGF 5,12
SEEGVPISSGGF 3,21
DLCRPCGPTPLAN 2,29
STSAAVGSILSEEGVPISSGGF 1,69
DLCRPCGPTPLANSCNEACVR 1,53
SPFPQNTAVGSSTSA 1,52
VVIQPSPVVVTLPGPILS 1,49
ILSEEGVPISSGGF 1,44

Nachdem die Loslichkeit der KHPs untersucht wurde, war es wichtig ein Verstindnis
dafiir zu bekommen, wie die KHPs zusammengesetzt sind. Da die Peptide aus der
Hydrolyse eines grofderen Proteins stammen, sind diese nicht einheitlich. Daher wurde
eine Sequenzierung zur Bestimmung der KHPs durchgefiihrt. Tabelle V.1-4 zeigt die zehn
haufigsten Peptide, die nach der Sequenzierung in den KHPs enthalten sind, sowie ihren

Anteil im Peptidgemisch.

An dieser Stelle sei angemerkt, dass aus spateren Sequenzierungen, bei denen mit einer
erweiterten Datenbank gearbeitet wurde, gdnzlich andere Ergebnisse erhalten wurden.
Dabei wurden in der Suche mit erweiterter Datenbank Peptide, die zuvor mit hohem
Anteil detektiert wurden, nicht mehr gefunden, dafiir jedoch andere Peptide, die aus
demselben Protein stammen. Daher ist die Belastbarkeit dieser
Sequenzierungsergebnisse nicht einwandfrei gegeben. Da dies jedoch keinen Einfluss auf

die weiteren Ergebnisse dieser Arbeit hat, werden sie hier dennoch angegeben. Ein
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Peptid, welches in dieser ersten Messung als das haufigste identifiziert wurde, wurde als
exemplarischer Standard fiir die Raman-Charakterisierung in Kapitel V.2 genutzt. Dieses

wird fortan als haufigstes Peptid oder synthetisches Peptid bezeichnet.

Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass ein Peptid (DLCRPCGPTPL) als der Grofsteil der
Peptidmischung identifiziert wurde. Die Struktur dieses Peptids ist in Abbildung V.1-1

gezeigt. Insgesamt enthalten circa 60 % der Peptide mindestens ein Cystein.

Abbildung V.1-1: A) REM-Aufnahmen einer unbehandelten Feder (1), der Feder aus der Negativkontrolle
nach 48 h (2), einer der Trypsin-Hydrolyse unterzogenen Feder nach 16 h (3) und nach 48 h (4). B) Foto
der KHPs nach der Gefriertrocknung. Die KHPs bilden in dieser Form eine Art Schuppenstruktur aus was zu
einer sehr geringen Dichte des Materials fiihrt. Das Foto wurde bereitgestellt von Fraunhofer IGB. C)
Struktur des haufigsten Peptids der KHPs gemif} Sequenzierung. Cysteine sind der Ubersichtlichkeit halber
als freie Thiole dargestellt. Funktionelle Gruppen die sich fiir spatere Modifikationsreaktionen eignen sind

farbig markiert.

Da das haufigste Peptid zwei Cysteine enthalt, ist es sehr gut als Standard fiir die
Charakterisierung der KHPs geeignet. Insbesondere fiir die Raman-Analytik, welche im
folgenden Kapitel ausfiihrlich behandelt wird, ist es sehr hilfreich, da es einen Ausschnitt
aus Keratin darstellt, welcher jedoch nicht die starke Untergrundfluoreszenz aufweist, die
Raman-Messungen von Keratin erheblich erschweren. Aus diesem Grund wurde eine

synthetische Version des Peptids mit untersucht.
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V.2 Raman-Analyse der KHPs

Als cystein- und somit schwefelreiche Verbindung eignet sich Keratin gut zur
spektroskopischen Untersuchung mittels Raman-Spektroskopie. Diese
Spektroskopiemethode ermoéglicht Charakterisierungen von Verbindungen bzw.
Bindungen, welche in der Infrarotspektroskopie nicht oder nur schlecht analysiert
werden konnen. Grund dafiir ist ihre Sensitivitat fiir polarisierbare Bindungen, welche im
Keratin in Form von Disulfiden bzw. u.U. Thiolen gegeben sind. Daher ist einer der ersten
Charakterisierungschritte dieser Arbeit eine ausfiihrliche Raman-Untersuchung des
hydrolysierten Keratins, sowie ein Vergleich mit nativem Keratin in Form einer
unbehandelten Feder. Dazu werden im Folgenden eine Hithnerfeder, KHPs, MeOH-KHPs
(methanolisch aufgearbeitete KHPs, siehe Kapitel V.4) und eine synthetische Version des
haufigsten Peptidfragments der KHPs (nach der Sequenzierung in V.1 bestimmt)
miteinander verglichen. Abbildung V.2-2 zeigt die Spektren im Vergleich, die Tabellen
V.2-1 und V.2-2 zeigen eine Auflistung der Banden mit Identifikation und Vergleich zur

Literatur.

Bevor jedoch das Vermessen der Proben moglich war, musste zundchst eine
Messmethode entwickelt werden. Dies war insofern schwierig, da die KHPs, als leicht
farbige Verbindung, eine starke Untergrundfluoreszenz aufweisen welche die Signale der
Peptide tiberdeckte. Von den zur Verfligung stehenden Lasern (455 nm, 532 nm und
785 nm) erwies sich der 532nm Laser als am besten geeignet, da hier die
Untergrundfluoreszenz am geringsten ausfiel und der Laser ein verhaltnismaf3ig gutes
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis  aufweist. Dennoch iiberdeckte auch hier die
Untergrundfluoreszenz zunachst die KHP-Banden. Daher wurde mit Photobleaching
gearbeitet, indem die Probe vor dem Vermessen fiir mindestens 30 Minuten
kontiniuierlich mit dem Laser bestrahlt wurde. Der Effekt des Photobleachings tiber
verschiedene Zeitraume ist in Abbildung V.2-1 dargestellt. Durch das Photobleaching
wird die Untergrundfluoreszenz verringert und das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis
verbessert. Trotz der Verbesserung der Spektren-Qualitat durch das Photobleaching kann
dieses die Untergrundfluoreszenz nicht vollstandig ausloschen, sodass die im folgenden

gezeigten Raman-Spektren stets einer Basislinienkorrektur unterzogen wurden.
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| ! | ! |
1000 2000 3000
Wellenzahl [cm™]

Abbildung V.2-1: Vergleich von KHP-Raman-Spektren nach unterschiedlich langer Photobleaching (PB)-
Dauer. In rot ist das Spektrum der KHPs ohne Photobleaching dargestellt, das blaue Spektrum wurde nach
15 Minuten Photobleaching aufgenommen, das griine nach einer Stunde. Das griine Spektrum wurde

ebenfalls einer Basislinienkorrektur unterzogen.

Die Abbildung zeigt den starken Einfluss den das Photobleaching, bzw. die Dauer des
Photobleachings auf die Spektrenqualitiat besitzt. Das rote Spektrum wurde ohne
Photobleaching aufgenommen; hier sind keine Banden klar zu erkennen, lediglich die
besonders starke CH-Bande bei ca. 3000 cm-! kann erahnt werden. Nach 15 Minuten
(blaues Spektrum) sticht diese Bande bereits stiarker hervor und einige Banden im
Fingerprintbereich heben sich bereits von der Untergrundfluoreszenz ab. Das griine
Spektrum zeigt die KHPs nach einer Stunde des kontinuierlichen Photobleachings, sowie
einer durchgefiihrten Basislinienkorrektur - hier sind alle Banden klar zu erkennen und
heben sich stark von der Basislinie ab. Daher wurden alle weiteren Spektren ebenfalls

einem Photobleaching unterzogen bevor sie vermessen wurden. Die Dauer des
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Photobleachings ist fiir jede Probe individuell und wurde so gewahlt, dass ein gutes

Signal-zu-Rausch-Verhaltnis erreicht wurde, jedoch unterschritt sie niemals 30 Minuten.

Ein wichtiger und naheliegender Punkt der Untersuchung ist der Zustand des Cysteins,
bzw. ob dieses als freies Thiol, oder als Disulfid vorliegt. Ein Blick auf die Spektren verrit,
dass lediglich das synthetische Peptid eine Thiol-Bande bei 2573 cm! aufweist. In der
natiirlichen Form liegt Keratin als Strukturprotein stets in der oxidierten Disulfidform vor
- die Disulfide sind es, welche die stabilisierende Wirkung haben, da so eine konformative
Starrheit erreicht werden kann wie es mit nicht-kovalenten Bindungen nicht méglich ist.
Dies ist auch im Spektrum der Feder (blau) zu erkennen, in welchem lediglich die
Disulfidbande bei 516 cm-! auftritt. Auch die Spektren der KHPs (griin) und MeOH-KHPs
(rot) zeigen keine Bande bei 2573 cm-l, lediglich Disulfidbanden, welche leicht
verschoben sind im Vergleich zur Feder (510 cm), finden sich im Spektrum. Die
Verschiebung der Disulfidbanden kann neben dem breiten Charakter der Disulfidbande,
welcher eine kontinuierlich gleiche Lokalisierung der Bande erschwert, auch auf die
Hydrolyse des Proteins zuriickgefiihrt werden, da durch diese neue konformative

Freiheiten gewonnen werden.

Neben den Schwefel-bezogenen Banden ist ein weiterer offensichtlicher Unterschied
zwischen den Spektren das Fehlen einer olefinischen v(CH)-Schwingung im Spektrum des
synthetischen Peptids. Bei diesem handelt es sich um eine Reprasentation des durch die
Sequenzierung am haufigsten vorkommenden identifizierten Peptid - ein Blick auf die
Struktur verrat, dass dieses Peptid keine olefinischen Bindungen enthdlt, sodass die

Abwesenheit der Bande nicht iiberrascht.
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Abbildung V.2-2: Vergleich der Raman-Spektren einer Feder (blau) mit KHPs (griin), MeOH-KHPs (rot) und

dem synthetischen 11 AS-Peptid (grau) modelliert nach dem haufigsten Peptidfragment in den KHPs
(geméafd Sequenzierung). Gelbe Banden markieren den Bereich der Disulfid- (510 cm'') bzw. Thiol-

Absorptionen (2573 cm!), blaue Banden die markanten Peaks aromatischer Aminosduren (~1000 cm)
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sowie die charakteristische, olefinische C-H-Schwingung (3060 cm!) wo diese vorhanden sind. Oben links

sind die Struktur des synthetischen Peptids, sowie dessen Aminosdurensequenz abgebildet.

Tabelle V.2-1: Vergleich der Raman-Banden von Feder-Keratin geméaf? Literaturwerten mit denen selbst
gemessener Spektren von Hithnerfedern, KHPs, MeOH-KHPs, sowie des synthetischen 11-AS-Peptids. Diese

Tabelle zeigt alle charakteristischen Banden.

MeOH- Synth.
d d Literatur/30. | Hiihnerfeder KHPs
Zuordnung der KHPs Peptid
Schwingung 162,163], [cm-1] [cm-1] [cm-1]
[cm?] [cm]
v(CH) olefinisch 3060 3057 3062 3060 }
v(CH2) symmetrisch 2856 - - - -
v(C=0) Amid I B-
Faltblatt 1665 1667 1668 1666 1667
v(CN) Amid II 1550 1560 1563 1554 1555
v(CN), (NH) Amid 11 1270 ) ) } )
a-Helix
6(CH2) Wippschw,,
v(CN) Amide III 1241 1236 1246 1251 1246
ungeordnet
v(CO) a;‘)ig‘;t‘“her 1003 1003 1004 1003 -
v(CS) gauche 643 648 644 643 667*
v(CS) gauche 621 620 622 621 600*
v(SS) trans-gauche- 540 i i i i
trans
v(SS) gauche-gauche- 525 526 i i i
trans
v(SS) gauche-gauche- 512 516 510 510 512
gauche
v(SH) - - - - 2573

Im Vergleich zur Literaturreferenz von Akhtars et al.l[162] konnten einige Signale in keiner
der Proben identifiziert werden. Am auffalligsten ist dabei das Fehlen einer Amid III
Bande bei etwa 1270 cm1, welche auf eine a-helicale Struktur hindeutet. Die Bande bei
1241 cm! konnte bei allen Proben mit leichten Verschiebungen gefunden werden. Das
Fehlen der Bande auch in der unbearbeiteten Hithnerfeder legt nahe, dass es sich hier
nicht um ein Resultat des Hydrolyseprozesses - etwa ein Aufbrechen der Helixstruktur -
sondern eine Ursache handelt. Da Hithnerfedern nur einen geringen a-helicalen Anteil
besitzen, ist es moglich, dass die Bande aufgrund der starken Untergrundfluoreszenz der
Keratin-Proben nicht sichtbar ist. Die Laserwellenldnge ist hierbei ein wichtiger Faktor.
Akhtar et al. verwenden einen 1064 nm Laser. Laser dieser Wellenldnge sind
typischerweise fiir die Raman-Analytik von Keratin am besten geeignet, standen jedoch

im Zuge dieser Arbeit nicht zur Verfiigung.
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Stark charakteristisch fiir das Keratin als Cystein-reiches Strukturprotein sind die in
Abbildung V.2-2 hervorgehobenen Thiol- und Disulfidbanden. Um seine strukturgebende
Wirkung erzeugen zu konnen ist das Protein auf die Disulfidbanden als Stabilisatoren
bzw. Verstarker der Starrheit angewiesen - daher liegen in natiirlichem Keratin alle
Cysteine als verbriicktes Cystin, also in Disulfidform, vor. Werden die Disulfide reduktiv
gespalten, andern sich die makroskopischen Eigenschaften keratinoider Materialien - sie
werden plastischer. Dies wird bspw. in der Kosmetik ausgenutzt, um Haare dauerhaft in
eine bestimmte Form zu bringen. Bei der Dauerwelle werden die Haare zunachst mit
einem Reduktionsmittel (oft Ammoniumthioglycolat) behandelt, in die gewiinschte Form
gebracht wurden und durch Reoxidation mit Wasserstoffperoxid refixiert.l>4! Daher ist es
nicht verwunderlich, dass die Keratin- bzw. KHP-Proben keine Thiol-Bande zeigen. Weder
die Feder noch die Hydrolyseproteine wurden reduktiv behandelt. Lediglich das
synthetische Peptid zeigt sowohl eine Disulfid-als auch eine Thiol-Bande, da dieses im
reduzierten Zustand dargestellt wurde und anschlief3end durch Luftsauerstoff einem

Oxidationsprozess ausgesetzt war.

Die Lage einer Disulfidbande kann - bestimmt durch die Konformation der Bindung -
zwischen 500 cm! und 550 cm! variieren.[30, 162, 163] [m Umkehrschluss bedeutet dies,
dass basierend auf der Bandenlage Rickschliisse auf die Struktur der Disulfidbanden
eines Proteins oder Peptids gezogen werden konnen. Akhtar et al. nennen drei in der
Natur gdngige Disulfidkonformationen mit den korrespondierenden Bandenlagen. Die
erste ist die trans-gauche-trans-Konformation. Diese ist die energetisch ungiinstigste
Disulfidkonformation und ihre Bande befindet sich bei etwa 540 cm-1, jedoch zeigt keine
der vermessenen Proben diese Bande, sodass die trans-gauche-trans-Konformation fiir
alle Proben ausgeschlossen werden kann. Dies deckt sich mit der Literatur(30. 162 163] Dje
energetisch giinstigste Disulfidkonformation ist die gauche-gauche-gauche-Konformation
mit der korrespondierenden Bande bei etwa 510 cm-1. Diese Bande kann in allen Spektren
beobachtet werden. Sie bildet fast den gesamten Anteil an allen beobachteten Disulfiden
und ist in allen Proben aufider der Feder die einzig beobachtete Disulfidart. 510+5 cm!

wird die Standardlage der Disulfidbande im weiteren Verlauf dieser Arbeit sein.

Energetisch, sowie lagetechnisch zwischen den beiden genannten Disulfidtypen befindet
sich bei einer Lage von 525 cm! die gauche-gauche-trans-Konformation.[262] Diese kann
im Spektrum der unbehandelten Hiihnerfeder beobachtet werden. Nach der Hydrolyse ist

diese Bande in den Spektren der KHPs nicht weiter zu beobachten. Dies bedeutet, dass
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durch das Aufbrechen der Uberstruktur des Keratins im Zuge des Hydrolyseprozesses
eine grofdere konformative Freiheit in die Peptide einkehrt. Diese reagieren darauf mit
der Anpassung ihrer Struktur hin zu einer energetisch glinstigeren Lage der Disulfide
(und u.U. weiterer Bindungen).

Tabelle V.2-2: Vergleich der Raman-Banden von Feder-Keratin geméaf$ Literaturwerten mit denen selbst

gemessener Spektren von Hithnerfedern, KHPs, MeOH-KHPs, sowie des synthetischen 11-AS-Peptids. Diese
Tabelle zeigt alle Gertist- und C-C-Schwingungen

KHPs MeOH- Synth.
Zuord d Literaturi3°. | Hiihnerfeder
uoranung der [cm- KHPs Peptid
Schwingung 162,163] [cm1] [cm-1]

1] [cm 1] [cm 1]
v(C=C) olefinisch 1615 1618 } 1616 )
v(C=C) olefinisch 1608 1605 1607 1604 :
v(C=C) olefinisch 1585 1574 1586 1586 -
v(C=C) carotinoid 1524 1536 } i} -
v(C=C) carotinoid 1508 1506 - ) -
v(C=C) carotinoid 1500 1500 } B} )

v(CQC) 1210 1209 1209 1207 -
v(CQC) 1174 1170 1174 1175 -
v(CC), §(COH) 1154 1160 1160 - :
(CC)skeletal, trans 1126 1125 1126 1126 1126
conformation
(CC)skeletal, trans 1095 - 1092 1097 1097
conformation
(CC)skeletal, r?mdom 1085 1087 . . .
conformation
(CC)skeletal, -trans 1061 - . - -
conformation
(CC)skeletaL cis 1045 - . - 1048
conformation
(CC)skeletal, cis 1030 1032 1034 1031 -
conformation
p(CH3), 8(CCH) olefinisch 959 958 960 959 -
p(CH3) terminal, v(CC) 935 935 937 935 -
alpha-Helix
6(CCH) aromatisch 853 866 862 853 }
S(CCH) aliphatisch 828 829 830 830 -

Ein weiterer leicht zu entdeckender Unterschied zwischen den Spektren ist das Fehlen
des scharfen Peaks knapp tiber 1000 cm! im Spektrum des synthetischen Peptids (vgl.
Abb. V.2-2). Diese Bande gehort zur aromatischen C-C-Schwingung,[162] sodass das Fehlen
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hier leicht dadurch zu erklaren ist, dass sich im haufigsten Fragment schlicht keine

aromatischen Aminosauren befinden.

Interessant ist das Verschwinden von v(C=C) Carotinoid-Typ Schwingungen (1524 cm-],
1508 cm1, 1500 cm1) von der Feder zu den KHPs und anschlieffend MeOH-KHPs. Die
Abwesenheit dieser Banden lasst darauf schlief3en, dass diese Teile im Hydrolyse-Prozess
verloren gehen. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass gewisse strukturelle
Gegebenheiten mancher Proteinsequenzen die Resistenz gegeniiber der Hydrolyse
begiinstigen, sodass diese im unléslichen Rest zuriickbleiben. Des Weiteren konnten die
symmetrische v(CH2)-Schwingung bei 2856 cm1 und einige
CC-Skelettschwingungsbanden (1095 cm-1, 1085 cm-1, 1061 cm-1, 1045 cm1) bei einigen

oder allen Proben nicht gefunden werden.

Einige Skelettschwingungen, welche in der Literatur genannt werden, konnten nicht in
den aufgenommenen Spektren gefunden werden. Lediglich die Skeletschwingung bei
1126 cm! findet sich in sdmtlichen Spektren. Die Skeletschwingungen bei 1085 cm-1,
1061 cm1 und 1045 cm! konnten gar nicht nachgewiesen werden. Interessanterweise ist
die trans-Konformations-Skelettschwingung bei 1095 cm! in allen Spektren aufier dem
der unbehandelten Hiithnerfeder sichtbar. Skelettschwingungen sind oft schwer zu
identifizieren, da sie selten diskrete Banden erzeugen. Daher ist die spektrale Auflésung
hier ein limitierender Faktor. Alle gemessenen Proben weisen eine sehr starke
Untergrundfluoreszenz auf, welche die spektrale Auflosung negativ beeinflussen kann.
Dies erklart das Ausbleiben einiger Schwingungen, insbesondere das Fehlen der
Skelettschwingung bei 1095 cml, da die Intensitat der Untergrundfluoreszenz der

unbehandelten Feder, mit mehr Farbpigmenten, grofier ist.

Die Gruppe der Skelettschwingung wird durch eine cis-Konformationsschwingung bei
1030 cm-! komplettiert, welche sich in allen Keratin-Spektren befindet, jedoch nicht im
Spektrum des synthetischen Peptids. Dieser Befund ist nicht iiberraschend, da das

synthetische Peptid mit elf Aminosauren kein vollwertiges ,Skelett” aufweist.

