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1 Einleitung

Langkettige Monoenfettsiuren wie Olsdure (cis-9-Octadecensaure) und
Petroselinsdure (cis-6-Octadecensdure) werden als Methylester durch
Umesterung von Rapsol oder élsdurereichem Sonnenblumendl bzw. von
Korianderol gewonnen; sie sind begehrte Ausgangsstoffe fiir oleochemi-
sche und technische Produkte.

Die Nutzung weiterer einfach ungesittigter C,s-Fettsduren mit defi-
nierter Konfiguration und Position der C=C-Doppelbindung hingt ent-
scheidend von ihrer Verfiigbarkeit ab. Auf konventionellen Synthesewe-
gen sind derartige Fettsauren nur schwer zugénglich.

Durch Metathese ungesittigter Fettsdureester mit Olefinen gelingt je-
doch die Bereitstellung von Octadecensduren mit definierter Position der
Doppelbindung im préaparativen Maf3stab [1]. Das Syntheseprinzip zum
Aufbau des Kohlenstoffgeriistes ist in Abb. 1 am Beispiel der erfolgreich
im Arbeitskreis durchgefiihrten Herstellung von A13-Octadecensdureme-
thylester veranschaulicht [2].

Die Lage der Doppelbindung im Produkt wird durch den eingesetz-
ten ungeséttigten Fettsdureester vorgegeben, die Kettenldnge 1488t sich
durch die Wahl des Olefins gezielt modifizieren; allerdings fallt ein ther-
modynamisches Gleichgewichtsgemisch an (trans/cis = 80:20).

Zum Zwecke der cis/trans-Trennung wurden lipasekatalysierte Reak-
tionen herangezogen.
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Abbildung 1:  Syntheseprinzip zur Herstellung spezieller Octadecensiuren
mit Hilfe der Metathese-Reaktion am Beispiel von A13-Octade-
censiuremethylester

2 Verfahren und Methode
2.1 Verfahren

Die Stereospezifitiat und Substratselektivitat von Triacylglycerin-Lipasen
(EC. 3.1.1.3) erdffnen interessante Moglichkeiten zur Synthese und Modi-
fizierung von Fetten und anderen Lipiden [3]. Zahlreiche Anwendungen
lipasekatalysierter Reaktionen zur Gewinnung von speziellen Fettstoffen
sind in den letzten Jahren bekannt geworden [4].

Ziel der eigenen Arbeiten ist es, die Spezifitit von Lipasen gegeniiber
cis- und trans-Octa-decensduren zu bewerten und zur Trennung von
cis/trans-Gemischen zu nutzen. Zu diesem Zwecke wurden in einem um-
fangreichen Enzym-Screening zahlreiche Lipasen aus Mikroorganismen
und Pflanzen bei der Veresterung von Olsdure (cis-9-Octadecenséure)
bzw. Elaidinsaure (trans-9-Octadecensiure) mit n-Butanol untersucht.
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2.2 Methode

In den Versuchen zur Bestimmung der Substratspezifitat wird jeweils
eine Fettsdure (25 mM) zusammen mit Myristinsdure (25 mM) als Refe-
renzsubstrat und n-Butanol (100 mM) in 250 ml n-Hexan mit definierten
mg-Mengen Lipase bei 30 °C fiir unterschiedliche Zeiten geriihrt und der
Biokatalysator anschlieffend mittels Zentrifugieren abgetrennt.

Die Reaktionsprodukte werden nach Eindampfen des Losungsmittels
mit einer Losung von Diazomethan in Diethylether behandelt, um die
nicht umgesetzten Fettsduren in die Methylester zu {iberfithren. Das re-
sultierende Gemisch von Methylestern und Butylestern wird gaschroma-
tographisch analysiert.

Aus den Konzentrationen der beiden Fettsduresubstrate zu Beginn
der Reaktion ([A xo] und [A, xo]) und nach einer bestimmten Reaktions-
zeit ([A; x] und [A,x]) 148t sich nach der von Rangheard et al. beschrie-
benen Methode [5] der kompetitive Faktor o berechnen