Bei 935 cm! befindet sich eine Bande die mit der a-Helixstruktur assoziiert wird.[162]
Auch diese Bande ist in allen Keratin-Spektren vorhanden, nicht jedoch in dem des
synthetischen Peptids. Auch hier ist dieser Befund nicht iiberraschend, da Federkeratin

zwar Uberwiegend in der [(-Faltblattstruktur vorliegt, jedoch auch a-Helixabschnitte
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besitzt.[17l Das synthetische Peptid hingegen besitzt keine {ibergeordneten

Strukturmotive.

Abschliefend werden die C-H-Schwingungen betrachtet. Hieraus konnen weniger
strukturelle Informationen gezogen werden, dennoch lohnt sich ein Vergleich mit den
Angaben der Literatur. Alle C-H-Schwingungen konnen Tabelle V.2-3 entnommen
werden. Dort findet sich zunachst ein Quartett aus Banden bei relativ hohen Wellenzahlen
wieder. Bei 2726 cm! findet sich v(CH) aliphatisch, sowie v(CH2) asymmetrisch und
v(CH3) symmetrisch bei 2880 cm1 und 2933 cml. Diese Banden kdnnen alle in allen
Spektren identifiziert werden. Die vierte Schwingung des Quartetts ist v(CHs3)
asymmetrisch, welche jedoch nur in den Spektren der unbehandelten Feder und des
synthetischen Peptids sichtbar sind. In diesem Fall handelt es sich hierbei aber nicht um
einen Hinweis auf strukturelle Anderungen. Diese Bande iiberlappt sehr stark mit der
symmetrischen v(CH3)-Schwingung bei 2933 cm! und kann deshalb bei manchen
Messungen als Schulter identifiziert werden, wahrend sie bei Messungen mit geringerer

Signalintensitidt meist nicht sichtbar ist (Vgl. Abb. V.2-2).

Tabelle V.2-2: Vergleich der Raman-Banden von Feder-Keratin gemaf$ Literaturwerten mit denen selbst
gemessener Spektren von Hithnerfedern, KHPs, MeOH-KHPs, sowie des synthetischen 11-AS-Peptids. Diese
Tabelle zeigt alle C-H-Schwingungen

MeOH- Synth.
Literatur30. | Hiihnerfeder KHPs
Zuordnung der KHPs Peptid
Schwingung 162,163], [cm1] [cm-1] [cm-1]
[cm-1] [cm-1]
v(CH3) 2960 2962 - - 2966
asymmetrisch
v(CH3) symmetrisch 2933 2935 2936 2933 2937
V(CHZ). 2880 2874 2877 2879 2893
asymmetrisch
v(CH) aliphatisch 2726 2720 2723 2723 2770
) S(CHZ.) 1449 1452 1450 1449 1450
Scharschwingung
§(CH3) 1414 1413 1410 ) )
6(CH3) symmetrisch 1395 1399 1392 1398 -
S(CH) 1342 1344 1339 1339 )
§(CH2) 1317 1318 1316 1313 -
p(CH2) 880 882 880 881 879
p(CH2) in-phase 756 755 761 758 )
p(CH2) in-phase 742 731 - - -
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Die librigen C-H-Schwingungen zeigen keine Auffilligkeiten. Meist sind diese in allen

Spektren, oder allen abgesehen von dem des synthetischen Peptids, zu finden.

V.3 Anwendungstests - Filmbildungsexperimente

Neben der Charakterisierung der Keratin-Hydrolyseproteine war es ein weiteres
Bestreben dieser Arbeit, potentielle Anwendungsbereiche der KHPs zu untersuchen.
Keratine finden sich in der Natur in Materialien mit sehr unterschiedlichen
makroskopischen Eigenschaften wieder; von weichen Materialen wie Haut oder Haaren
iber Federn mit steiferen und flexibleren Anteilen bis hin zu starren Néageln oder

Hufen.[14]

Da die Arbeiten von Dinu et al.l[164 und Nuutinen et al.[165] bereits zeigen konnten, dass sich
aus aufgeschlossenem Keratin Filme ziehen lassen sollte dies ebenfalls untersucht
werden, da die Befdhigung Filme auszubilden fiir eine Vielzahl von Anwendungen
relevant ist. So wiirde dies die KHPs etwa auch, neben der potentiellen Anwendung in
Klebesystemen, fiir den Haircare-Zweig der Henkel AG interessant machen. Dinu et al.
setzten Keratin mit epoxidiertem Leinsamen6él und Dodecenylsuccenidanhydrid zu
Filmen um. Nuutinen et al. konnten Keratin durch Auflésen in DES gewinnen, aus welchem
sie  sowohl reine Keratin-Filme, als auch mit Glutaraldehyd bzw. 1,4-

Butandioldiglycidylether als Vernetzer, erzeugten.

Mit dieser Information im Hinterkopf war es zunachst von Interesse herauszufinden, ob
die KHPs ebenfalls ohne weitere Zusatze in der Lage waren, Filme zu bilden, und falls ja,
ob diese eher Ndgeln, oder Hufen dhnelten oder, einige der weichen Eigenschaften von
etwa Haaren erhielten. Dazu wurden zunachst Peptidlosungen aus 100 mg KHPs in 1 ml
vollentsalztem Wasser angesetzt, welche dann in Teflonformen mit ausgefrasten
Vertiefungen (4 cm x 4 cm oder 1,5 cm x 3,5 cm) der Tiefe 3 mm zum Trocknen an der
Luft gegeben wurden. Das Abdampfen des Wassers geschah iiber Nacht bei RT. Zurtick
blieb ein Film, welcher in Abbildung V.3-1 gezeigt sind.

Das simple Experiment war also in der Lage, die beiden obenstehenden Fragen zumindest
tendenziell zu beantworten: die KHPs scheinen prinzipiell in der Lage Filme zu bilden. Die
Eigenschaften dieser Filme sind am harteren Ende des Spektrums der
Materialeigenschaften keratinhaltiger Materialien einzuordnen, sie dhneln eher einem

briichigen Nagel, als einem Haar. Tatsachlich ist die Probe so stark briichig, dass kein
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durchgehender Film erzeugt werden konnte, sondern nur eine Vielzahl von
Keratinschuppen. Zudem erfuhr das Material einen Schrumpf, sowie eine Wélbung in der
Mitte (Vgl. auch Abb. A.3-1 und A.3-2). Zur haptischen Einordnung wurden die
Keratinschuppen mit einem Holzspatel angekratzt; durch die hohe Sprodigkeit des

Materials zerbrach dieses bereits bei relativ geringer Druckaustiibung.

Da die Sprodigkeit dazu fiihrte, dass keine zufriedenstellenden Filme erzeugt werden
konnten, das Material aber prinzipiell in der Lage zu sein schien, dies zu tun, wurde als
nachster Schritt die Beimischung eines Weichmachers in Form von Glycerin und eines
Koaleszenzmittels in Form von Texanol untersucht. Abbildung V.3-1 zeigt ebenfalls die

Filme, die mit unterschiedlichen Texanol- bzw. Glycerin-Anteilen erhalten wurden.

Abbildung V.3-1: Aufnahmen der ersten Filmbildungsversuche mit KHPs. A) KHP-Film ohne Zusatz eines
Koaleszenzmittels. B) KHPs mit 5 % (w/w) Glycerin. C) KHPs mit 10 % (w/w) Glycerin. D) KHPs mit

10 % (w/w) Texanol. E) KHPs mit 40 % (w/w) Texanol. Alle Fotos wurden von Filmen in Teflonformen der
Ausmafie 1,5 cm x 3,5 cm. Fiir Fotos der Filme in 4 cm x 4 cm Formen siehe Abbildungen A.3-1 und A.3-2 im

Anhang.

Zunachst wurde Texanol als Koaleszenzmittel in gangigen Anteilen bis zu 10 % (w/w)
getestet. Dies blieb ohne Erfolg. Zwischen den Filmen mit bis zu 10 % (w/w) Texanol und
jenen ohne Zusatz sind keine nennenswerten Unterschiede zu erkennen, weder optisch
noch haptisch. Aufgrund der unzureichenden Wirkung des Texanols in geringen
Konzentrationen in der Verbesserung der Filmeigenschaften wurden als nichstes
untiblich hohe Texanol-Anteile bis zu 40 % (w/w) verwendet, um zu untersuchen, ob

durch den Einsatz von Texanol das Ziehen gleichmaf3iger, nicht-briichiger Filme méglich
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ist. Wie Abbildung V.3-1 zu entnehmen ist, konnten auch sehr hohe Anteile des

Koaleszenzmittels keine guten Filmeigenschaften hervorrufen.

Wegen des Misserfolgs beim Einsatz von Texanol zur Bildung guter Filme, wurde als
nachstes Glycerin als Weichmacher eingesetzt. Ein Blick in Abbildung V.3-1 verrat, dass
durch das Beimischen von bis zu 10 % (w/w) eine Verbesserung der Filmeigenschaften
hin zu einer gleichmafiigeren, wolbungsfreien Oberflache, sowie eine Verringerung der
Briichigkeit erreicht werden konnten. Jedoch zeigte die haptischen Priifung, dass die
Briichigkeit des Materials nicht ganz verhindert werden konnte. Das Herausbrechen von
Keratinschuppen erforderte in diesem Fall allerdings bereits deutlich mehr Kraft und
durch das Fehlen einer Wélbung sind die Schuppen weit weniger anféllig gegeniiber dem

Ausuben einer Normalkraft.

Da sowohl der getestete Weichmacher als auch Koaleszenzmittel keinen finalen Erfolg zur
Erzeugung gleichmafliger, stabiler Filme brachten, stellte sich die Frage nach der Ursache
der Briichigkeit. Peptide sind gemeinhin dafiir bekannt, zum Ziehen von Filmen geeignet
zu sein.[166. 1671 Andere gangige Filmbildungsadditive wie Butylglycoll168] und
Dipropylenglycolmethylether(169] hatten u.U. eine Verbesserung der
Filmbildungseigenschaften erzeugen konnen, jedoch wurde, im Sinne eines

ressourcenschonenden Vorgehens, eine andere Herangehensweise gewahlt.

Die Bildung von Filmen kann bekanntermafden durch die Prasenz von Salzen negativ
beeinflusst werden.[1701 Daher wurde als nachstes der Einfluss des durch die Hydrolyse in
den KHPs verbliebenen Kaliumphosphats betrachtet. Da die aus dem Hydrolyseprozess
stammende Salzfracht auch fiir weitere zukiinftige Anwendbarkeitsuntersuchungen
potentiell storend ist, ist dieser Schritt ohnehin erforderlich. Die Glycerin-haltigen Filme
wurden dafiir im IR-Mikroskop untersucht. Die daraus resultierenden Aufnahmen und IR-

Spektren konnen Abbildung V.3-2 entnommen werden.

59



V. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung V.3-2: A) Mikroskopieaufnahme des KHP-Films mit 10 %(w/w) Glycerin. Zu erkennen ist eine

inhomogene Verteilung der KHPs bzw. des Phosphats. Die weifsen Bereiche weisen einen hdheren
Phosphatanteil auf. B) IR-Spektrum des Films aus (A), blaue Pfeile weisen auf den charakteristischen
Doppelpeak des Phosphats im Bereich zwischen 950 und 1050 cm’!, griine Pfeile weisen auf die

Amidbanden I und II mit fiir Keratin typischer Lage und Form bei ca. 1550 und 1650 cm-1.

Die IR-Spektroskopie zeigt klar, dass nicht nur der gesamte Film einen Phosphatanteil
enthdlt, sondern auch, dass es diskrete Salzdomédnen im Film gibt. Diese inhomogene
Verteilung tragt nicht begiinstigend zur Bildung gleichmafiger Filme bei. Da nun
Kaliumphosphat als Problemquelle identifiziert werden konnte, wurde es notwendig ein

genaueres Bild vom Salzgehalt, sowie dessen Einfluss auf die Filmbildung zu generieren.

V.4 Entsalzung der KHPs

Wie in Kapitel V.3 beschrieben, wurde die Salzfracht, genauer gesagt das Kaliumphosphat,
welches beim Hydrolyseprozess zurtickbleibt, als Storfaktor bei der Ausbildung von
Filmen aus den KHPs identifiziert. Insbesondere, da ein hoher Salzgehalt auch fiir kiinftige
potentielle Anwendungen storend sein konnte und der genaue Salzanteil nicht bekannt
war, wurde dieser durch Ionenchromatographie und Roéntgenfluoreszenzanalytik

bestimmt.

Die Rontgenfluoreszenzanalytik ergab einen Phosphorgehalt von 5,1 - 5,2 % (w/w), was
einem Phosphatgehalt von 15,3 - 15,6 % (w/w) entspricht. Dieses Ergebnis vertragt sich
gut mit dem der ionenchromatographischen Phosphat-Bestimmung, welche auf einen

Phosphatanteil von 15,1 % (w/w) kommt. Bei einer so grof3en Salzlast ist die Unfahigkeit
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der KHPs homogene Filme auszubilden, nicht verwunderlich. Daher sollte als nachster
Schritt eine Entfernung oder zumindest eine starke Reduktion des Salzgehalts erfolgen.
Dabei im Hinterkopf behaltend, dass die Entsalzung kiinftig auch im grofdtechnischen
Mafistab moglich sein muss, durfte die gewahlte Methode nicht zu komplex bzw. nicht zu
teuer sein, wobei sie gleichzeitig skalierbar sein musste. Daher wurde als erstes eine

Dialyse in Betracht gezogen.

Basierend auf den Peptidmassen, die in Tabelle V.1-1 zusammengefasst sind, wurden
zwei Membranporengrofien fiir die Dialyse ausgewahlt: MWCO 100 - 500 und MWCO
1000. Jede Dialyse geht mit einem Masseverlust einher, daher ist neben dem Unterschied
im Phosphat-Gehalt auch die Massenretention ein wichtiges Kriterium fiir die Bewertung
des Entsalzungsprozesses. Tabelle V.4-1 zeigt die Massenverluste durch die Dialyse,

sowie auch die korrigierten Massenverluste bezogen auf die reine Peptidmasse.

Tabelle V.4-1: Vergleich zweier MWCO fiir die Dialyse von KHP im Hinblick auf den Masseverlust durch die
Dialyse mit MWCO 100 - 500 und MWCO 1000.

MwWCO Massenverlust durch Dialyse Korrigierter Massenverlust durch
[%] Dialyse [%]
100-500 85 84
1000 97 n.b.

Mit einem Masseverlust von 97 % kann die Dialysemembran mit MWCO 1000 bereits
disqualifiziert werden. MWCO 100 - 500 weist ebenfalls einen sehr hohen Masseverlust
von 85 % bzw. 84 % bezogen auf die Masse der Peptide auf, doch kénnte diese Methode
zum Generieren neuer Erkenntnisse zundchst im Labormafdstab Anwendung finden, in
der Hoffnung, dass durch einen Wechsel auf verwandte Verfahren (bspw. Ultrafiltration
oder Cross-Flow-Filtration) im grofderen Mafdstab eine Verbesserung der Massebilanz
moglich ist. Daher wurde der Phosphatgehalt der dialysierten KHPs bestimmt. Das
Resultat der lonenchromatographie und Rontgenfluoreszenzanalytik ist in Tabelle V.4-2

abgebildet.
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Tabelle V.4-2: Vergleich des Phosphor- bzw. Phosphatgehalts vor und nach dialytischer Entsalzung der
KHPs mit Dialysemembranen MWCO 100 - 500 und MWCO 1000. Bei MWCO 1000 wurde nicht ausreichend

Masse fiir eine RFA oder IC-Analyse nach der Dialyse erhalten.

MWCO Phosphorgehalt gemifd RFA [% Phosphatgehalt gemaf IC [% (w/w)]
(w/w)]
Keine Dialyse 51-5,2 15,1
100-500 3,3-3,4 6,0-12,5
1000 n.b. n.b.

Der Salzgehalt nach der Dialyse mit einem MWCO von 100 - 500 variiert trotz
gleichbleibender Bedingungen (Dialysen wurden stets bei RT im Verhaltnis 1:150 mit
zwei Wasserwechseln nach je zwei Stunden sowie einer finalen Dialyse liber Nacht
durchgefiihrt). Ein Salzgehalt von 6,0 % (w/w) konnte u.U. bereits eine ausreichende
Verringerung sein um die storenden Effekte des Salzes fiir diverse Anwendungen
ausschalten zu konnen. Da jedoch der Salzgehalt stark schwankt und die Dialyse mit
einem hohen Masseverlust von 84 % Peptidmasse einhergeht, wurde die Entsalzung

mittels Dialyse als Option ausgeschlossen.

Als alternative Entsalzungs-Methode wurde eine Extraktion mit einem organischen
Losemittel, in welchem sich das Kaliumphosphat nicht, oder nur sehr schlecht, 16st,
erwogen. Die angegebenen Loslichkeiten in Tabelle V.1-1 zeigen die schlechte Loslichkeit
der KHPs in organischen Ldsemitteln. Lediglich DMSO, DMF und Methanol zeigen
erhohtes Losungsvermogen. Durch ihre hohen Siedepunkte und vermutete gute
Salzloslichkeit schieden DMSO und DMF als Extraktionsmittel aus. Dementsprechend fiel
die Wahl auf Methanol. Zusatzlich wurde auch ein vergleichender Versuch mit Ethanol

durchgefiihrt.

Fir die Extraktion wurden je 10 g salzhaltige KHPs in 150 ml Alkohol aufgeschlammt und
liber Nacht bei RT geriihrt. Anschliefend wurden unlésliche Anteile abfiltriert. Aus dem
Filtrat wurde die 1. Phase alkoholischer KHPs (ab hier als MeOH-KHPs oder EtOH-KHPs
bezeichnet) durch Abdampfen des Losemittels gewonnen. Fiir die methanolische

Extraktion wurde dieser Prozess zwei weitere Male wiederholt.
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Tabelle V.4-3: Ubersicht iiber die Ausbeuten der alkoholischen Aufarbeitung der KHPs, sowie die

Salzgehalte (gemessen mittels lonenchromatographie) nach der Aufarbeitung.

Aufarbeitung Ausbeute [%] Phosphatgehalt [% (w/w)]
MeOH-KHP 1. Phase 38 1,4
MeOH-KHP 2. Phase 9 4,7
MeOH-KHP 3. Phase 4 14,0
EtOH-KHP 1. Phase 8 <01

Die erste Phase der KHPs wies eine Ausbeute von 38 % (w/w) auf. In den darauffolgenden
Phasen verringerte sich die Ausbeute auf9 % (w/w) bzw. 4 % (w/w). Der Phosphatgehalt
konnte teilweise stark reduziert werden im Vergleich zu den 15,1 % (w/w) vor der
Aufarbeitung. Die Erste Phase zeigte den geringsten Phosphatanteil mit 1,4 % (w/w). In
den folgenden Phasen stieg dieser auf 4,7 % (w/w) und dann 14,0 % (w/w) an, sodass die
dritte Phase kaum eine Verringerung des Salzgehaltes gegeniiber der unbehandelten
KHPs zeigt. Fiir die MeOH-KHPs gilt also, dass die Ausbeuten mit steigender Phasenzahl
stark abnehmen, wahrend gleichzeitig die Effektivitat der Entsalzung stark abnimmt - die
erste Phase ist also die einzige, welche einen tatsachlich nutzbaren Entsalzungsvorgang

darstellt. Die Werte sind zur Ubersicht in Tabelle V.4-3 dargestellt.

Interessant ist auch, dass selbst nach drei Extraktionsvorgiangen nur 51 % der
urspriinglichen Masse erhalten wurden. Bei einem Salzgehalt von 15 % (w/w) vor der
Extraktion entsprichen also 85 % Gesamtausbeute einer vollstindigen Uberfithrung der
Peptide. Dies weist darauf hin, dass die geringe Loslichkeit der KHPs in Methanol,
zumindest in Teilen, durch spezifische Peptide, welche sich nur sehr geringfiigig im
Alkohol 16sen, verursacht wird. Hierbei konnte es sich um besonders hydrophobe Peptide
handeln, wobei in diesem Fall u.U. die Loslichkeit der KHPs in unpolaren Losemitteln wie
Xylol oder THF hoher ausfiele. Es ist auch vorstellbar, dass es sich bei dem unldslichen
Anteil um besonders stark disulfidverbriickte Peptide handelt, welche gerade auf Grund
der Verbriickungen eine schlechte Loslichkeit zeigen. In diesem Fall ginge die
methanolische Entsalzung mit einer Verringerung des Thiol- bzw. Disulfidgehalts einher.
Aus diesem Grund wurden Raman-Spektren der Proben fiir eine qualitative Untersuchung
auf Disulfide, sowie Messungen des Thiol-Gehalts behandelter und unbehandelter KHPs
als quantitative Analyse, durchgefiihrt und die verschiedenen MeOH-KHP- und EtOH-

KHP-Phasen sequenziert, um einen Uberblick iiber die Veridnderung der KHP-
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Zusammensetzung durch die Methanol-Extraktion zu generieren. Die Raman-Spektren
sind in Abbildung V.4-1 dargestellt, die Ergebnisse der Thiol-Messung finden sich in
Tabelle V.4-4.

Vergleichend wurde auch eine Ethanol-Extraktion der KHPs nach identischer
Vorgehensweise durchgefiihrt. Auch die Resultate dieser Extraktion sind in Tabelle V.4-3
aufgefiihrt. Die Ethanol-Extraktion war zur Entfernung der Salzfracht am effektivsten;
nach der Extraktion lag der Phosphat-Anteil bei <0,1 % (w/w). Die Effektivitdt der
Phosphat-Entfernung durch Ethanol-Extraktion auch im Vergleich zum Methanol-
Analogon ergibt Sinn, da Ethanol iiber einen grofderen unpolaren, organischen Rest
verfligt, welcher eine geringere Loslichkeit des polaren Phosphat-Salzes zur Folge hat. Da
die Ausbeute jedoch bereits bei der ersten Phase bei lediglich 9 % lag wurden weitere
Arbeiten mit der ersten MeOH-KHP-Phase durchgefiihrt. Dennoch wurde auch die
Analytik der EtOH-KHPs zu Vergleichszwecken mit durchgefiihrt.

Raman-Spektren kdnnen ohne Kalibrierungsgeraden nicht fiir eine quantitative Analytik
herangezogen werden. Lediglich grobe Trends lassen sich aus dem Vergleich von
Spektren bzw. Banden ablesen. In diesem Fall ist zu beobachten, dass alle drei Spektren
eine Disulfidbande bei etwa 510 cm-1 aufweisen. Fiir das Spektrum der dritten Phase (M3)
ist diese Bande jedoch verhdltnismafiig kleiner (bei gleichzeitig geringerer
Gesamtintensitat der Signale), was eine Verringerung des Thiol-Gehalts gegeniiber den

Phasen 1 und 2 impliziert.

Durch die Aufnahme der Raman-Spektren konnte nachgewiesen werden, dass nach der
methanolischen Extraktion nach wie vor Cystin-haltige Peptide in den einzelnen Phasen
vorhanden sind. Die Quantifizierung erfolgte nach der in Kaptiel IV beschriebenen

Methode mittels HPLC.
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Abbildung V.4-1: Gegeniiberstellung der Raman-Spektren von EtOH-KHPs (E1), sowie MeOH-KHP 1. Phase
(M1), MeOH-KHP 2. Phase (M2) und MeOH-KHP 3. Phase (M3).
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Tabelle V.4-4: Vergleich der Thiol-Gehalte unterschiedlicher alkoholisch aufgearbeiteter KHPs
untereinander sowie mit nicht-aufgearbeiteten KHPs mittels HPLC. Die Messungen wurden durch das
Fraunhofer IGB als Einfachbestimmungen durchgefiihrt, daher konnten keine Standardbweichungen
angegeben werden. Die Standardabweichung der neu entwickelten Messmethode ist nicht bekannt, die

zugrundeliegenden Arbeiten geben ihre Messgenauigkeit mit < 1 pmol (Hansen et al) bzw. < 1,5 % (Kurz et

al.) an.
Molare SH-konz. [mM] Molare SH-konz. [mM]
Probe
oxidierter Zustand reduzierter Zustand
KHP 0,09 7,96
MeOH-KHP 1. Phase 0,06 3,59
MeOH-KHP 2. Phase 0,06 4,13
MeOH-KHP 3. Phase 0,11 3,55
EtOH-KHP 1. Phase 0,05 2,70

Die molaren Thiol-Konzentrationswerte der Methanol-Extraktion zeigen einen klaren
Abfall im Vergleich zu den unbehandelten KHPs (7,96 mM). Zwischen den einzelnen
Phasen ist kein Trend zu erkennen. Die Thiol-Konzentrationen der ersten und dritten
Phase sind anndhernd identisch (3,59 mM und 3,55 mM), die der zweiten Phase
geringfligig hoher mit 4,13 mM. Die EtOH-KHPs weisen mit 2,70 mM die geringste Thiol-
Konzentration auf. Alle alkoholischen Entsalzungen gehen also mit einer signifikanten

Verringerung des Thiol-Gehalts einher.

Um das Bild der Veranderungen durch die Alkohol-Extraktion zu vervollstiandigen,
wurden die drei methanolischen, sowie die ethanolische Phase sequenziert. Dazu wurden
die Peptide gegen eine Datenbank bestehend aus den Federkeratinen 3 und 4 verglichen.
Die jeweils 10 haufigsten detektierten Peptide sind mit ihren Anteilen auf die Tabellen

V.4-5 und V:4-6 aufgeteilt aufgelistet.
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Tabelle V.4-5: Uberblick iiber die hiufigsten Peptide der ersten zwei Phasen der Methanol-extrahierten
KHPs, gemafd Sequenzierung durch Proteom Factory. Die Anteile wurden durch das Verhéltnis der

Peakflachen im Chromatogramm approximiert. Cysteine sind in den Peptidsequenzen farbig markiert.

MeOH-KHPs 1. Phase MeOH-KHPs 2. Phase

Peptid Anteil [%] | Peptid Anteil [%]
DLCRPCGPTPLANSCNEPCVR 23,17 SEEGVPISSGGFGISGLGSR 20,26
DLCRPCGPTPLANSCNEPCVR 14,28 FGISGLGSR 13,34
SEEGVPISSGGFGISGLGSR 10,14 SEEGVPISSGGF 13,34
DLCRPCGPTPLAN 5,08 GISGLGSR 5,93
VVIQPSPVVVTCPGPILSSFPQN 492 VVIQPSPVVVTLPGPILSSFPQN 4,22
SCFPLCRPCGPTPL 4,09 IQPSPVVVTLPGPISSFPQN 3,45
GISGLGSR 3,91 STSAAVGSILSEEGVPISSGGF 2,08
FGISGLGSR 3,21 SAAVGSILSEEGVPISSGGF 2,04
SCQPLCRPCGPTPLANSCNEPCVR 3,18 TAVGSSTSAAVGSIL 1,99
VVIQPSPVVVTLPGPIL 2,86 VVIQPSPVVVTSPGPILSSFPQN 1,89

Die Anteile der jeweiligen Peptide wurden aus den Flachen der Peaks ermittelt, lassen
sich also nur ndherungsweise als Reprasentationen der tatsiachlichen Anteile der Peptide
im Gemisch nutzen. In der ersten Methanol-Phase machen Cystein-haltige Peptide einen
Anteil von 57,44 % aus, was einer Retention gegenliber den unbehandelten KHPs
nahekommt. In der zweiten Methanol-Phase wurden gar keine Cystein-haltigen Peptide
detektiert und in der dritten Phase lediglich eines mit einem Anteil von 0,73 %. Die
Ergebnisse der HPLC-Thiol-Bestimmung und der Raman-Messung zeigen verlasslich und
eindeutig das Vorhandensein von Disulfiden in den Peptiden. Da die Federn weder vor
noch nach der Hydrolye mit Thiolen oder Disulfiden in Kontakt kam, muss an dieser Stelle

die Validitat der Sequenzierungs-Ergebnisse in Frage gestellt werden.

Dennoch wurde auch die Ethanol-Phase betrachtet. Diese Phase zeigt mit einem Anteil
von 54,64 % Cystein-haltigen Peptiden einen dhnlich guten Wert wie die 1. Phase der
MeOH-KHPs. Auch ist sie die einzige Extraktions-Phase, in welcher das urspriinglich als
haufigstes identifizierte Peptid (DLCRPCGPTPL) nachgewiesen werden konnte. Nach der
Thiol-Gehalt-Bestimmung mittels HPLC wurde der Thiol-Gehalt fiir die Ethanol-Phase als
am geringsten bestimmt, sodass dieses Ergebnis liberraschend ist und in Anbetracht der
Inkongruenz der zweiten und dritten methanolischen Phasen mit den vorigen

Ergebnissen auch in Frage gestellt werden muss.
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Tabelle V.4-6: Uberblick iiber die hiufigsten Peptide der dritten Phasen der Methanol-extrahierten KHPs
und der Ethanol-extrahierten KHPs gemafd Sequenzierung durch Proteom Factory. Die Anteile wurden
durch das Verhdltnis der Peakflichen im Chromatogramm approximiert. Cysteine sind in den

Peptidsequenzen farbig markiert.

MeOH-KHPs 3. Phase EtOH-KHPs 1. Phase

Peptid Anteil [%] | Peptid Anteil [%]
SEEGVPISSGGFGISGLGSR 24,31 DLCRPCGPTPL 40,69
GISGLGSR 13,16 SEEGVPISSGGF 8,86
TAVGSSTSAAVGSIL 10,47 DLGRPCGPTPLANSCNEPCVR 6,53
STAAVGSILSEEGVPISSGGF 6,08 TAAVGSSTSAAVGSIL 4,60
AVGSSTSAAVGSIL 4,63 GISGLGSRF 3,63
SAAVGSILSEEGVPISSGGF 3,13 FGISGLGSR 3,63
TAVGSSTSAAVGSILSEEGVPISSGGF 3,06 GISGLGSR 3,50
SSFPQNTAVGSSTSAAVGSIL 2,76 SCFPLCRPCGPTPL 3,32
SFPQNTAVGSSTSAAVGSIL 2,33 DLCRPCGPTPLAN 2,63
SSTSAAVGSILSEEGVPISSGGF 2,25 AVGSSTSAAVGSIL 2,16

Insgesamt sind die Ergebnisse der Sequenzierung unter Vorbehalt zu betrachten, die
Raman- und HPLC-Messungen konnten jedoch zeigen, dass mit den Extraktionen mit
Methanol bzw. Ethanol zwar ein Verlust an Thiol-Gehalt einhergeht, jedoch alle Phasen
weiter Cystein enthalten. Ebenfalls konnte das Hauptziel - die Entsalzung auf ein merklich
geringeres Niveau - erreicht werden. Daher werden im Folgenden weitere Versuche mit

der ersten Methanol-Phase durchgefiihrt.

V.5 Filmbildungsexperimente mit MeOH-KHPs

Die Ergebnisse im vorangegangenen Kapitel zeigen, dass die Methanol-Extraktion fiir die
KHPs mit einer Verringerung des Thiol- bzw. Cystein-Gehalts einhergeht. Daher wird
diese Methode der Entsalzung, trotz ihrer Einfachheit wohl keine Anwendung im
industriellen Bereich finden. Fiir diese Arbeit stellt sie jedoch eine simple und schnelle
Methode dar, die Salzfracht der KHPs stark zu reduzieren. Ziel dieser Arbeit ist es
auflerdem das Potential der KHPs auszuloten. Untersuchungen welche sich nicht mit dem
freien Thiol beschaftigen, werden nicht durch die Methanol-Extraktion beeinflusst und
Charakterisierungen, die auf den Eigenschaften der Thiole basieren, kdnnen nach wie vor

durchgefiihrt werden, da das reale Potential der KHPs im Zweifelsfall hoher liegt, als hier
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beobachtet. Bei einem Einsatz der KHPs etwa in einer vernetzenden Reaktion konnen mit

hoherem Thiol-Gehalt der KHPs auch héhere Netzwerkdichten erzeugt werden.

Daher wurden die Filmbildungsexperimente nach der methanolischen
Dephosphatisierung mit den erhaltenen KHPs weitergefiihrt. Genutzt wurden jene
Phasen, die eine nennenswerte Reduktion des Phosphatgehalts zeigten und gentigend
Material zur Filmbildung erzeugen konnten - dies bedeutet, die ersten beiden Phasen der
Methanol-Extraktion. Dafiir wurden wassrige MeOH-KHP-Losungen mit identischer
Konzentration (100 mg/L) hergestellt, welche dann in Telflonformen tiber Nacht an der
Luft getrocknet wurden. Die erhaltenen Filme wurden mit einem Holzspatel zur

haptischen Einordnung angekratzt. Gelungene Filme wurden nach optischer und

haptischer Evaluation mit DSC und TGA analysiert.

Abbildung V.5-1: Fotos der 1. Phase MeOH-KHP ohne (A) und mit 10 % (w/w) Texanol (B) bzw. 20 % (w/w)
Texanol (C). Die 2. Phase MeOH-KHP ohne (D) und mit 10 % (w/w) Texanol (E) sind ebenfalls abgebildet.
Alle Fotos wurden von Filmen in Teflonformen der Ausmafie 1,5 cm x 3,5 cm. Fiir Fotos der Filme in

4 cm x 4 cm Formen siehe Abbildungen A.5-1 und A.5-2 im Anhang.

Die obige Abbildung zeigt die Fotos der ersten beiden MeOH-KHP-Phasen jeweils mit und
ohne Texanol als Koaleszenzmittel. Die Filme der ersten Phase unterscheiden sich auf den
ersten Blick merklich von jenen bei denen die KHPs zuvor keiner alkoholischen
Extraktion unterzogen wurden; hier sind die Peptide in der Lage, einen ebenen und
gleichmafdigen Film auszubilden. Das Ankratzen mit einem Holzspatel zeigte eine erhohte
Bestandigkeit des Films - es war hier nicht méglich Teile des Films herauszulésen, ohne

diesen gezielt zu zerstoren. Es scheint, dass der Texanol-haltige Film geringfligig ebener
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ist, der Einfluss des Texanols ist aber, falls vorhanden, klein, da bereits der reine MeOH-

KHP-Film gleichmafig gebildet wird.

Die Eintrage D und E in Abbildung V.5-1 zeigen die Filmbildungsversuche der zweiten
MeOH-Phase. Hier zeigt sich ohne Texanol dasselbe Bild wie vor der Extraktion - es kann
kein durchgehender Film ausgebildet werden. Es bilden sich lediglich kleine Keratin-
Schuppen, welche bei Bertihrung leicht abblattern. Die Zugabe von 10 % (w/w) Texanol
als Koaleszenzmittel weist hier eine stiarkere Verbesserung auf als vor der Alkohol-
Behandlung der KHPs, doch auch hier kommt es nicht zu einer homogenen Filmbildung.
Das Produkt ist zwar durchgangig und beriihrungsstabiler als der Texanol-freie Versuch,
doch kann kein ebenmafiiger oder homogener Film gebildet werden. Weiter wurden bis
zu 50 % (w/w) Koaleszenzmittel hinzugegeben, doch auch diese sehr hohe Menge fiihrte

nicht zu einer durchgehenden Filmbildung (Vgl. Abb. A.5-1)

Die erste Phase MeOH-KHP enthédlt 1,4 % (w/w) Kaliumphosphat, die zweite Phase
besteht zu 4,7 % (w/w) aus dem Salz. Daraus folgt, dass die Maximalgrenze fiir die
Fahigkeit zur Filmbildung der KHPs (auch unter Mitwirken eines Koaleszenzmittels)

zwischen diesen beiden Werten liegt.

Als nachstes wurde eine Konzentrationsreihe des Texanols in MeOH-KHP-Filmen
untersucht, um zu iiberpriifen, ob ein Einfluss beobachtet werden kann. Aufserdem wurde
ein Film vierfacher Dicke ohne Koaleszenzmittel angefertigt, um zu ermitteln, ob dies ein
limitierender Faktor ist. Fotos dieser Filme sind im Anhang in Abbildung A.5-2 dargestellt.
Die unterschiedlichen Texanol-Konzentrationen kénnen optisch und haptisch nicht
voneinander unterschieden werden. Hier sind die DSC-Daten fiir eine Unterscheidung
notwendig. Der dickere Film zeigt, dass der Film ein gewisses Maf3 an Durchsichtigkeit
besitzt. Aufderdem ist er merklich weicher und zeigt eine geringere Kohésion als die
diinneren Filme. Der Film, der tiber dem PVC-Label gezogen wurde, zeigt, trotzdass es sich
um einen MeOH-KHP-Film der ersten Phase handelt, eine Schuppenbildung. Die KHPs
vermoOgen also nur auf bestimmten (vermutlich bevorzugt rauen) Oberflaichen Filme

auszubilden.
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Abbildung V.5-2: DSC-Thermogramme der MeOH-KHP-Filme. Abgebildet sind die Thermogramme der
Filme mit 0 % (w/w) (rot), 2 % (w/w) (blau), 10 % % (w/w) (griin), 20 % (w/w) (orange) und 50 % (w/w)
Texanol (lila). Der rote Kreis markiert die Temperatur an welcher sich die Glasiibergangstemperaturen

befinden.

Abbildung V.5-2 zeigt die DSC-Aufnahmen der MeOH-KHP-Filme der ersten Phase im
Vergleich; die exakten Lagen der Glastemperaturen, sowie die Peakenergien sind in
Tabelle V.5-1 aufgelistet. Die Glasiibergangstemperaturen aller Proben sind nahezu
gleich, lediglich der Ty der Probe mit vierfacher Masse wurde auf -9 °C statt -8 °C
bestimmt. Diese Abweichung ist jedoch geringer als die Genauigkeit der Methode, sodass
alle Ty als identisch betrachtet werden. Glasiibergangstemperaturen sind in erster Linie
durch die Energie definiert, die notwendig ist, um die Polymer- bzw. Oligomerketten einer
Probe in Bewegung zu versetzen.['71] Daher ist es iiberraschend, dass die Menge an

Koaleszenzmittel in der Probe keinen Einfluss auf diese zu haben scheint.

Tabelle V.5-1: Ubersicht iiber die Glasiibergangstemperaturen, Peak-Temperaturen und zugehorigen

Enthalpien der MeOH-KHP-Filme mit unterschiedlichen Texanol-Konzentrationen.

MeOH-KHP-Probe T, [°C] Peak-Temperatur [°C] Enthalpie []J/g]
0 % Texanol -8 150 541
2 % Texanol -8 147 11,66
10 % Texanol -8 150 10,36
20 % Texanol -8 150 11,06
50 % Texanol -8 148 12,98
Vierfache Masse -9 144 23,22
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Auch die Peak-Temperaturen sind in Anbetracht der Genauigkeit einer DSC nahezu
identisch. Lediglich der Wert der Probe mit vierfacher Masse liegt etwas geringer. Um die
Ursache hierfir zu ermitteln, muss zunachst bestimmt werden, wodurch der Peak

verursacht wird.

Bekanntlich sind Keratine stark disulfidhaltig; Disulfide kénnen durch
Temperatureinwirkung aufgebrochen bzw. zu einem Disulfid-Austausch gebracht
werden (vgl. Kapitel V.11). In Haaren wird Disulfidaustausch bereits ab einer Temperatur
von etwa 80 °C beobachtet, 172 1731 jedoch wird ein starker Anstieg ab 150 °C
beobachtet.[174] Es ist also moglich, dass es sich bei dem Peak um die Reaktionsenthalpie
des Aufbrechens und Austauschens von Disulfiden handelt. Deutlich wahrscheinlicher ist
jedoch ein Aufschmelzen des kristallinen Keratinanteils bei dieser Temperatur. In ihrer
Arbeit zur Extraktion von Keratin aus Federn beobachteten Alahyaribeik et al das
Aufschmelzen kristalliner Teilbereiche in ganzen Federn bei 235 °C, welches jedoch bei
Betrachtung aufgeschlossenen Keratins auf Temperaturen zwischen 170 °C und 215 °C
sank.34 Wang et al. beobachteten bei aufgeschlossenem Keratin aus Hasenhaar ein
Aufschmelzen der Kristallstruktur bei 196 °C[175] - hierbei muss beachtet werden, dass
durch den deutlich hoheren Anteil a-helicaler Strukturen im Hasenhaar-Keratin der
erwartete Schmelzpunkt hoher liegt. Durch die Unterschiede in den Aufschlussmethoden,
sowie teilweise in den betrachteten Keratinquellen ist nicht zu erwarten, dass exakte
Ubereinstimmungen der Schmelztembereiche beobachtet werden kénnen. Dennoch sind
die Ubereinstimmungen nahe genug, dass die beobachteten endothermen Peaks mit
Hochpunkten bei 145 °C bis 150 °C dem Aufschmelzen kristalliner Teilbereiche in den

KHPs zugeordnet werden kann.

Die Enthalpie des Films mit vierfacher Masse, bzw. Dicke, besitzt mit ca. 23 ] /g einen etwa
doppelt so grofRen Wert wie die Texanol-haltigen Filme und einen etwa vierfach gréfieren
Wert verglichen mit dem Film ohne Texanol. Mit Ausnahme des Films mit 2 % Texanol
steigt die zum Aufschmelzen benétigte Enthalpie mit zunehmendem Texanol-Anteil an.
Somit scheint es, dass die Harte des Films umgekehrt proportional zur zum Aufschmelzen
bendtigten Energie ist. Dies setzt sich mit dem Film vierfacher Masse fort, da dieser, evtl.

durch eingeschlossene Feuchtigkeit, der weichste hergestellte Film war.

Abschliefdend wurde die thermische Stabilitdt der MeOH-KHPs durch eine TGA-Messung

bestimmt. Da der Gehalt an Texanol keinerlei Einfluss auf die thermische Stabilitat hat
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und durch das Abdampfen des Koaleszenzmittels hochstens das Ergebnis verfalschen
wirde, wird hier nur eine TGA des MeOH-KHP-Films ohne Texanol besprochen. Diese ist

in Abbildung V.5-3 zu sehen.

Zu Beginn der Messung wird lediglich das im Film gespeicherte Wasser verdampft -
dieses macht 10 % der Gesamtmasse aus. Die Onsettemperatur, also der Beginn der
thermischen Zersetzung, liegt bei 157 °C, also nur geringfligig hoher als die
Peaktemperatur des Disulfidaustauschs. Dies macht eine gezielte Nutzung von
Disulfidaustauschreaktionen durch Hitze schwer. Die Temperatur Ts, welche jene

Temperatur angibt bei der 5 % der Masse verloren wurden, liegt bei 183 °C.

Tone = 157 °C

| | | | | |
50 100 150 200 250 300 350
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Abbildung V.5-3: Exemplarisches TGA-Thermogramm eines MeOH-KHP-Films ohne Zusatz von Texanol.
Heizrate: 10 K/min. Markiert ist die Onset-Temperatur bei 157 °C. Bei den Spriingen im Masseverlust >

200 °C handelt es sich um Messartefakte.

Nachdem die KHPs durch Methanol-Extraktion soweit von ihrer Salzlast befreit wurden,
dass sie zu Filmen verarbeitet werden konnten, stellte sich als nachstes die Frage, ob die
Materialeigenschaften sich dandern, wirden die Filme aus reduzierten MeOH-KHPs
gezogen. Dazu musste zundchst ein Reduktionsprotokoll entwickelt werden. Dieses wird

im kommenden Kapitel behandelt.

V.6 KHP-Reduktion

In Disulfiden liegen die Schwefelatome in der Oxidationsstufe -1 vor, also im Vergleich zu
ihrer bevorzugten Oxidationsstufe -II oxidiert. Prinzipiell sind Disulfide nicht sonderlich
schwer zu reduzieren, jedoch variieren die Reduktionsprodukte je nach eingesetztem

Reduktionsmittel stark. In dieser Arbeit wird die selektive reduktive Spaltung der
73



V. Ergebnisse und Diskussion

Disulfide zu zwei freien Thiolen praferiert, es existieren jedoch auch Reduktionsmittel,
welche eine asymmetrische Spaltung des Disulfids bewirken. Beispielsweise fiihrt der
Einsatz von Sulfit als Reduktionsmittel zu einer Spaltung, bei der ein freies Thiol und ein
Bunte-Salz entstehen. Wird die Reduktion mit Natriumsulfid durchgefiihrt, kommt es zur
Bildung von Perthiocystein und Dehydroalanin. Beide Ergebnisse sind unerwiinscht: zum
einen, da lediglich die freien Thiole fiir Folgechemie oder eine gezielte Reoxidation zum
Disulfid genutzt werden koénnen, zum anderen weil das Aufkommen hochaktiver
Substanzen wie Dehydroalanin zu unerwiinschten und unvorhersehbaren

Nebenreaktionen fihren kann.[33. 55]

Ein Thiol-freies Reduktionsmittel, welches auch in dieser Arbeit verwendet wurde, das
sehr stark in der Reduktion von Disulfiden zu Thiolen ist, ist Tris(2-

carboxyethyl)phosphin (TCEP), oft als Hydrochlorid eingesetzt.[>7]

Dadurch, dass es bereits fiir die Reduktion von Haarkeratin etabliert ist, wurde als erstes
ATG als Reduktionsmittel getestet. Dazu wurden 500 mg KHPs in 1 ml 70 %iger ATG-
Losung in Wasser aufgeschlammt. Nach 30 min Riithren wurde die Suspension abfiltriert
und der feste Riickstand zunachst mit kaltem Aceton gewaschen. Da nach mehrmaligem
Waschen mit Aceton noch olfaktorisch die Priasenz von ATG bestimmt werden konnte,
wurde der Riickstand anschliefiend mehrmals mit kaltem Wasser gewaschen. Dieser
Waschvorgang ging mit einem hohen Verlust an KHPs einher und auch danach war das

ATG noch merklich wahrnehmbar.

Darum wurde diese Art der Reaktionsfiihrung verworfen und stattdessen 1155 mg
MeOH-KHPs in 10 ml Wasser gelost. Die Losung wurde dann fir 15 min mit Stickstoff
durchgast, um Sauerstoff auszutreiben. Anschliefiend erfolgte die Zugabe von 0,5 ml
70 %iger ATG-Losung in Wasser. Nach Riihren fiir 30 min bei RT wurde die Losung in
einen Dialyseschlauch (MWCO 100 - 500) tberfiihrt. Nach drei Dialysedurchgidngen

wurde das verbleibende Dialysat eingefroren und mittels Gefriertrocknung getrocknet.

Die so erhaltenen KHPs wurden durch Raman-Spektroskopie auf den Erfolg der
Reduktion tiberpriift. Da auch das ATG eine Thiol-Gruppe aufweist, wurde zusatzlich eine
Uberpriifung des ATG-Gehalts durch Ionenchromatographie durchgefiihrt. Dabei kam
heraus, dass sich nach der Dialyse noch 2,7 % (w/w) ATG in der Probe befanden. Auch
nach mehrmaligem Wiederholen konnte keine ATG-freie Probe erzeugt werden. Dies
macht eine zuverlassige Thiol-Analytik der reduzierten KHPs nahezu unmaoglich. Dennoch
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wurde ein Raman-Spektrum aufgenommen, da dieses ggf. anhand der Disulfid-Bande
Aufschluss tiber den Erfolg oder Misserfolg der Reduktion geben kann. Dieses Spektrum

ist in Abbildung V.6-1 abgebildet.

Alternativ. wurde die KHP-Reduktion durch TCEP untersucht. TCEP ist sehr
oxidationsempfindlich. Daher musste hier vermehrt auf anaerobe Reaktionsbedingungen
geachtet werden. Deshalb wurde wieder die KHP-Losung fiir 15 Minuten bestickt; die
Reaktionsapparatur war dabei unter Stickstoffatmosphére mit einem Septum versiegelt.
Anschlief3end erfolgte die Zugabe von TCEP im Stickstoffgegenstrom. Nach 30 Minuten
Rithren bei RT wurde die Reaktionslésung in einen Dialyseschlauch tiberfiihrt und
dialysiert. Das finale Dialysat wurde eingefroren und gefriergetrocknet. Abbildung V.6-1
zeigt das Raman-Spektrum der TCEP-reduzierten MeOH-KHPs. Dort ist zu sehen, dass

eine vollstindige Reduktion erreicht werden konnte.

TCEP zeigt seine starkste Wirksamkeit im sauren bis neutralen Bereich. Daher wurden
unterschiedliche pH-Werte zwischen pH 3 und pH 7 getestet, wobei alle zu einer
vollstindigen Reduktion der Probe fiihrten. Darum wurden TCEP-Reduktionen

anschlieflend in vollentsalztem Wasser bei pH 7 durchgefiihrt.
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Abbildung V.6-1: Raman-Spektren von MeOH-KHP (griin), MeOH-KHP mit TCEP reduziert (blau) und
MeOH-KHP mit ATG reduziert (rot). Oben ist die Reduktion der KHPs durch TCEP bzw. ATG dargestellt.

Waihrend im Spektrum der TCEP-reduzierten MeOH-KHPs nur eine Thiol-Bande bei

2573 cm zu sehen ist, was eine vollstindige Reduktion der Disulfide (~510 cm1) zeigt,

finden sich im Spektrum der ATG-reduzierten MeOH-KHPs sowohl eine Disulfid- als auch
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eine Thiol-Bande. Dies bedeutet, dass hier eine unvollstindige Reduktion stattfand. Ein
Vergleich der Flachen der Banden ergab, dass diese etwa gleich grof sind -
selbstverstandlich kann daraus kein genauer Grad der Reduktion abgelesen werden
(insbesondere, da sich noch ATG in der Probe befindet), doch lasst sich damit abschatzen,
dass die Reduktion nicht zu mehr als 50 % erfolgreich gewesen sein kann. Somit ist TCEP
durch seine Befdahigung die KHPs vollstindig zu reduzieren und durch die stark
vereinfachte Kontrolle mittels Raman das Reduktionsmittel der Wahl fiir kiinftige
Reduktionen im Labormafistab. So ist es moglich die Eigenschaften reduzierter KHPs zu
untersuchen. Fiir etwaige spatere Reduktionen im grofderen Mafsstab ist TCEP jedoch auf

Grund der oben benannten Oxidationsempfindlichkeit, sowie seines Preises ungeeignet.

V.7 Filmbildungsexperimente mit reduzierten MeOH-KHPs

In Kapitel V.3 wurden Filmbildungsexperimente mit KHPs durchgefiihrt, in Kapitel V.5
wurden analoge Experimente mit den MeOH-KHPs mit grofderem Erfolg wiederholt. Nun
sollen Filmbildungsexperimente mit reduzierten MeOH-KHPs (r-MeOH-KHPs) das Bild
erganzen. Die Experimente mit r-MeOH-KHPs setzen sich aus zwei Typen zusammen: zum
einen werden Versuche durchgefiihrt, die an die vorangegangenen angelehnt sind, indem
die r-MeOH-KHPs in Wasser (oder wassrigen Losungen) gelost werden und dann durch
das Verdampfen des Wassers unter Normalbedingungen ein Film erzeugt wird. Hierbei
ist es interessant zu sehen, ob es durch Luftsauerstoff allein zu einer Oxidation der Thiole
kommt, oder ob diese durch andere Oxidationsmittel erzeugt werden muss. Aufierdem
wird untersucht, ob die MeOH-KHPs in den Filmen reduziert bleiben oder im Zuge der
Filmbildung durch Luftsauerstoff reoxidiert werden konnen. Der zweite Experiment-Satz
beschaftigt sich mit Filmen, die aus einem Gemisch aus r-MeOH-KHPs mit einem anderen

Thiol-Vernetzer gezogen werden.

Da untersucht werden soll, ob die r-MeOH-KHPs durch Luftsauerstoff reoxidieren, wurde
zunichst die Oxidationsgeschwindigkeit der KHPs als Feststoff untersucht. Hierzu diente
das synthetische Peptid als Modellsubstanz, mit welcher durch geringen Aufwand ein
guter Einblick in die Oxidationsgeschwindigkeit an der Luft gewonnen werden konnte.
Abbildung V.7-1 zeigt die Raman-Spektren des synthetischen Peptids nach
unterschiedlich langer Luftexposition (0 Tage, 4 Tage, 7 Tage und 14 Tage).
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Die aufgenommenen Spektren kénnen ohne addquate Kalibriergerade nur vollwertig auf
ihre qualitative Aussage betrachtet werden, eine genaue Quantifizierung des Disulfid-
Gehalts war jedoch auch nicht die Intention der Messreihe. Hier sollte lediglich untersucht
werden, ob die Grofdenordnung der Dauer der KHP-Oxidation hin zum Disulfid an der Luft
im Bereich von Tagen, Wochen oder evtl. noch hoher liegt. Das Ergebnis, welches in der
untenstehenden Abbildung zu sehen ist, zeigt, dass auch nach 14 Tagen noch freie Thiole
in nennenswerter Menge nachzuweisen sind. Um einen Trend zu ermitteln, wurde der
prozentuale Anteil der jeweiligen Disulfidbandenflachen an den Flachen beider Banden
ermittelt. Selbstverstandlich korrelieren die Peakflachen nicht direkt mit dem Anteil an
Disulfid bzw. Thiol, doch kann aus dem Trend der Flachen auch ein Trend auf die
Verteilung der Oxidationsstufen des Schwefels abgeleitet werden. Hier zeigt sich, dass die
Oxidation an der Luft iiberaus langsam ablauft — das Verhaltnis der betrachteten Banden
bleibt annahernd konstant. Dies deckt sich auch mit der Literatur, welche sich mit der
Luftoxidation von Disulfiden beschaftigt.[107-1091 AbschliefRend kann also darauf
geschlossen werden, dass die Sauerstoffoxidation der KHPs keine relevante Rolle bei der

Filmbildung von r-MeOH-KHPs spielt.
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Abbildung V.7-1: Gegeniiberstellung der Raman-Spektren des synthetischen Peptids ohne Sauerstoff-

Exposition, sowie nach 4, 7 und 14 Tagen an der Luft. Oben ist die Luftoxidation abgebildet.

Da die r-MeOH-KHPs nicht durch Luftsauerstoff in einer realistischen Zeitspanne zur
Oxidation gebracht werden konnen, wurde als nachstes die Reoxidation durch den
Einsatz von Wasserstoffperoxid untersucht. Dazu wurde erneut das synthetische Peptid
als Modellsubstanz eingesetzt. H202-Losungen unterschiedlicher Konzentrationen (0,5 %,
1% und 2 %) wurden verwendet, um das synthetische Peptid zu l6sen. Nach dem
Abdampfen des Losemittels wurden die Peptide mittels Raman-Spektroskopie auf die
Vollstandigkeit der Oxidation iiberpriift. Bereits die geringste verwendete Konzentration
von 0,5 % H202 reichte aus, um eine vollstandige Oxidation der Thiole zum Disulfid zu
bewirken. Die untenstehende Abbildung V.7-2 zeigt das Raman-Spektrum der durch

0,5 % H202-Losung oxidierten Probe, sowie die IR-Spektren aller drei Proben.
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Abbildung V.7-2: A) Raman-Spektrum des mit 0,5 % H202-Losung oxidierten synthetischen Peptids. Gelb

markiert ist die Lage der Disulfidbande B) korrespondierendes IR-Spektrum des mit 0,5 % H202-Losung
oxidierten synthetischen Peptids, sowie die IR-Spektren der Proben mit 1 % H202 und 2 % H20:. Die
Sulfongruppe der Cysteinsdure gibt eine scharfe Bande i.d.R. bei ca. 1040 cm1ab,[176.177] hier liegt die Bande

bei 1038 cm-1.

Wie in Kapitel V.6 beschrieben ist die Oxidation von Haarkeratin mit H202-L6sung
hinldanglich bekannt,[>4 daher kommt der Erfolg der hier gezeigten Oxidation des
synthetischen Keratinfragments nicht tiberraschend. Im Folgenden wird auch gezeigt
werden, dass die Oxidation auch auf die MeOH-KHPs tibertragbar ist. Zunachst wurde
jedoch eine IR-Analyse der H202-oxidierten Peptide durchgefiihrt, da ebenfalls bekannt
ist, dass bei der Reoxidation reduzierter Haare (,Fixierung“) eine Uberoxidation
stattfinden kann, sodass ein Teil des Cysteins (Thiol, Oxidationsstufe -II) nicht zum Cystin
(Disulfid, Oxidationsstufe -I), sondern zur Cysteinsdaure (Sulfonsdure, Oxidationsstufe
+IV) oxidiert wird.[178] Dies ist insbesondere relevant, da die Oxidation eines Thiols zur

Sulfonsaure irreversibel ablauft.

In Abbildung V.7-2 sind die normierten IR-Spektren der Oxidationen mit den drei
unterschiedlichen Wasserstoffperoxidkonzentrationen dargestellt. Die Bande der
Cysteinsdure ist farblich markiert, sodass klar ersichtlich ist, dass alle drei
Konzentrationen auch zu einer geringfiigigen Bildung von Cysteinsdure fiihren. Ebenfalls
ist erkennbar, dass die Bandenintensitat mit steigender H202-Konzentration zunimmt,
was einen Anstieg der Cysteinsdure bedeutet. Die Oxidation mittels H202 stellt eine
elegante Oxidationsmethode dar, bei welcher keine Reste des Oxidationsmittels (bspw.
lodid) im Film verbleiben. Da bereits die geringste getestete Konzentration von 0,5 %

ausreicht, eine vollstandige Oxidation herbeizufiihren, wurde die geringfiigige
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Uberoxidation hin zum Sulfit fiir die weiteren Laborversuche in Kauf genommen. Die

thermischen Eigenschaften wurden spater untersucht, sodass im Falle einer massiven

Verschlechterung eine neue Oxidationsmethode entwickelt werden kénnte.

Abbildung V.7-3: Gegentiberstellung der Raman-Spektren der r-MeOH-KHP-Filme gezogen aus Wasser
(oben, blau), 10 %iger ammonikalischer Lésung (Mitte, griin) und 0,5 %iger H202-Lésung (unten, rot).

Gelbe Banden markieren die Lagen der Disulfid- und Thiol-Signale.

Die obenstehende Abbildung V.7-3 zeigt ein Bild sowie die Raman-Spektren von drei
Filmen, die im Anschluss an die Oxidationsversuche am synthetischen Keratinfragment
durchgefiihrt wurden. Hier wurden die r-MeOH-KHPs analog zu allen vorangegangenen
Filmbildungsexperimenten mit einer Konzentration von 100 mg/ml gel6ést und durch
Abdampfen des Losemittels ein Film erzeugt. Die getesteten LOsemittel waren dabei
Wasser als Referenz, 5 %ige Ammoniaklosung als basisches Medium, sowie 0,5 %ige
Wasserstoffperoxidlosung, von der zuvor gezeigt werden konnte, dass sie

Federkeratinfragmente zu oxidieren vermag.

Von der wassrigen Losung wurde keine oxidative Wirkung erwartet, die grofd genug ware,

die r-MeOH-KHPs zu oxidieren. Die ammoniakalische Losung wurde als Alternative zur
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Oxidation mittels Wasserstoffperoxid getestet. Thiole zeigen in basischen Medien eine
hohere Neigung zur Ausbildung von Disulfiden, da die Thiole hier als Thiolate vorliegen,
welche mit ihrer erhdhten Nukleophilie die Disulfidbildung begiinstigen.[74l Ammoniak
wurde als Base ausgewahlt, da dieses langsam aus der Probe verdunsten kann, sodass der

finale Film rickstandsfrei zurickbleibt.

Die Spektren aus Abbildung V.7-3 spiegeln diese Erwartungen gut wider. Das oberste
Spektrum wurde aus dem Film der wassrigen Losung aufgenommen. Klar ersichtlich ist
die Thiol-Bande bei 2573 cm, eine Disulfidbande scheint auch vorhanden, wird jedoch
durch ihre geringe Intensitdt von anderen Banden teilweise iberdeckt. Die r-MeOH-KHPs
liegen also teilweise oxidiert vor, eine Abschatzung des Oxidationsgrades ist jedoch nicht

moglich.

Das mittlere Spektrum zeigt den Film der ammoniakalischen Losung, bei welchem vor
dem Versuch keine gut fundierte Vorhersage iiber den finalen Zustand des Cysteins
getroffen werden konnte. Hier zeigt sich, dass nach wie vor Thiole in den Peptiden
vorhanden sind, jedoch auch eine eindeutige Disulfidbande (~510 cm-1) zu sehen ist. Hier

fand eine unvollstiandige Oxidation statt.

Das unterste Spektrum gehort zum Film der 0,5 %igen Wasserstoffperoxidlosung. Wie
erwartet ist hier keine Thiolbande mehr zu beobachten, dafiir eine starke Disulfidbande.
Die Peptide liegen hier vollstandig oxidiert vor. Die 0,5 %ige Wasserstoffperoxidlosung

ist also die beste Wahl bezogen auf die Oxidationsleistung.

Nachdem die Methode zur Oxidation der r-MeOH-KHPs identifiziert werden konnte,
wurden die reoxidierten Filme als ndchstes durch DSC auf ihre thermischen Eigenschaften
untersucht - spezifisch ob diese von jenen der MeOH-KHPs abweichen. Die
Thermogramme der drei Proben sind in Abbildung V.7-4 zu sehen. Die DSC-Messungen

wurden analog zu den zuvor beschriebenen durchgefiihrt.

Alle drei Thermogramme zeigen einen dhnlichen Verlauf zu jenen der nicht-reduzierten
Proben, mit zwei Unterschieden. Zum einen verschiebt sich die Glasiibergangstemperatur
durch die Reduktion von -8 auf -6 °C was auch durch die Reoxidation nicht revidiert wird.
Geringe Temperaturverschiebungen von 2 °C sind in DSC-Messungen nicht immer auf
tatsachliche Eigenschaftsinderungen zurilickzufiihren, sondern koénnen auch durch

Messungenauigkeiten, oder minimale Unterschiede im gebundenen Restwasser
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verursacht werden, sodass dieser Unterschied mit Vorsicht betrachtet werden muss.
Resultiert die Differenz jedoch aus der Reduktion, zeigt dies, dass die Peptide dadurch
eine grofdere konformative Freiheit erfahren und koénnte ein Indiz dafiir sein, dass

Disulfide durch die Reoxidation vorgezogen inter- und nicht intramolekular gebildet

werden.
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Abbildung V.7-4: Gegeniiberstellung der DSC-Thermogramme von r-MeOH-KHP-Filmen aus Wasser (oben),
NHs-Losung (Mitte) und Hz02-Lésung (unten).

Der zweite, deutlich grofiere, Unterschied zeigt sich im endothermen Peak. Dieser beginnt
bei den hiesigen Proben bereits bei geringerer Temperatur (~125 °C) und die Form des
Peaks ist ganzlich unterschiedlich. Der Peak der r-MeOH-KHPs ist weniger symmetrisch

als der der MeOH-KHPs (vgl. Abb. V.5-3). Werden die drei Thermogramme untereinander
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verglichen fallt auf, dass der Peak bei der H202-oxidierten Probe sehr viel ndher an der
Form der MeOH-KHPs ist. Auflerdem ist zu sehen, dass die Filme aus Wasser und
ammoniakalischer Losung zwei ineinander iibergehende Peaks zu zeigen scheinen (in der
Abbildung durch gelbe und orangene Flachen markiert). Da die H202-oxidierte Probe
keine Thiole mehr aufweist, kann daraus geschlossen werden, dass die Anderung des

Peaks auf die Anwesenheit freier Thiole zurickzufiihren ist.

Der orangene Teil des Peaks entspricht jenem der Thermogramme der nicht-reduzierten
MeOH-KHPs. Hierbei handelt es sich also um die Energie, welche notwendig ist, um die
teilkristallinen Bereiche der MeOH-KHPs aufzuschmelzen.[34! Die Tatsache, dass sich die
Peaklagen und Peakformen durch die Prasenz freier Thiole dndern, zeigt, dass diese einen
Einfluss auf die von den Peptiden eingenommenen Konformationen haben miissen. Dies
ist insofern nicht verwunderlich, dass die reduzierten MeOH-KHPs, wie oben bereits
behandelt, ein hoheres Mafd konformativer Freiheit besitzen. Hierdurch konnen
energetisch giinstigere Anordnungen erfolgen - der Grad der Kristallinitit kdnnte
zunehmen. Zudem sind durch die Anwesenheit der Thiole zusatzliche gute Wasserstoft-
Donoren zum Eingehen von Wasserstoffbriickenbindungen vorhanden. Ein gestiegener
Anteil von Wasserstoffbriicken ist ebenfalls in der Lage die Veranderung der

endothermen Peaks, in Form und Flache, zu erklaren.

Die Tatsache, dass die H20:-oxidierte Probe die geringste Abweichung zur vorigen
Peakform aufweist, stiitzt den Befund, dass es sich hierbei um den Einfluss der Thiole
handelt. Dass es dennoch eine geringfiigige Anderung gibt, weist darauf hin, dass auch bei
der H202-Oxidation (mit 0,5 %iger Losung) einige Thiole zurtickbleiben, jedoch in so

geringem Maf3e, dass diese nicht via Raman-Spektroskopie erfasst werden kénnen.

V.8 r-MeOH-KHP-Filme mit petrochemischem Thiol-Harter

Nach der Etablierung einer Reduktions- und Reoxidationsmethode mit Filmbildung der
MeOH-KHPs wurde als abschliefiender Filmbildungstest die Filmbildung mit einem
weiteren Thiol-Vernetzer untersucht. Dazu wurden den H202-r-MeOH-KHP-Lésungen 25,
50, 75 und 100 Aq% (w/w) Thiocure ETTMP 1300 (TC-1300) beigefiigt und durch
Verdampfen des Wassers Filme gebildet. Die haptische Untersuchung mittels Holzspatel

zeigte jedoch, dass die Filme durch die Zugabe von mehr TC-1300 etwas weicher werden.
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In Abbildung V.8-1 sind die Raman-Spektren, sowie die Thermogramme der DSC-Messung

dieser Filme abgebildet. Dort ist auch die Struktur des Thiol-Vernetzers abgebildet.

Um den Grad der Oxidation und somit indirekt der Vernetzung zu kontrollieren wurden
Raman-Spektren der Filme aufgenommen. Die Oxidation der Mischfilme erfolgte analog
der Oxidation der r-MeOH-KHP-Filme durch 0,5 %ige H202-Losung. Ebenso wie zuvor bei
den reinen r-MeOH-KHP-Filmen reichte diese auch hier fiir eine vollstandige Oxidation
aus. Dies kann in den in Abbildung V.8-1 gezeigten Spektren beobachtet werden. In diesen
Raman-Spektren finden sich keine Thiol-Banden mehr, dafiir sind Disulfidbanden in das

Spektrum getreten.
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Abbildung V.8-1: A) Raman-Spektren der Filme aus r-MeOH-KHP mit TC-1300 aus 0,5 %iger H202-Losung.
Gelbe Banden markieren die Lagen der Disulfid- und Thiol-Signale. Zuséatzlich ist die Struktur des
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verwendeten Vernetzers, TC-1300 gezeigt. B) korrespondierendes Thermogramm aus der DSC-Messung.

Die roten Kreise markieren Glasiibergangstemperaturen.

Bei ca. 150 °C befindet sich ein endothermer Peak. Dieser dhnelt in seiner Form viel mehr
jenen der nicht-reduzierten Filme; die ,ausgefransten” Peaks der r-MeOH-KHP-Filme sind
nicht im Thermogramm zu finden, was sich mit der Aussage des Raman-Spektrums deckt.
Auch sonst besteht sehr grofe Ahnlichkeit zu den Werten der MeOH-KHPs, die
Glaslibergangstemperatur wurde hier ebenfalls auf -8 °C bestimmt. Jedoch findet sich hier
eine weitere, deutlich stiarkere, Glasiibergangstemperatur bei -45 °C, dies deckt sich mit
der Tg von TC-1300 handelt, wie sie in der Literatur berichtet wird.[179.180] Dje Ketten der
beiden Komponenten werden also durch die gemeinsame Filmbildung nicht in ihren

intrinsischen Beweglichkeiten eingeschrankt.

V.9 Synthese von (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol

In einem zweiten Projekt wurde die Synthese von (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol
(DT) aus 2,2-Bis(bromomethyl)propan-1,3-diol angestrebt. Das DT kann spater als
Molekiil, welches ein Disulfid und zwei Alkoholgruppen enthalt verwendet werden, um in
Polymere wie Polyester oder Polyurethane eingebaut zu werden. Da das Disulfid in einem
Ring vorliegt, konnen so zwei freie Thiole in einem Polyester oder Polyurethan erzeugt

werden, ohne, dass durch die Reduktion des Disulfids eine Kettenspaltung erzeugt wird.

Nachdem die Synthese von Wessig et al.[181] nicht reproduziert werden konnte, wurde die
Synthese nach einer adaptierten Version eines Patents von Dayagi et al.[182] entwickelt.
Dabei wurde das Bis(bromomethyl)propan-1,3-diol  mit 4 Aquivalenten
Natriumhydrogensulfid in Methanol vorgelegt und im Anschluss fiir 16 Stunden bei RT
geriihrt. Die Synthese wurde stets ohne Ausschluss von Luft oder Feuchtigkeit
durchgefiihrt. Die Prasenz von Luftsauerstoff ist fiir diese Reaktion ein wichtiger Faktor,

da diese den Ringschluss nach der Sn2-Reaktion zum Dithiolan ermoglicht.

OH OH OH OH OH OH
NaSH O,
—-
MeOH, RT,
Br Br 16 h SH SH S-S

Abbildung V.9-1: Reaktion von Bis(bromomethyl)propan-1,3-diol zu (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol

durch Umsetzung mit Natriumhydrogensulfid und Luftoxidation.
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Nach vollendeter Reaktionsdauer befindet sich ein bldulich-weifder Niederschlag im
Kolben. Hierbei handelt es sich um das als Nebenprodukt anfallende Natriumbromid,
welches im Methanol unléslich ist. Dieses kann mittels simpler Faltenfilterfiltration
abgetrennt werden. Das erhaltene Rohprodukt wurde anschliefiend aus Ethanol
umkristallisiert. Ethanol wurde ausgewahlt, da dieses eine noch schlechtere Loslichkeit
des Natriumbromids aufweist. Nach der Umkristallisation wurde die mit 56 % beste
Ausbeute fiir die Synthese von DT erhalten. Nach der Umbkristallisation wurde das
Produkt fiir 24 h an der Luft stehen gelassen, um ggf. noch nicht oxidierten Thiolen die
Gelegenheit zur Oxidation zu bieten. Das finale Produkt wurde durch 1H-NMR-
Spektroskopie und Raman-Spektroskopie charakterisiert - beide Spektren sind in
Abbildung V.9-2 dargestellt.. Laut NMR-Spektroskopie betrdgt die Reinheit des Produkts
95 %, gemafd GC wurde diese auf 93 % taxiert. Die Raman-Spektroskopie konnte die

vollstandige Oxidation der Thiole zum 1,2-Dithiolan nachweisen.
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Abbildung V.9-2: A) Raman-Spektrum des (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol (DT). Aufgenommen mit
einem 532 nm, Laser, 10 mW, 10 Hz, 50 Scans. Gelb markiert ist die die Disulfidbande des DTs B) tH-NMR-
Spektrum von (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol. Aufgenommen in MeOD.

Die oben beschriebene Reaktionsfiihrung fiihrte zum Produkt mit der besten Reinheit. Im
Folgenden werden einige weitere getestete Synthesen gezeigt, welche schlechtere

Ausbeuten und/ oder geringere Reinheiten lieferten.

Die Vorlage nach Dayagi et al. arbeitet mit 10 Aquivalenten Natriumhydrogensulfid.[182]
Diese wurden im Zuge der Anpassung und Optimierung der Reaktion auf vier Aquivalente
reduziert. Vier Aquivalente wurden ausgewihlt, da dies die geringste Anzahl an
Aquivalenten war, welche einen vollstindigen Umsatz des Edukts gewihrleistete. Es

wurden auch Reaktionen mit nur zwei bzw. drei Aquivalenten durchgefiihrt, bei diesen
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kam es jedoch nie zur vollstandigen Umsetzung von Bis(bromomethyl)propan-1,3-diol zu

DT.

Des Weiteren wurde die Ausfallung des tiberschiissigen Hydrogensulfids durch Eisen (11I)
und durch Ansduern untersucht. Fiir die Eisenfdllung wurde nach dem Filtrationsschritt
zur Entfernung von Natriumbromid Eisen(III)-chlorid zum Ansatz gegeben und dieser fiir
zwei Stunden zum Riickfluss erhitzt, wobei sich ein schwarzer Niederschlag bildete.
Dieser Niederschlag wurde durch Filtration entfernt, wobei eine Grau- bzw.

Schwarzfarbung des Produkts verblieb. Die Ausbeute betrug hier 45 %.

Bei der Aufreinigung mittels Ansduern wurde nach einer Riihrzeit von 16 h bei RT mit HCI
ein pH von 1 eingestellt und der Ansatz fiir vier Stunden zum Riickfluss erhitzt. Der Ansatz
wurde dann neutralisiert und fiir eine weitere Stunde zum Riickfluss erhitzt.
Anschliefend erfolgten die Filtration und Entfernung des Losemittels unter verringertem

Druck. Die Ausbeute hier betrug 49 %.

Die von Dayagi et al. entwickelte Synthese des DT konnte erfolgreich adaptiert und
verbessert werden. Die Menge eingesetzter Aquivalente Natriumhydrogensulfid konnte
von zehn auf vier reduziert werden. Durch Raman-Spektroskopie konnte die vollstandige
Oxidation zum Disulfid nachgewiesen werden. Die Reinheit des Produkts kann kiinftig

durch eine zweite Rekristallisation verbessert werden.

(1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol stellt einen interessanten und neuen Baustein fiir die
Synthese von Polyurethanen oder Polyestern da. Durch die zwei Hydroxygruppen ist es
moglich das DT in die Ketten der Polyurethane oder Polyester einzubauen. Das fertige
Polymer enthdlt dann eine Disulfid-Gruppe, welche gespalten werden kann ohne ein
Spalten der Polymerkette zu erzeugen. So ist es moglich freie Thiole in die genannten
Polymere einzubauen. Mit diesen freien Thiolen kdnnen dann weitere Reaktionen, wie
Modifikationen oder Vernetzungen durchgefiihrt werden. Der Einbau des DTs in
Polyurethane, sowie die Betrachtung der Eignung von Dithiolanen fiir
Klebeanwendungen wurde im Rahmen der Betreuung einer Masterarbeit untersucht. Die

daraus resultierenden Ergebnisse sind im folgenden Kapitel V.10 dargestellt.
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V.10 Ditiholan-Anwendungstests

Die Ergebnisse dieses Kapitels wurden bei der Betreuung der Masterarbeit von Ching-Yi

Choi,[18]im Zuge der vorliegenden Arbeit, erhalten.

Polyurethane sind in der Welt der Klebstoffe auf Grund ihrer Inertheit sehr verbreitet.
Insbesondere das Feld der Hotmelt-Klebstoffe greift oftmals auf diese Polymere
zurlick.[8?l Durch seine zwei primdren Hydroxy-Gruppen ist das (1,2-Dithiolan-4,4-
diyl)dimethanol, dessen Synthese in Kapitel V.9 beschrieben wurde, fiir die Synthese von

Polyurethanen geeignet.

Bei der Synthese von Polyurethanen handelt es sich um eine Polyadditionsreaktion
zwischen Polyolen und Polyisocyanaten. Fiir die Synthese linearer Polyurethane werden
Diole und Diisocyanate verwendet. Bei der iiberwiegenden Mehrheit aller
Polyurethanreaktionen kommt lediglich eine kleine Auswahl an Diisocyanaten zum
Einsatz; bei den im Folgenden beschriebenen Synthesen wurde ausschliefdlich
Hexamethlyendiisocyanat (HDI) eingesetzt. Diole werden je nach gewiinschten
Eigenschaften oder Funktionalititen ausgewahlt. Dabei ist die Kettenldnge ein
entscheidender Faktor fiir die Viskositit des Polymers, da kurzkettige Diole zu
sogenannten Hartsegmenten fiihren, indem das dichte Aufeinanderfolgen von Urethan-
Gruppen die Ausbildung vieler Wasserstoffbriicken und kristalliner Teilbereiche
ermoglicht.[184 185] Daher wird als Basis-Diol zumeist ein Prapolymer-Diol eingesetzt. In
diesem Fall wurde mit dem hydrierten Polyfarnesendiol (PFDu) gearbeitet, um einen
hohen Anteil biobasierter Rohstoffe aufzuweisen. Da mit HDI ein aliphatisches
Diisocyanat verwendet wurde fand Borchi Kat 315 als Katalysator Anwendung. Die
Strukturen der eingesetzten Verbindungen sind in Abbildung V.10-1 zu sehen; die
Zusammensetzung dargestellter Polyurethane ist in Tabelle V.10-1 aufgelistet. Fotos der

Polyurethane sind im Anhang dargestellt (vgl. Abb. A.10-1 und A.10-2).

Erste Versuche der Darstellung von DT-PUs scheiterten. Die berechneten Molmassen
konnten nicht realisiert werden, wobei ein Trend zu beobachten war, dass die
tatsachliche Molmasse umso starker von der Berechneten abwich, je hoher der DT-Anteil

war.
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Abbildung V.10-1: Strukturen der Diole (ADVE, GAE, DT, PFDH), des Diisocyanats (HDI), sowie des

Endgruppenreagenzes (DnBA) welche in den Polyurethansynthesen zum Einsatz kamen. Polyurethane mit

den kettenverlangernden Diolen GAE und ADVE werden ab S. 94 ff behandelt.

Nachdem sich die Synthese von Polyurethanen mit DT-Anteil zundchst als schwierig
erwies, konnte diese doch durch eine Verlangerung der Reaktionsdauer von zwei auf bis
zu 20 Stunden realisiert werden (vgl. Tabelle V.10-1: PU-A bis PU-D). Die Molmasse der
Polyurethane lag dabei in der anvisierten Grofienordnung. Eine Verlangerung der
Reaktionsdauer durch das Einbringen kurzkettiger Diole ist nicht ungewdhnlich,171]
jedoch weist die hier beobachtete, massive Erhohung der Reaktionsdauer auf eine geringe

Reaktivitidt des DTs in einer Polyurethanbildung hin.

Disulfide konnen sich bereits bei geringen Temperaturen in Thiole spalten oder
Disulfidaustauschreaktionen eingehen.[172.173] Daher sind sie ein gangiges Strukturmotiv
in Covalent Adaptive Networks (CAN)[186-188] oder Selflhealing Polymers.[187, 189-191] Ays
diesem Grund wurde als Erstes der Einfluss von Temperatur auf PU-C (bei diesem PU
wurde beim Abfiillprozess bei 90°C Vergelung beobachtet) untersucht, da
Disulfidaustauschreaktionen durch Erhitzen eine sehr einfache Methode zur Erzeugung
von (potentiell selbstheilender) Netzwerkstrukturen darstellen konnten. Dazu wurden
zundchst qualitative Betrachtungen in Aluminiumschdlchen und Teflonformen
durchgefiihrt, wobei die Polymere in den Formen fiir 24 h bei 85 °C gelagert wurden. Nach

dem Erhitzen der Proben wurde durch Ankratzen mit einem Holzspatel ermittelt ob eine
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Verdanderung der Viskositit erzielt werden konnte. Bilder der vergelten DT-PUs nach dem

Erhitzen sind im Anhang dargestellt (s. Abb. A.10-3).

Tabelle V.10-1: Tabellarische Auflistung der in den unterschiedlichen PU-Synthesen eingesetzten
Substanzen mit Anteilen in Gewichtsprozent. Als Polyol wurde in allen Synthesen hydriertes
Polyfarnesendiol (PFDx) eingesetzt, das Diisocyanat war in allen Féllen HDI und das Endgruppenreagenz
Dibutylamin. Ebenfalls aufgelistet sind die berechneten, sowie die bestimmten Molmassen gemaf3 GPC. Die

PUs PU-E bis PU-I werden ab S. 94 ff. behandelt.

Bezeich- w;i (Polyol) | Diol-1 | w;[%] | Diol-2 Wi Mn (soll]) | Mn (best.)

nung [%] [%] | [g/mol] [g/mol]
PU-A 99,1 DT 0,9 - - 10.000 7924
PU-B 98,3 DT 1,7 - - 10.000 6511
PU-C 97,4 DT 2,6 - - 10.000 7777
PU-D 96,6 DT 3,4 - - 10.000 6461
PU-E 96 DT 0 GAE 4 10.000 11200
PU-F 95,3 DT 1,7 GAE 3 10.000 11830
PU-G 94,1 DT 0,9 ADVE 5 10.000 8000
PU-H 96,7 DT 1,3 GAE 2 10.000 8571
PU-I 96 DT 0 ADVE 4 10.000 19534

Nach der Hitze-Exposition zeigte sich das DT-PU als formstabile, zdh-klebrige Masse,
welches im Gegensatz zum PU vor der Lagerung bei 85 °C nicht zerfloss. Daraus wurde

geschlossen, dass es zu einer Vergelung des Polymers kam.

Polyurethane konnen aus einer Vielzahl von Griinden vergelen, sodass hier nicht direkt
begriindet auf einen Zusammenhang mit den enthaltenen Disulfiden geschlossen werden
kann. Daher wurden zwei Experimente durchgefiihrt um den Einfluss der Dithiolan-
Gruppen auf die Vergelung besser einschitzen zu konnen. Zum einen wurde das
Loslichkeits- bzw. Quellverhalten des vergelten Polyurethans mit und ohne Natriumsulfit
untersucht. Zum anderen wurde die Lagerung unter erhohter Temperatur mit
Butylhydroxytoluol (BHT) als Radikalinhibitor (10 ppm) wiederholt.
Disulfidaustauschreaktionen verlaufen radikalisch, sodass sie durch die Prasenz von BHT

unterdrickt werden sollten.

Bei den Versuchen wurde beobachtet, dass THF in der Lage war das DT-PU aufzuquellen,
jedoch nicht zu lésen. Dies ist ein weiteres Zeichen fiir die Ausbildung einer

Netzwerkstruktur durch die Lagerung bei 85°C. Durch die Zugabe von
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Natriumsulfitlésung kam es zu einer Auflésung der vergelten PU-Masse hin zu einer
triiben Losung. Die Tatsache, dass die Zugabe von Sulfit zu einer Auflésung des Polymers
fithren konnte spricht fiir eine stattgefundene Sulfitolyse und somit fiir eine Teilhabe der
Disulfide an der Vergelung des Polyurethans. Das zweite Experiment - die Beigabe von
BHT vor der Hitzelagerung - wies ebenfalls auf eine, zumindest anteilige, Disulfid-
Netzwerkstruktur, da die BHT-haltige Probe in viel geringerem Mafie eine Vergelung
erfuhr verglichen mit BHT-freien Proben. Bilder der Sulfitolyse, sowie des BHT-

Experiments sind im Anhang dargestellt (s. Abb. A.10-4).

Um die qualitativen Ergebnisse der bisher beschriebenen Versuche quantifizieren zu
konnen, wurde anschlieféend der Vergelungsprozess im Rheometer verfolgt. Hier wiirde
im Falle einer Vergelung ein Sol-Gel-Ubergang sichtbar, sodass die Dauer des
Vergelungsprozesses sowie auch die Anderung in der Viskositit ermittelt werden
konnten. Die rheologischen Messungen wurden durchgefiihrt, indem je eine Probe des
PU-B mit und ohne Zusatz von BHT auf 90 °C erhitzt wurden. Die Temperatur wurde
anschliefdend fiir 15 h gehalten, bevor die Probe auf RT abgekiihlt wurde. Speichermodul
(G") und Verlustmodul (G™) sind um die Temperatur erganzt im Zeitprofil in Abbildung
V.10-2 dargestellt.

Uberraschenderweise konnte bei der rheologischen Betrachtung kein Sol-Gel-Ubergang
beobachtet werden, sodass sich die vorigen Ergebnisse nicht reproduzieren und
quantifizieren liefden. Tatsdchlich sinken Speicher- und Verlustmodul wahrend des
Erhitzens und steigen wahrend des Abkiihlens wieder auf ihre urspriinglichen Werte an,
sodass hier davon auszugehen ist, dass keinerlei Vernetzung beobachtet werden kann.
Der Grund fiir das nicht-Beobachten einer Vergelung bei der Untersuchung mittels
Rheometer ist nicht ganzlich klar, jedoch ist bekannt, dass fiir die Reaktivitit von
Disulfiden Sauerstoff eine zentrale Rolle spielt,[192 1931 sodass der Mangel verfiigbaren
Sauerstoffs in der Platte-Platte-Messgeometrie des Rheometers verantwortlich sein

konnte.
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Abbildung V.10-2: Verlauf der Speicher- (G) und Verlustmodule (G"") der DT-PU-Proben mit und ohne

10 ppm BHT. Eine zweite Ordinate rechts zeigt den Verlauf der Temperatur. Gezeigt sind nur je die ersten
und letzten 90 min der Messungen, da die Kurven im Zwischenbereich keine signifikanten Verdnderungen

aufweisen. Eine Darstellung mit abgebildetem Speichermodul ist im Anhang zu finden (Vgl. Abb. A.10-5)

Da die Werte der Speichermodule, vermutlich durch zu geringe Scherkrifte auf der
niedrigviskosen Masse, starke Schwankungen unterliegen lassen sich aus diesen keine
niitzlichen Informationen ableiten und wurden daher aus Abb. V.10-2 rausgelassen. Die
Speichermodule sind in Abb. A.10-5 zu sehen. Die Schwankungen der Speichermodule
haben jedoch keinen Einfluss auf die Aussage der Messung, da nach dem Abkiihlen die

Startwerte von Speicher- und Verlustmodul wieder erreicht werden.

Weil die Versuche zur Vergelung der Polyurethane zunachst uneindeutig waren, weil die
qualitativen Betrachtungen auf eine gezielte Vergelung durch Erhitzen hinwiesen, diese
jedoch nicht durch die rheologische Betrachtung bestatigt werden konnte, wurde das PU-

System adaptiert. Dazu wurden Polyurethane mit Vinyl- bzw. Allyletherfunktionalitdten
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synthetisiert, welche ebenfalls Dithiolan-Diol enthielten (vgl. Tabelle V.10-1: PU-E bis
PU-I). Diese Polyurethane werden nachfolgend als DT-En-PUs bezeichnet.

Die DT-En-PUs sollten ebenfalls im Rheometer auf die Anderung ihrer
Materialeigenschaften aufgrund einer induzierten Vernetzungsreaktion untersucht
werden. In diesem Fall wurde jedoch nicht die Vernetzungsreaktion durch Erhitzen,
sondern durch eine photoinduzierte Disulfid-En-,Click“-Reaktion stattfinden. Dazu
wurden fiinf PU-Systeme definiert (s. Tabelle V.10-2). Zwei der Systeme bestehen aus je
einem DT-PU und einem En-PU, zwei Systeme sind DT-En-PUs. Das filinfte System besteht
lediglich aus dem dithiolanhaltigen PU-B um zu vergleichen, ob die radikalische

Disulfidaustauschreaktion auch durch Lichtbestrahlung ausgelost werden kann.

Zuniachst wurde die Kompatibilitat der verschiedenen PU-Systeme mit unterschiedlichen
Norrish-Type Photoinitiatoren der Typen I und II untersucht - die Strukturen aller
getesteten Photoinitiatoren, mit Einordnung in ihren Typen, sowie die optimale
Wellenldnge, sind im Anhang abgebildet (vgl. Abbildung A.10-5). Die
Kompatibilitatsversuche wurden, analog zu den oben beschriebenen Vergelungstests, in
Aluminiumschédlchen durch Vermengen der PU-Systeme mit dem Photoinitiator mit
anschlieffender LED-Bestrahlung (in einer LED-Kammer) fir 60s bei 365nm
durchgefiihrt. Die Evaluation fand anschliefend durch Ankratzen mit einem Holzspatel
statt und bewertete die Mischbarkeit und Materialveranderung der Proben. Die
ausfihrlichen Ergebnisse der Schilchenversuche sowie Fotos der bestrahlten Proben

sind im Anhang aufgefiihrt (vgl. Tabelle A.10-1 und Abbildung A.10-6).

Tabelle V.10-2: Zusammensetzungen der PU-Systeme fiir die Disulfid-En-,Click“-Reaktionen. Bei

Mischungen von PUs in den PU-Systemen sind die PUs stets im Verhaltnis 1:1 eingesetzt.

Kiirzel Zusammensetzung

PU-S1 PU-B mit 1,7 % (w/w) DT + PU-E mit 4 % (w/w) GAE

PU-S2 PU-F mit 1,7 % (w/w) DT + 3 % (w/w) GAE

PU-S3 PU-G mit 0,9 % (w/w) DT + 5 % (w/w) ADVE

PU-54 PU-Bmit 1,7 % (w/w) DT

PU-S5 PU-A mit 0,9 % (w/w) DT + Thiomilchsaure + PU-E mit 4 % (w/w) GAE

Wie Tabelle A.10-1 entnommen werden kann, erwies sich der Initiator Omnirad BP als
am vielversprechendsten. Dieser war in der Lage in allen untersuchten PU-Systemen,

aufder PU-S3, eine Vergelung bei der Bestrahlung in der LED-Kammer zu erzeugen. Daher
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wurde dieser fiir die nachfolgende rheologische Betrachtung eingesetzt. Da die
Moglichkeiten zur Bestrahlung am Rheometer nicht die Bedingungen der LED-Kammer
exakt zu replizieren vermochten (LED: 562 mW/cm? Bestrahlungsstirke, 365 nm

Rheometer: 93 mW/cm? Bestrahlungsstarke, 370 nm) wurde die Bestrahlungsdauer auf
5 min erhoht um den vergleichbaren Zerfall des Initiators zu ermdéglichen. Abbildung

V.10-3 zeigt die Messungen der flinf PU-Systeme je mit Omnirad BP und ohne Initiator.

Wie den Kurven in Abbildung V.10-3 entnommen werden kann konnten die positiven,
initialen Ergebnisse der Schidlchenversuche erneut nicht in der rheologischen
Betrachtung reproduziert werden. Zwar steigen die Modulwerte aller Proben im Verlauf
der Bestrahlung an, was auf stattfindende Vernetzungsreaktionen hinweist, doch
liberschreitet keine der Proben den Sol-Gelpunkt (G =G’"). Das Uberschreiten des
Gelpunkts ist jedoch ein wichtiges Kriterium fir die erfolgreiche Anwendung in einem
Klebstoffsystem. Artikel aus der Literatur legen nahe, dass die Struktur des (1,2-
Dithiolan-4,4-diyl)dimethanols durch den Thorpe-Ingold-Effekt nicht vorteilhaft fiir
Vernetzungen mittels Disulfidaustausch, Disulfid-En-Reaktionen, oder Thiol-En-
Reaktionen sein konnte. Der Thorpe-Ingold-Effekt beschreibt den Einfluss geminaler
(Alkyl)-Substituenten auf die Neigung zu Ringschlussreaktionen.[194-196] Die
intramolekulare Disulfidbildung wird also durch die geminalen Substituenten in
B-Stellung zu den Schwefelatomen beglinstigt. Daraus folgt, dass radikalische
Ubergangszustinde vermehrt zur Ausbildung des Dithiolans fithren, was eine Vernetzung
tiber radikalische Reaktionen erheblich erschwert. Bekriftigt wird diese Einschatzung
durch den Artikel von Liu et al. in welchem das DT reduziert und anschliefdend die
Reoxidation beobachtet wurde. Hierbei wurde beobachtet, dass lediglich 20 % der Thiole
zu linearen Disulfiden zusammenfinden, wahrend 80 % zuriick zum 1,2-Dithiolan

oxidieren.[197]
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Abbildung V.10-3: Rheometrische Daten der photoinitiierten Vernetzungsreaktionen der Systeme PU-S1,

PU-S2 und PU-S5. Speichermodule (G") werden dargestellt als Linie mit Quadraten, Verlustmodule (G"") sind
durchgehende Linien, Verlustfaktoren (tan §) sind gepunktete Linien. Das Zeitfenster der Bestrahlung wird

durch den gelben Kasten angezeigt.

Aus diesem Grund wurde als nachstes eine andere 1,2-Dithiolan-Quelle herangezogen: die
Liponsaure. Diese bietet neben der Tatsache, dass sie biobasiert verflighar und
kommerziell erhaltlich ist den Vorteil, dass sich am Dithiolanring keine geminalen
Substituenten finden. Dies bedeutet, dass der Thorpe-Ingold-Effekt hier nicht zum Tragen
kommen kann. Deshalb wurde mit Liponsdure ein Scrambling-Experiment durchgefiihrt
bei welchem die Disulfidaustauschreaktion mit Dibenzyldisulfid untersucht und die
Produkte analysiert wurden. So sollte untersucht werden ob 1,2-Dithiolane prinzipiell fiir

Vernetzungsreaktionen nutzbar sein konnen.

Dazu wurden Liponsaure und Dibenzyldisulfid zusammen mit dem Radikalstarter AIBN

in MeCN erhitztt Nach der Entfernung des Losemittels erfolgte eine
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sdulenchromatographische Trennung, welche drei Fraktionen lieferte: Fraktion A mit
rickgewonnenem Dibenzyldisulfid, Fraktion B mit riickgewonnener Liponsdure und
Fraktion C mit einer unbekannten gelblich-klebrigen Substanz. Da die UV/Vis-
Betrachtung der Disulfide einen einfachen Vergleich der Disulfidformen (offen bzw.
ringférmig) ermoglicht wurde diese als spektroskopische Methode gewahlt. Die Spektren
wurden zundchst in MeCN aufgenommen, dann wurden die Messungen, wegen der

schlechten Loslichkeit von Fraktion C in MeCN, in MeOH wiederholt.

Wie Abbildung V.10-4 zu entnehmen ist befinden sich im betrachteten
Wellenldangenbereich lediglich zwei Peaks. Diese korrelieren mit dem linearen Disulfid
(ca. 280 nm)[1%8 und dem Disulfid des 1,2-Dithiolanrings (ca. 330 nm).[1%91 Gemaf3
Benevides et al. ist die Absorption des Benzolrings bei ca. 240 nm zu sehen.[198] Diese
findet sich jedoch in keinem der Spektren. Grund hierfiir sind vermutlich entweder eine

Verschiebung der Absorption in einen Bereich <200 nm durch Losemittel, pH-Effekte,

oder eine zu geringe Konzentration.

Abbildung V.10-4: A) UV/Vis-Spektren des Scrambling-Experiments in MeCN. B) UV/Vis-Spektren des

Scrambling-Experiments in MeOH. Unter der Legende ist die Struktur von Liponsaure abgebildet.

Beide Spektren zeigen eine Absorption der Fraktion C an den Absorptionsmaxima sowohl
des linearen als auch des ringférmigen Disulfids, was auf das Vorkommen beider
Disulfidformen in der Probe deutet. Jedoch zeigt das in MeCN aufgenommene Spektrum
eine starkere Absorption im Bereich des ringféormigen Disulfids, wahrend dies im MeOH-
Spektrum lediglich eine Schulter des intensiven Peaks bei 278 nm - also des linearen

Disulfids - ist. Hierbei mag es eine Rolle gespielt haben, dass die Probe in MeCN nur

98



V. Ergebnisse und Diskussion

unzureichend l6slich war. Dennoch besteht Einigkeit zwischen den Spektren, dass beide

Disulfidtypen detektiert werden konnten.

Als komplementare Analytik wurden 1H-NMR-Spektren von Fraktion C, sowie der
Referenzsubstanzen aufgenommen und gegentibergestellt. Diese sind in Abbildung
V.10-5 zu sehen. Aus der Gegenliberstellung der TH-NMR-Spektren werden drei Dinge
ersichtlich: zum einen findet sich in Fraktion C kein Dibenzyldisulfid mehr, des Weiteren
sind geringe Mengen Liponsaure in der Probe enthalten, welche aber durch eine neue
Substanz, mit sehr breiten Signalen, tiberschattet werden. Die breiten Signale der neuen
Substanz sind ein Hinweis auf einen Polymercharakter. Ein Vergleich mit den Ergebnissen
von Kisanuki et al. zeigt, dass sich die Signale mit jenen der Polyliponsdure decken.[200]
Dieser Befund deckt sich auch mit den Peaks der UV/Vis Spektren. Die Spektren beider
Losemittel zeigen Peaks sowohl fiir lineare Disulfide, als auch des 1,2-Dithiolans, wobei
das in MeOH aufgenommene Spektrum die hohere Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen des H-NMR-Spektrums aufweist. Der Eindruck der aus dem in MeCN
aufgenommenen UV /Vis-Spektrum entsteht, dass die 1,2-Dithiolan-Form tiberwoge, lasst
sich somit auch erklaren, da das Polymer mit linearen Disulfiden nur schlecht im MeCN

16slich ist, wahrend sich Liponsaure gut 16st.
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Abbildung V.10-5: Gegeniliberstellung der H-NMR-Spektren von A) Dibenzyldisulfid, B) Liponsdure und

C) der Polyliponsaure aus dem Scrambling-Experiment. Die Spektren wurden in CD30D aufgenommen.

Das Scrambling-Experiment konnte also zeigen, dass 1,2-Dithiolanringe per se in der Lage
sind in Gegenwart eines Radikalinitiators rekombinante Disulfide zu bilden. Ferner
scheint es sogar bevorzugt Disulfidaustauschreaktionen mit anderen Dithiolanen
einzugehen statt mit einem anderen (linearen) Disulfid zu reagieren. Die Ergebnisse des
Scrambling-Experiments bekraftigen die Hypothese, dass die Prasenz geminaler
Substituenten am Ring, sowie die Symmetrie bzw. Asymmetrie des Substitutionsmusters

einen Einfluss auf die Art der entstehenden Disulfide hat.
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Die Nutzung von Liponsdure als Endgruppenreagenz fiir PU-Synthesen ist nicht ideal, da
die Reaktivitat der Carboxyl-Gruppe mit den elektrophilen Isocyanatgruppen zum Amid
unter Abspaltung von CO2 verhaltnismaf3ig gering ist und zu unerwiinschten
Nebenreaktionen fiihren kann.[201.202] Dennoch wurde der Einsatz der Liponsaure als PU-
Endgruppenreagenz betrachtet, um das Potential von 1,2-Dithiolanen in PU-
Aushértereaktionen besser einschatzen zu kénnen und die Ergebnisse des Scrambling-
Experiments in einem anwendungsbezogenen Kontext zu tiberpriifen. Abbildung V.10-6
zeigt den Einsatz von Liponsaure als Endgruppenreagenz in einer PU-Synthese mit den

moglichen Nebenreaktionen.
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Abbildung V:10-6: Reaktion von Liponsdure als PU-Endgruppenreagenz mit moéglicher Nebenreaktion mit

weiteren Isocyanaten als Acylharnstoff.

Hierzu wurde PU-] analog zu den oben beschriebenen PUs (bestehend aus PFDy und HDI,
Mw (soll]) = 10000 g/mol, Mw (best.) = 8700 g/mol), jedoch mit Liponsdure als
Endgruppenreagenz synthetisiert und in drei PU-Systeme eingebracht. Eines bestehend
lediglich aus PU-], um die Vernetzungsbefdhigung der Liponsdure mit sich selbst zu
betrachten, sowie je eines mit einem Allyl- bzw. Vinylether-haltigen PU. Die
beschriebenen PU-Systeme sind in Tabelle V.10-3 zusammengefasst. Die Ergebnisse der

rheologischen Messungen sind in Abbildung V.10-7 zu sehen.
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Tabelle V.10-3: Zusammensetzung der PU-Systeme PU-S6, PU-S7 und PU-S8. Bei Mischungen von PUs in den

PU-Systemen sind die PUs stets im Verhéltnis 1:1 eingesetzt.

Kiirzel Zusammensetzung

PU-S6 PU-] mit 4 % (w/w) Liponsaure

PU-S7 PU-J mit 4 % (w/w) Liponsdure + PU-I mit 7 % (w/w) ADVE
PU-S8 PU-J mit 4 % (w/w) Liponsdure + PU-E mit 4 % (w/w) GAE

Abbildung V.10-7: Rheometrische Daten der photoinitiierten Vernetzungsreaktionen der Systeme PU-S6 bis

PU-S8. Speichermodule (G”) werden dargestellt als durchgehende Linie, Verlustmodule (G’) sind
gestrichelte Linien, Verlustfaktoren (tan 8) sind durchgehende Linien mit Quadraten. Das Zeitfenster der
Bestrahlung wird durch den gelben Kasten angezeigt. Zentral sind die Sol-Gel-Uberginge von PU-S6 und

PU-S7 vergrofert dargestellt.

Die Auftragung der Speichermodule (G") und Verlustmodule (G”’) zeigt einen Anstieg
beider Module in allen drei Systemen durch die Bestrahlung. Der Anstieg der Module zeigt
eine stattfindende Vernetzungsreaktion an. Jedoch erreichen nur die Systeme PU-S6 und
PU-S7 einen Sol-Gel-Ubergang. System PU-S6 erreicht den Gelpunkt (G = G”) nach gut

zwei Minuten Bestrahlung, wahrend PU-S7 diesen bereits nach 36 s liberschreitet. Dies
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zeigt die hohere Geschwindigkeit der Vernetzungsreaktion des 1,2-Dithiolans in einer
Disulfid-En-,Click“-Reaktion verglichen mit der Vernetzung durch Disulfidaustausch. Die
Unterschiede in der Vernetzungsgeschwindigkeit decken sich mit den allgemeinen
Reaktionsgeschwindigkeiten beider Reaktionstypen. Insgesamt zeigen sich jedoch beide
Systeme als vielversprechend fiir die Nutzung in Aushartungsreaktionen - PU-S8 zeigt
zwar auch Anzeichen einer Vernetzung, doch da der Sol-Gel-Ubergang nicht erreicht wird
darf dieser Reaktion geringeres Potential beigemessen werden. Auch dies ist nicht
uiberraschend, da die Reaktivitdt von Allylethern gegentiber Vinylethern in , Photoclick”-

Reaktionen geringer ausfallt.[?3 94]

Die exakten Werte der Speicher- und Verlustmodule sind in diesem Fall wenig
aussagekraftig, da es bei der Messung um eine Betrachtung der Eignung von 1,2-Dithiolan
als vernetzendes Endgruppenreagenz geht, nicht um eine konkrete Bewertung des
Systems als aushartendes System. Lediglich ein Vergleich der Modulwerte untereinander
ist interessant, da diese im Rubbery Plateau Riickschliisse tiber den Grad der Vernetzung
ermoglichen. Daher ist es erwdhnenswert, dass PU-S8 merklich geringere Speicher- und
Verlustmodulwerte aufweist, was eine geringere Festigkeit impliziert verglichen mit den
PU-S6 und PU-S7 die beide sehr dhnliche Werte zeigen. Aufderdem wurde nach Ende der
Bestrahlung ein Anstieg von G und G”* beobachtet. Der genaue Grund hierfiir ist nicht
sicher bekannt, jedoch ist es wahrscheinlich, dass es durch die relativ lange
Belichtungsdauer von 5min zu einem Aufheizen der Probe kam, welches eine
verringernde Wirkung auf die Module hatte. Nach der Bestrahlung verringerte sich dann

die Temperatur wodurch G" und G” anstiegen.

Insgesamt konnte das Scrambling-Experiment, sowie die rheologische Betrachtung der
Polyurethane mit Liponsdure als Endgruppenreagenz die generelle Eignung von
1,2-Dithiolanen als Vernetzungsreagenz zeigen. Die bessere Vernetzung (in
Rheologiversuchen) mit Liponsdure-PUs gegeniiber den DT-PUs konnte durch den
Thorpe-Ingold-Effekt erklart werden, wobei es auch eine weitere sterische Komponente
geben mag, da (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol in die PU-Ketten eingebaut wurde,
wahrend Liponsaure durch seine Monofunktionalitat als Endgruppenreagenz eingesetzt

werden kann.
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In dieser Arbeit konnte die grundlegende Charakterisierung einer neuen Ressource,
welche kiinftig aus einem 6kologisch schwierigen Abfallstoff giinstig gewonnen werden
kann, realisiert werden. Als Peptidgemisch handelt es sich dabei um einen griinen
Ausgangsstoff, der in einer Vielzahl potentieller Anwendungen kiinftig von Nutzen sein
kann. Da diese Arbeit in Kooperation mit der Henkel AG & Co. KGaA angefertigt wurde,
sind zwei naheliegende Anwendungsfelder der Bereich der Klebstoffe, sowie das der

Haarpflegeprodukte.

Fir die Anwendbarkeit war es zunachst von Bedeutung, eine Vorstellung iiber die
Loslichkeitseigenschaften zu gewinnen. Dies wurde in dieser Arbeit getan, wobei
festgestellt wurde, dass nur Wasser und die polarsten organischen Losemittel die Peptide

zu losen vermaogen.

Im Anschluss wurden die KHPs ausfiihrlich via Raman-Spektroskopie charakterisiert,
wobei besonderer Fokus auf die von Cystein (bzw. Cystin) stammenden Disulfidbanden
gelegt wurde. Die Charakterisierung konnte ein tieferes Verstandnis fiir die Struktur der
KHPs erzeugen und deckte sich mit Angaben aus der Literatur iiber die Struktur von

Federkeratin.

Nach der spektroskopischen Untersuchung der KHPs folgten Versuche zur Filmbildung.
Hierbei konnte eine wichtige Erkenntnis fiir den KERAbond-Prozess gewonnen werden -
das Ausmaf$ bzw. der Einfluss der Salzlast durch den Hydrolyseprozess. Der Gehalt an
Phosphat wurde auf etwa 15 % (w/w) bestimmt. Dieser hohe Salzgehalt hatte zur Folge,
dass auch mit Weichmachern bzw. Koaleszenzmitteln keine homogenen und
durchgangigen Filme gezogen werden konnten. Daher wurden in Form von Dialyse und
Alkohol-Extraktion zwei Methoden zur Entsalzung getestet. Uberraschenderweise konnte
durch Dialyse keine nennenswerte Verringerung des Salzgehalts erreicht werden, obwohl
diese Methode mit massiven Masseverlusten von bis zu 85 % einherging. Die Alkohol-
Extraktion zeigte grofieren Erfolg. Hier konnte durch Methanol der Salzgehalt auf
1,4 % (w/w) verringert werden, wobei etwa 40 % der Masse erhalten blieben. Auch
Ethanol wurde getestet und erwies sich in der Salzentfernung als noch effektiver. Da
jedoch die Ethanol-Extraktion weniger als 10 % der Ausgangsmasse zuriicklief3, wurde
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die Methanol-Extraktion fiir diese Arbeit zur Methode der Wahl zur Entsalzung. Diese
vereint eine starke Verringerung des Salzgehalts mit der hochsten verbliebenen Masse.

Zudem kann sie leicht auch im grofderen Mafdstab durchgefiihrt werden.

Nach der Methanol-Extraktion wurden erneut Filmbildungsexperimente mit den KHPs
(fortan MeOH-KHPs) durchgefiihrt, bei denen gezeigt werden konnte, dass die KHPs ohne
den hohen Salzgehalt zur Ausbildung von harten Filmen in der Lage sind. Die Filme
wurden aufihre thermischen Eigenschaften hin untersucht und es konnte gezeigt werden,

dass eine thermische Stabilitit bis etwa 160 °C besteht.

Als nachstes wurde die Reduktion der in den KHPs enthaltenen Disulfide etabliert. Als am
besten geeignetes Reduktionsmittel stellte sich TCEP heraus, welches die Disulfide
selektiv und quantitativ zu Thiolen reduziert. Fiir eine simple Uberpriifung auf
vollstandige Reduktion konnte die fiir die Charakterisierung entwickelte Raman-Methode

verwendet werden.

Im Anschluss an die Reduktion wurde die Luftstabilitit des Thiols untersucht, wobei
beobachtet wurde, dass auch nach zwei Wochen nur ein sehr geringfligiger Teil der Thiole
durch Luftsauerstoff oxidiert werden konnte. Daher wurde die gezielte (Re)-Oxidation
durch Wasserstoffperoxid und Ammoniak getestet. Dabei stellte sich heraus, dass bereits
eine geringe Wasserstoffperoxid-Konzentration von 0,5% ausreicht, um eine
vollstindige (Re)-Oxidation der Thiole zu gewahrleisten. Auch die Oxidation konnte

mittels Raman-Spektroskopie verfolgt werden.

Die Filmbildungen wurden auch analog mit einem erddlbasierten Thiol-Vernetzer
durchgefiihrt, mit dem gleichen Ergebnis. Beide Arten der Filme wurden mittels DSC
untersucht. Die thermischen Eigenschaften beider Proben dhnelten sich sehr, lediglich die
Gegenwart eines zweiten Tg durch das Einbringen des Vernetzers unterscheidet die

Thermogramme.

Die Ergebnisse zur Charakterisierung, sowie Reduktion der KHPs wurden, zusammen mit
den Ergebnissen der Keratinhydrolyse des Fraunhofer IGB, zur Patentierung angemeldet.
Der Name der Patenteinreichung ist Protein hydrolysate comprising thiol-containing
peptides, methods to obtain it and uses thereof — Inhalte dieser Arbeit welche in die
Patentschrift eingegangen sind, sind die Raman-Analytik sowie die vorherige Reduktion

mittels TCEP.
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Anschliefdend wurden die Ergebnisse bei dem Journal RSC Sustainability unter dem Titel
A Green Process for the Specific Decomposition of Chicken Feather Keratin into Polythiol
Building Blocks eingereicht. Der Artikel wurde vom Journal akzeptiert, jedoch bis dato
noch nicht publiziert. Zu besagtem Artikel wurde aus dieser Arbeit die Reduktion der
KHPs, sowie Raman-Analytik und REM-Analytik beigetragen. Die weiteren, im Artikel

besprochenen Ergebnisse wurden durch Fraunhofer IGB erzeugt.

In einem zweiten Projekt konnte eine Synthese von (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol
nach Dayagi et al. optimiert werden, indem die Reduktion der notwendigen Aquivalente
Natriumhydrogensulfid realisiert wurde. Die Synthese nach Wessig et al. konnte nicht
reproduziert werden. Es wurde eine Charakterisierung dieses Diols mit NMR- und
Raman-Spektroskopie durchgefiihrt. Die Raman-Spektroskopie konnte zeigen, dass eine
vollstandige Oxidation hin zum Disulfid durch Exposition gegeniiber Luftsauerstoff
moglich ist. Mittels Gaschromatographie wurde eine erreichte Reinheit von ca. 93 %

ermittelt.

Durch die zwei im Molekil enthaltenen Hydroxygruppen war es mdglich, dieses in
Polyurethane einzubauen. Somit stellt (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol einen
interessanten neuen Baustein dar. Initiale, qualitative Tests zeigten zunachst Vergelung
der Dithiolan-Polyurethane durch Erhitzen. Ebenso konnten analog die Vergelung von
Dithiolan-Polyurethan mit Allyl- oder Vinyl-Ether-Gruppen durch Bestrahlung bei
365 nm in Anwesenheit eines Photoinitiators beobachtet werden. Diese Ergebnisse
konnten in rheometrischen Messungen jedoch nicht reproduziert und quantifiziert

werden, da es bei keiner der Proben zu Uberschreiten des Gelpunkts kam.

Dieser Befund wurde auf den Einfluss des Thorpe-Ingold-Effekts zuriickgefiihrt, welcher
eine Erhohung zur Neigung zum Ringschluss durch geminale Substituenten erklart.
Basierend auf dieser Erklarung wurde Liponsaure als alternative 1,2-Dithiolan-
Verbindung ausgemacht, welche ebenfalls den Vorteil bietet biobasiert verfligbar zu sein.
Daher wurde ein Polyurethan mit Liponsdure als Endgruppenreagenz synthetisiert und
ebenfalls auf seine Fahigkeit zur Vernetzung untersucht. Dazu wurde das Liponsaure-
Dithiolan allein und im Zusammenspiel mit den Allyl- bzw. Vinylether-Polyurethanen

rheologisch betrachtet.

Das Ergebnis dieser Untersuchung war ein Anstieg der Module in allen drei Fallen, was
eine Vernetzungsreaktion anzeigt. Im Falle der Reaktion der Liponsaure mit Vinylethern

106



VI. Zusammenfassung

und im Falle des Disulfidaustausches unter den Dithiolan-Gruppen kam es zum Sol-Gel-
Ubergang. Dies zeigt, dass 1,2-Dithiolane fiir vernetzende Reaktionen und somit zur
Nutzung fiir aushartende Reaktionen (bspw. in Klebstoffsystemen) geeignet sind. Ferner
bekraftigt es die Vermutung, dass das Substitutionsmuster des Dithiolanrings eine
entscheidende Rolle spielt, da das geminal substituierte (1,2-Dithiolan-4,4-
diyl)dimethanol nicht erfolgreich zur Vernetzung genutzt werden konnte. Liponsaure,

ohne geminale Substituenten, jedoch konnte Vernetzungen zeigen.

107



VII. Ausblick

VII. Ausblick

Als Teil des FNR-geforderten KERAbond-Projekts sind die sich durch diese Arbeit
ergebenden Moglichkeiten zur weiteren Forschung eng mit dem Voranschreiten des
Projekts verwoben. Da der Prozess der Keratinhydrolyse noch nicht ganz ausgearbeitet

ist, konnen die Ergebnisse dieser Arbeit Einfluss auf diesen nehmen.

Dies ist bereits insofern geschehen, dass die Erkenntnisse, die zur Problematik der
Salzfracht der KHPs erzeugt wurden dazu fiihrten, dass fortan statt Kaliumphosphat als
Puffersalz Natriumcarbonat eingesetzt wird. Durch die Umstellung auf Carbonat soll das
Entfernen des Salzes durch eine alkoholische Aufarbeitung oder durch eine Membran-
involvierende Methode kiinftig umgangen werden, indem durch Ansdauern mit einer
organischen Saure das Salz ausgegast werden kann. Zusatzlich wird gegenwirtig die
Moglichkeit untersucht, Organothiolsauren hierfiir einzusetzen, wodurch Entsalzung und
Reduktion der KHPs in einem Schritt vollzogen werden kénnten. Aufderdem fiihrte die

Umstellung auf den Carbonat-Puffer zu einer Verbesserung der Prozessausbeute.

Weiter sind eine Vielzahl von Modifikationen der KHPs iiber beispielsweise die
Carboxylgruppen der Peptide moglich. Sowohl chemische als auch enzymatische
Modifikationen sind grundsatzlich denkbar, wobei bei Erfolg enzymatische gegeniiber
den chemischen Modifikationen potentiell einen noch griineren Prozess ermoglichen

wiurde.

Zu den Modifikationen, die in Zukunft untersucht werden kénnen, gehoren zunachst
Umsetzung mit einem Monoamin oder Monoalkohol. Dabei kdnnen Untersuchungen zum
Einfluss der Kettenlange auf die Polaritit und Tensideigenschaften der KHPs
durchgefiihrt werden. Hierdurch ist ein Finetuning der KHP-Polaritdt denkbar, sodass

diese auf unterschiedliche Systeme angepasst werden konnten.

Durch das Finetuning der Polaritat und die damit verbundene Einsetzbarkeit der KHPs in
Umgebungen diverser Level an Hydrophobie oder Hydrophilie koénnen die
Filmbildungsexperimente auf ein bedeutend gréfieres Spektrum an Substraten erweitert
werden. Zunachst ist natirlich, analog zu den hier gezeigten Vernetzungen mit

Thiolhartern, eine Filmbildung mit neuen Thiolhdrtern moéglich. Insbesondere unpolare
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Thiolhérter sind dadurch zuganglich - dies ist gut, da ein Grof3teil der industriell gingigen

Thiolhérter stark unpolar ist.

Auch eine Vielzahl von Epoxidharzen weisen eine hohe Hydrophobie auf, insbesondere
die Klasse biobasierter, epoxidierter Fette. Durch die Anpassung der KHPs werden diese
kiinftig auch miteinander mischbar sein. Die nukleophile Reaktion von Thiolen mit
Epoxiden ist gut erforscht und weit verbreitet, sodass sich hier ein weites Feld der
Moglichkeiten auftut. Gleiches gilt auch fiir Alkene. Auch Thiol-En-Reaktionen sind mit

den reduzierten KHPs gut vorstellbar.

Neben dem Einsatz der KHP-Modifikation fiir die Steuerung der Polaritat ist es auch
vorstellbar, dass diese zur Funktionalisierung eingesetzt wird. So kann etwa auf diese
Weise eine geschiitzte Thiol-Gruppe angebracht werden. Nach der Entschiitzung wird so
dafiir gesorgt, dass die Thiol-Zahl erhéht wird - dies ist insbesondere fiir den potentiellen

Einsatz als Vernetzer sehr interessant.

Aber auch andere funktionelle Gruppen wie Epoxide oder aktivierte Doppelbindungen
lassen sich so in die KHPs einfiihren. Hierdurch ware es moglich, die oben beschriebenen
Filmbildungen ohne den Einsatz anderer Epoxid- oder ,En“-Reagenzien durchzufiihren.
Durch das Einbringen der Funktionalititen direkt in die KHPs konnen ebenfalls

potentielle Schwierigkeiten mit der Mischbarkeit umgangen werden.

Naheliegend ist ebenfalls die Anwendung der KHPs zur Behandlung geschddigtem Haars,
oder zur Pravention von Haarschdden. Untersuchungen dazu laufen bereits bei der

Henkel AG & Co. KGaA mit vielversprechenden ersten Ergebnissen.

Da gezeigt werden konnte, dass 1,2-Dithiolane prinzipiell fiir vernetzende Reaktionen
geeignet sind lohnt es sich diese Chemie weiter zu erforschen. Da sich (1,2-Dithiolan-4,4-
diyl)dimethanol nicht vielversprechend zeigte, konnte eine analoge Synthese ausgehend
von 1,3-Dibrom-2-propanol zu einem Dithiolan mit einer Hydroxygruppe entwickelt
werden. Dieses ware dann, analog zur Liponsdure, jedoch mit besserer Reaktivitit

gegeniiber NCO-Gruppen, als Endgruppenreagenz fiir Polyurethane einsetzbar.
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Abbildung VII-1: A) Dithiolan-Synthese ausgehend von 1,3-Dibrom-2-propanol. B) beispielhafte

Verwendung des Dithiolans aus (A) in einer Veresterung mit Liponsaure zur Darstellung eines Polythiols.

Ferner konnten beide Dithiolane zusammengefiihrt werden indem die Molekiile verestert
werden. Hierdurch wiirde ein neuartiges, teilweise biobasiertes, Polythiol zuganglich.
Sowohl in der Disulfidform, als auch nach einer Reaktion zu den Thiolen konnte die
Verbindung als alternative zu etablierten, vollstindig erdolbasierten Thiol-Vernetzer

genutzt werden.
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VIII.1 Verwendete Gerate und Chemikalien

Losemittel und Chemikalien

Alle nicht selbst dargestellten Chemikalien wurden kommerziell erworben. Samtliche

Chemikalien wurden wie erhalten eingesetzt.

Chemikalie Hersteller CAS-Nr LOT-Nr

KHPs Fraunhofer IGB/ CBP n.a. n.a.
p-Toluolsulfonsdure Supelco 6192-52-5 K51488513132
1,3-Propandiol Merck 504-63-2 S§7262081
1,4-Butandiol Merck 110-63-4 §7298332648
1,6-Hexandiol Arcos Organics 504-63-2 153751-58025
Vinyllaurat Sigma Aldrich 2146-71-6 BCCG4525
Dodecylamin Sigma Aldrich 124-22-1 S$8189427149
Isopropyllanolat DeutscheLanolinGesellschaft n.b. n.b.

TCEP (Hydrochlorid) Sigma Aldrich 51805-45-9 BCVG2246
Ammoniumthiglycolat (70 | Arcos Organics 5421-46-5 153661-84022
Glycerin Carl Roth 56-81-5 1972.8
Texanol Kremer 25265-77-4 246-771-9
AIBN Sigma-Aldrich 78-67-1 BCEC4092
Butylhydroxytoluol Sigma-Aldrich 128-37-0 BBDF2122
Dibenzyldisulfid Sigma-Aldrich 150-60-7 BECC2262
Dibutylamin Sigma-Aldrich 111-92-2 DFGH3375
HDI Sigma-Aldrich 822-06-0 BBGD4276
PFDx Total Cray Valley n.b. n.b.
Liponsaure Sigma-Aldrich 1077-28-7 DEGG2121
Thiomilchsaure Sigma-Aldrich 79-42-5 BFFS4207

Inerte Bedingungen

Wenn nicht anders vermerkt konnten Reaktionen unter nicht-inerten Bedingungen
durchgefiihrt werden. Fiir die Reaktionen unter inerten Bedingungen wurde eine
kombinierte Stickstoff/Vakuum-Schlenkline verwendet. Glasgerdte wurden dann nach
dem Ausheizen (12 h bei 120 °C) und vor dem Gebrauch mindestens dreimal sekuriert.
Flissige Chemikalien wurden iiber Einwegspritzen, Feststoffe wurden im
Stickstoffgegenstrom zugegeben. Wurden Reaktionen iiber ldngere Zeit geriihrt wurde,

die Reaktionsapperatur im Stickstoffstrom belassen.
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Anmerkungen zum chemischen Arbeiten

Die Entfernung von Losemittel unter verringertem Druck erfolgte, falls nicht explizit

anders beschrieben, an Rotationsverdampfern der Firma Biichi.

Diinnschichtchromatographische Untersuchungen wurden mit zurechtgeschnittenen
Fertigfolien der Firma Macherey-Nagel, POLYGRAM® SIL G/UV254 mit Fluoreszenz-
Indikator durchgefiihrt.

Flir Aufreinigungen mittels Sdulenchromatographie wurde Kieselgel 60M der Firma
Macherey-Nagel (0.040-0.063 mm, 230-400 mesh) in zylindrischen Glassaulen mit Fritte

verwendet.

Filmbildungsexperimente

Filmbildungsexperimente wurden in Teflonformen mit eingefrasten Vertiefungen
(4cmx4 cm oder 3,5cm x 1,5 cm) durchgefiihrt. Peptide wurden in vollentzsalztem
Wasser gelost und die Losungen flachendeckend in die Vertiefungen der Teflonformen
gegeben (4 cm x 4 cm Formen wurden mit 2,5 ml Peptidlésung benetzt, 3,5 cm x 1,5 cm
mit 1 ml). Das Wasser wurde anschlief3end bei RT abgedampft. Die zuriickgebliebenen
Peptidfilme wurden durch Ankratzen mit einem Holzspatel, sowie durch optische
Betrachtung evaluiert. Ausgewahlte Filme wurden dann durch weiterfiihrende Analytik

charakterisiert.

Die Peptidlosungen hatten, wenn nicht anders angegeben, eine Konzentration von

400 mg/ml.

Analytische Gerite und Programme

Raman-Spektroskopie: Raman-Spektren wurden auf einem Raman DXR3 xi Raman-
Mikroskop der Firma Thermo Scientific mit einem 532 nm Laser (10 mW) aufgenommen.
Proben mit Untergrundfluoreszenz wurden vor der Messung fiir mindestens 60 min dem
Laser = zwecks  Photobleaching  ausgesetzt. = Spektreninterpretationen  und

Basislinienkorrekturen wurden mit OMNIC Spectra vorgenommen.

Infrarot-Spektroskopie: IR-Spektren wurden auf einem FT-IR Alpha der Firma Bruker
mit einem ZnSe-ATR-Kristall aufgenommen. Spektreninterpretationen wurden mit OPUS

durchgefiihrt.
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pH-Elektrode: pH-Bestimmungen bzw. -Einstellungen wurden mittels 765 Dosimat der

Firma Metrohm durchgefiihrt.

Diinnschichtchromatographie: DC-Platten wurden entweder unter einer UVLS-24
Assembly Quecksilberlampe betrachtet oder mit einem Kaliumpermanganat-

Farbereagenz angefarbt.

Gefriertrocknung: Gefriertrocknungen wurden mit einer Alpha 2-4 der Firma Christ bei

Driicken <1 mbar, sowie bei RT durchgefiihrt.

Thermische Analytik: Thermische Analytik bestand in dieser Arbeit aus DSC- und TGA-
Messungen. Diese wurden an einer a TAI Discovery Series gemessen. DSC-Messungen
wurden stets zundchst auf 120 °C erhitzt, dann auf -50 °C gekiihlt und anschlief3end final

auf 150 °C erhitzt. Die Heizrate betrug dabei 10 K/min.

NCO-Titrator: NCO-Titration nach Spielberger erfolgte an einem T50 Titrator der Firma
Mettler-Toledo nach DIN 53185.

Blindwertbestimmung:

4 mL Dibutylamin-Lésung (0,5 M in Xylol) wurden in einem Titrierbecher vorgelegt.
Anschliefdend wurden Xylol und Isopropanol (je 25 ml) hinzugegeben und mit Salzsdure

(0,5 M) bis zum Aquivalenzpunkt titriert.
PU-Titration:

0,1-1,0g PU-Probe werden in einem Titrierbecher eingewogen und mit 4 ml
Dibutylamin-Lésung (0,5 M in Xylol) versetzt. Anschlieffend wird Xylol (25 ml)
hinzugegeben und die Probe unter Erwarmen auf einer Heizplatte gerthrt bis die Probe
vollstandig aufgelost ist. Dann wird Isopropanol (25 ml) hinzugefiigt und mit Salzsaure

(0,5 M) bis zum Aquivalenzpunkt titriert.

Sdulenchromatographie: Sidulenchromatographie erfolgte unter Verwendung des
jeweils angegeben Elutionsmittels. Die stationdre Phase war stets Kieselgel 60 (0,040 bis
0,063 mm) von Merck, 230-430 mesh) der Firma Macherey-Nagel gepackt in

zylindrischen Chromatographiesaulen.

LED-Strahlungskammer:  Schnelle  Aushartungstests  erfolgten in  einem

Aluminiumschalchen mit der EQ CL30 LED Flood 365 Strahlungsquelle (A = 365 nm) von
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Loctite. Alle Proben wurden in der mittleren Schiene der LED-Kammer platziert. Auf

dieser Hohe wurde eine Bestrahlungsstiarke 562 mW/cm? vermessen.

UV /Vis-Spektroskopie: UV /Vis-Spektren wurden auf einem SpectraMax M2 Multimode

Microplate Reader der Firma Molecular Devices aufgenommen (A = 200 bis 500 nm).

Rheologie: Rheologischen Messungen erfolgten am Rheometer MCR302 der Firma Anton
Paar. Die Strahlenhartung erfolgte durch eine externe Lichtquelle Superlite I 07 der Firma
Lumatec bei einer Wellenldnge von A =370 nm. Die Bestrahlungsstirke wurde auf

93 mW/cm?2 gemessen.

NMR-Spektroskopie: Alle Proben wurden in MeOD gelost und vermessin in einem
Agilent MR400. Die 1H-NMR-Spektren wurden bei einer Frequenz von v = 400 Hz

aufgenommen.

HPLC: HPLC-Chromatogramme wurden auf Vanquish Core HPLC-System der Firma Thermo Fisher
aufgenommen. Die Proben wurden dazu in einem Wasser-Methanol-Gemisch (1:1) gelost und vor
der Messung zentrifugiert - Vermessen wurden nur die Uberstinde. Auftrennungen fanden auf
einer Hypersil GOLD Silika-HPLC-Saule statt. Zur Detektion der Proben wurde ein Ultimate 3000

Mehrfachwellenldngendetektor der Firma Thermo Fisher genutzt.

VIIL.2 alkoholische Extraktion der KHP

Fir die alkoholische Extraktion der KHP wurden diese im Verhaltnis 15 ml Alkohol pro
Gramm Peptidgemisch suspendiert. Die Suspension wurde fiir 12 h bei RT gertihrt und
anschlief3end abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum getrocknet. Wurde der
Filterkuchen erneut in Alkohol suspendiert, geschahen weitere Extraktionsdurchlaufe

analog zum Ersten.

VIIL.3 Chemische Reaktionen

Reduktion der KHPs durch Ammoniumthioglycolat

In einem Rundkolben wurden Wasser (10 ml) vorgelegt. Das Wasser wurde 15 Minuten
durch Einleiten von Stickstoff bestickt. MeOH-KHP (1155 mg) und ATG-Loésung (70 %,

0,5 ml) wurden im Stickstoffgegenstrom zugegeben und im Wasser geldst. Der Ansatz
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wurde dann fiir 30 min unter RT und weiterer Bestickung geriihrt. Anschlieféend wurde
die Losung in einen Dialyseschlauch tiberfiihrt und dialysiert (MWCO = 100 - 500 Da, 3x
2 h, 1:150).

Ausbeute: 578 mg (50 % (w/w)*]

*Ausgehend von der Pramisse, dass die Veranderung durch die Reduktion

vernachldssigbar gering ist.

Raman (Mikroskop): ¥ [cm1] = 3062, 2937, 2572, 1666, 1449, 1389, 1244, 1002, 947,
764,510, 432.

Reduktion der KHPs durch TCEP-HCI

In einem Rundkolben wurden Wasser (10 ml) vorgelegt. Das Wasser wurde 15 Minuten
bestickt. MeOH-KHP (1155mg) und TCEP-HCl (100 mg, 0,35 mmol) wurden im
Stickstoffgegenstrom zugegeben und im Wasser gelost. Der Ansatz wurde dann fiir 30
Minuten unter RT und weiterer Bestickung geriihrt. Anschlief3end wurde die Losung in

einen Dialyseschlauch tiberfiihrt und dialysiert (MWCO = 100 - 500 Da, 3x 2 h, 1:150).
Ausbeute: 782 mg (68 % (w/w)*]

*Ausgehend von der Pramisse, dass die Veranderung durch die Reduktion

vernachlassigbar gering ist.

Raman (Mikroskop): ¥ [cm-1] =3059, 2936, 2573, 1700, 1616, 1586, 1450, 1340, 1247,
1208, 1004, 975,922, 857, 828, 644.

Dithiolan-Synthesen
Synthese von (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol

2,2-Bis(bromomethyl)propan-1,3-diol (19,98 g; 76,3 mmol) und NaSH (23,81 g;
305 mmol) wurden in MeOH (100 ml) gelost und der Ansatz fiir 16 h bei RT geriihrt.
Reaktionskontrolle erfolgte mittel GC. Der entstandene weif3e Niederschlag wurde mittels
Filtration abgetrennt. Das MeOH des Filtrats wurde unter verringertem Druck entfernt.

Der Riickstand wurde in Aceton aufgenommen (100 ml) und erneut filtriert.
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Anschlief3end wurde das Losemittel unter verringertem Druck entfernt. Das Rohprodukt

wurde aus Ethanol umkristallisiert und liefert ein hellgelbes kristallines Produkt.
Ausbeute: 7,12 g, (42,73 mmol, 56 %)

1H-NMR(600 MHz, MeOH-d): §[ppm]= 2.91 (s, 2 H, 2-H), 3.66 (s, 2 H, 1-H), 4.85 (s, 2 H,
2-0H)

IR (ATR, Film): ¥ [cm1] = 3311 (0-H-v), 2936, 2871, 1711, 1629, 1377, 1180, 1112, 1022,
905, 877, 582, 526.

Raman (Mikroskop): v [cm-1] = 2964, 2936 2873, 1455, 1280, 1209, 1121, 1043, 1002,
938, 879, 803, 733, 694 (C-S-v), 585, 507 (S-S-v), 389, 372, 331, 216.

GC (20 Min, 200 °C): [min] = 9,672.
Synthese von (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol - Eisenchloridfallung

2,2-Bis(bromomethyl)propan-1,3-diol (20,09 g; 76,5 mmol) und NaSH (23,81 g; 305
mmol) wurden in einem 1:1 Gemisch aus MeOH und Aceton (100 ml) und der Ansatz fiir
5 h zum Rickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf RT wurde der weifse Niederschlag mittels
Filtration abgetrennt. Zum Filtrat wurde FeCl3 (24,33 g; 150 mmol) in MeOH (25 ml)
gegeben und der Ansatz fiir weitere 2 h zum Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf RT
wurde der schwarze Niederschlag mittels Filtration abgetrennt. Das Losemittel des
Filtrats wurde unter verringertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in Aceton (100
ml) aufgenommen, erneut filtriert und das Losemittel des Filtrats unter verringertem

Druck entfernt.
Ausbeute: 5,72 g (34,4 mmol, 45 %)

1H-NMR(600 MHz, MeOH-d): §[ppm]= 2.92 (s, 2 H, 2-H), 3.66 (s, 2 H, 1-H), 4.84 (s, 2 H,
2-0H)

Synthese von (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol - saure Aufarbeitung

2,2-Bis(bromomethyl)propan-1,3-diol (20,01 g; 76,3 mmol) und NaSH (23,88 g; 306

mmol) wurden in einem 1:1 Gemisch aus MeOH und Aceton (100 ml) und iiber Nacht bei

RT geriihrt. Am nachsten Tag wurde der Ansatz fiir 2,5 h zum Riickfluss erhitzt.

Anschlief3end wurde durch Zugabe von HCI konz. pH 1 eingestellt und der Ansatz fiir 4 h
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weiter gekocht. Dann wurde die Reaktionslésung neutralisiert und fiir eine weitere
Stunde zum Riickfluss erhitzt. Daraufhin folgte Abkiihlen auf RT, der weif3e Niederschlag
wurde mittels Filtration abgetrennt. Das Losemittel wurde unter verringertem Druck

entfernt.
Ausbeute: 8,75 g (52, 7 mmol, 69 %)

1H-NMR(600 MHz, MeOH-d): §[ppm]= 2.91 (s, 2 H, 2-H), 3.64 (s, 2 H, 1-H), 4.84 (s, 2 H,
2-0H)

Synthese von (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol - reduzierte Aquivalente

2,2-Bis(bromomethyl)propan-1,3-diol (9,99 g; 38,1 mmol) und NaSH (9,56 g; 77,5 mmol)
wurden in einem 1:1 Gemisch aus MeOH und Aceton (100 ml) und fiir 68,5 h bei RT
geriihrt. Darauf folgte 1 h Heizen zum Riickfluss. Nach abkiihlen auf RT wurde der weifde
Niederschlag wurde mittels Filtration abgetrennt. Das Losemittel des Filtrats wurde unter
verringertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in 50 ml Isopropanol aufgenommen
und erneut filtriert. Das Isopropanol des Filtrats wurde unter verringertem Druck

entfernt.
Ausbeute: 4,05 g (24,4 mmol, 64 %)

1H-NMR(600 MHz, MeOH-d): §[ppm]= 2.91 (s, 2 H, 2-H), 3.64 (s, 2 H, 1-H), 4.84 (s, 2 H,
2-0H)

Polvurethan-Synthesen

Allgemeine Synthesevorschrift:

In einem 250 mL Dreihals-Rundkolben wurde hydriertes Polyfarnesendiol (PFDn)
vorgelegt und unter Hochvakuum (< 1 mbar), sowie standigem Riihren mit einem KPG-
Rihrer bei 100 °C entwassert bis keine Blasenbildung mehr zu beobachten war (jedoch
mindestens 1h). Dann wurde im Stickstoffgegenstrom ein Temperaturfiihler in den
Kolben eingefiihrt. Nach Abkiihlen auf 75 °C folgte die Zugabe des kettenverlangernden
Diols (DT, ADVE oder GAE) - sofern bei der Synthese vorgesehen. Sobald eine gute
Vermischung der Diolkomponenten beobachtet wurde, wurden das Diisocyanat (HDI),
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sowie Katalysator-Losung (40 uL, 50 % (w/w) Borchi Kat. 315 in getrocknetem Aceton)
dazugegeben. Die Reaktionstemperatur wurde anschlieféend auf 85-90 °C eingestellt und
fiir 2 Stunden erwarmt. Durch NCO-Titrationen nach der Methode von Spielberger wurde
wahrend der Reaktion der NCO-Wert bestimmt. Sobald der NCO-Endwert erreicht mit
dem theoretischen Wert iibereinstimmte, wurde das Endgruppenreagenz (Dibutylamin
oder Liponsdure) hinzugegeben. Nach einer weiteren Stunde wurde die Heizquelle

entfernt und die Reaktion wurde zur Vervollstandigung tiber Nacht geriihrt.

Am néachsten Tag wurde der Ansatz mittels IR-Spektroskopie auf die Anwesenheit von
NCO-Gruppen untersucht. Waren NCO-Gruppen vorhanden wurde der Ansatz erneut auf
Reaktionstemperatur gebracht und weiter geriihrt, bis keine NCO-Gruppen mehr
detektiert werden konnten. Sobald dies erreicht war, wurde der Ansatz bei 80-85 °C im

Ofen in eine Glasflasche tiberfiihrt.

IR (ATR, Film): ¥ [cm!] = 3330 (-N-H), 2958, 2929 (-CH3/-CH2-), 2863, 2260 (=N=C=0)*,
1720 (-NH-CO0-), 1636, 1532, 1464 (-CH3/-CH2-), 1380, 1247, 1145, 735.

*bezieht sich auf den Fall, dass noch freie NCO-Gruppen detektiert werden konnten.
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X. Anhang

Zusatz zu Kapitel V.3

Abbildung A.3-1: Einfluss von Glycerin auf die Filmbildungseigenschaften unbehandelter KHPs. Vergleich
zwischen KHP-Filmen unterschiedlicher Glycerin-Konzentrationen: A) kein Glycerin. B) mit 5 % (w/w)

Glycerin. C) 10 % (w/w) Glycerin.

A B

S &o

M

Abbildung A.3-2: Einfluss hoher Anteile Texanol auf die Filmbildungseigenschaften unbehandelter KHPs. A)
25 % (w/w) Texanol. B) 30 % (w/w) Texanol. C) 35 % (w/w) Texanol. D) 40 % (w/w) Texanol. Alle Filme

zeigen starke Schuppenbildung. Die Fotos wurden von Filmen in 4 cm x 4 cm Teflonformen aufgenommen.

Zusatz zu Kapitel V.5

Abbildung A.5-1: Fotos der 1. Phase MeOH-KHP ohne (A) und mit 50 % (w/w) Texanol (B). Die 2. Phase
MeOH-KHP ohne (C) und mit 50 % (w/w) Texanol (D) sind ebenfalls abgebildet. Die Fotos wurden von

Filmen in 4 cm x 4 cm Teflonformen aufgenommen.
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Abbildung A.5-2: A) MeOH-KHP-Film vierfacher Masse/ Dicke B) MeOH-Film iiber einem ,,KERAbond“-Label
C) MeOH-KHP-Film mit 2 % Texanol D) MeOH-KHP-Film mit 5 % Texanol E) MeOH-KHP-Film mit 10 %
Texanol F) ) MeOH-KHP-Film mit 20 % Texanol. Die Fotos wurden von Filmen in 4 cm x 4 cm Teflonformen

aufgenommen.

Zusatz zu Kapitel V.10

Abbildung A.10-1: Fotos der DT-PUs. A) PU-A, B) PU-B, C) PU-C, D) PU-D. Fotos aufgenommen von C.
Choi.[183]
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Abbildung A.10-2: Fotos der DT-En-PUs. A) PU-E, B) PU-F, C) PU-G, D) PU-H, E) PU-I. Fotos aufgenommen

von C. Choi.[183]

Abbildung A.10-3: Fotos durch Hitzeeinwirkung vergelter DT-PUs. A) PU-C in Form eines vergelten

Polymerfadens, B) PU-C in Form eines formstabilen Polymerklumpens. Fotos Aufgenommen von C. Choi.[183]

4

Abbildung A.10-4: A) PU-C nach Hitzevergelung gequellt in THF. B) PU-C nach Hitzevergelung und Quellen

in THF mit Zugabe von NazSOs-Losung - die Sulfitoylse fiihrt zu einer partiellen Auflésung des PUs. C)
Wairmebehandeltes PU-B ohne Zusatz von BHT - starke Vergelung kann beobachtet werden. D)
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Warmebehandeltes PU-B mit 10 ppm BHT - wenig bis keine Vergelung wird beobachtet. Fotos

Aufgenommen von C. Choi.[183]

Abbildung A.10-5: Abbildung V.10-2 erweitert um die Kurven der Speichermodule.
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Abbildung A.10-6: Strukturen der untersuchten Photoinitiatoren mit Angabe der Absorptionsmaxima in

Nanometern. Abbildung iibernommen mit freundlicher Genehmigung von C.Choi.[183]
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Tabelle A.10-1: Kompatibilitat der PU-Systeme aus Kapitel [V.11 mit verschiedenen Photoinitiatoren. ,XX“
bedeutet mangelnde Mischbarkeit, ,X“ steht fiir Mischbarkeit ohne erkennbare Materialverdanderung nach
60 s Bestrahlung in einer LED-Strahlenkammer, ,-“ bedeutet Mischbarkeit und geringfiigige Veranderung
nach Bestrahlung, ,+“ zeigt eine Mischbarkeit, sowie vielversprechende Materialveranderungen nach 60 s
Bestrahlung an. Fiir die Zusammensetzung der PU-Systeme siehe Tabelle [V.11-2. Der fiir die rehologischen

Messungen verwendeten Initiator ist durch Einrahmung gekennzeichnet.

Initiator PU-S1 PU-S2 PU-S3 PU-S4 PU-S5

Omnirad TPO-L - X X - +

Omnirad BP + + X + +

Omnirad 819 XX n.b. n.b. n.b. n.b.
Esacure 1001 M - X - X n.b.
Omnirad 2959 XX n.b. n.b. n.b. n.b.
Esacure 3644 XX n.b. n.b. n.b. n.b.
Omnirad BMS XX n.b. n.b. n.b. n.b.
Omnirad 754 XX n.b. n.b. n.b. n.b.
Ohne Initiator X XX XX XX n.b.

Abbildung A.10-7: A) PU-S2 mit Omnirad BP als Photoinitiator nach Bestrahlung bei 365 nm fiir 60 s in der

LED-Kammer. Nur geringfligige Vergelung beobachtet. B) PU-S3 mit Esacure 1001 M als Photoinitiator nach
Bestrahlung bei 365 nm fiir 60 s in der LED-Kammer. Starkere Vergelung beobachtet. C) PU-S5 mit Omnirad
BP als Photoinitiator nach Bestrahlung bei 365 nm fiir 60s in der LED-Kammer. Starke Vergelung

beobachtet. Fotos aufgenommen von C. Choi.[183]

X.1 Spektrenanhang

Nachfolgend sind samtliche in dieser Arbeit im Ergebnis- oder Experimentalteil

dargestellten, bzw. diskutierten Spektren in Ganze abgebildet.
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Spektren aus Kapitel V.2:
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Abbildung X.1-1: Raman-Spektrum von KHPs ohne vorheriges Photobleaching.
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Abbildung X.1-2: Raman-Spektrum von KHPs mit vorherigem 15-miniitigem Photobleaching.
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Abbildung X.1-3: Raman-Spektrum von KHPs mit vorherigem 60-miniitigem Photobleaching.
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Abbildung X.1-4: Raman-Spektrum einer Hithnerfeder.
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Abbildung X.1-5: Raman-Spektrum von KHPs.
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Abbildung X.1-6: Raman-Spektrum von MeOH-KHPs.
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Abbildung X.1-7: Raman-Spektrum des synth. KHP.
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Spektren aus Kapitel V.3:
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Abbildung X.1-8: IR-Spektrum eines KHP-Films mit 10 % (w/w) Glycerin.
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Spektren aus Kapitel V.4:
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Abbildung X.1-9: Raman-Spektrum von KHPs nach ethanolischer Extraktion.
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Abbildung X.1-10: Raman-Spektrum von KHPs nach methanolischer Extraktion (1. Phase).
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Abbildung X.1-11: Raman-Spektrum von KHPs nach methanolischer Extraktion (2. Phase).
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Abbildung X.1-12: Raman-Spektrum von KHPs nach methanolischer Extraktion (3. Phase).
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Spektren aus Kapitel V.6:
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Abbildung X.1-13: Raman-Spektrum von MeOH-KHPs ohne Reduktion.
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Abbildung X.1-14: Raman-Spektrum von MeOH-KHPs nach Reduktion mittels TCEP.
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Abbildung X.1-15: Raman-Spektrum von MeOH-KHPs nach Reduktion mittels Ammoniumthioglycolat.
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Spektren aus Kapitel V.7:
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Abbildung X.1-16: Raman-Spektrum des synth. KHPs nach Sauerstoffexposition (0 Tage).
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Abbildung X.1-17: Raman-Spektrum des synth. KHPs nach Sauerstoffexposition (4 Tage).
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Abbildung X.1-18: Raman-Spektrum des synth. KHPs nach Sauerstoffexposition (7 Tage).
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Abbildung X.1-19: Raman-Spektrum des synth. KHPs nach Sauerstoffexposition (14 Tage).
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Abbildung X.1-20: Raman-Spektrum von MEOH-KHPs nach Oxidation mittels H202 (0,5 %).
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Abbildung X.1-21: IR-Spektrum von MEOH-KHPs nach Oxidation mittels H202 (0,5 %).
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Abbildung X.1-22: Raman-Spektrum von MEOH-KHPs nach Oxidation mittels H202 (1,0 %).
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Abbildung X.1-23: Raman-Spektrum von MEOH-KHPs nach Oxidation mittels H202 (2,0 %).

158



X. Anhang

100004 MeOH-KHP Film
H,O, oxidiert

5000 -

Intensitat

| ! | ! |
1000 2000 3000
Wellenzahl [cm™]

Abbildung X.1-24: Raman-Spektrum eines Films aus MEOH-KHPs nach Oxidation mittels H202 (0,5 %)
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Abbildung X.1-25: Raman-Spektrum eines Films aus MEOH-KHPs nach Oxidation mittels NHz.
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Abbildung X.1-26: Raman-Spektrum eines Films aus MEOH-KHPs ohne oxidatives Reagenz.
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Spektren aus Kapitel V.8:
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Abbildung X.1-27: Raman-Spektrum eines Films aus MEOH-KHPs und Thiocure ETTMP (25 Aq%) nach
Oxidation mittels H202 (0,5 %).
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Abbildung X.1-28: Raman-Spektrum eines Films aus MEOH-KHPs und Thiocure ETTMP (50 Aq%) nach
Oxidation mittels H202 (0,5 %).
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Abbildung X.1-28: Raman-Spektrum eines Films aus MEOH-KHPs und Thiocure ETTMP (75 Aq%) nach
Oxidation mittels H202 (0,5 %).
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Abbildung X.1-29: Raman-Spektrum eines Films aus MEOH-KHPs und Thiocure ETTMP (100 Aq%) nach
Oxidation mittels H202 (0,5 %).
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Spektren aus Kapitel V.9:

Abbildung X.1-30: 1H-NMR-Spektrum von (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol.
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] ! ] ! ]
1000 2000 3000
Wellenzahl [cm™]

167



X. Anhang

Spektren aus Kapitel V.10:
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Abbildung X.1-32: UV/Vis-Spektren des Disulfid-Scramblings in MeCN.
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Abbildung X.1-33: UV/Vis-Spektren des Disulfid-Scramblings in MeOH.
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Abbildung X.1-34: 1TH-NMR-Spektrum von Dibenzyldisulfid.
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Abbildung X.1-35: 1H-NMR-Spektrum von Liponsaure.
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Abbildung X.1-36: 1H-NMR-Spektrum von Polyliponséure.
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Spektren aus dem Experimentalteil:
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Abbildung X.1-37: 1TH-NMR-Spektrum von (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol nach saurer Aufarbeitung.
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Abbildung X.1-38: 1TH-NMR-Spektrum von (1,2-Dithiolan-4,4-diyl)dimethanol nach Aufarbeitung mit FeCls.
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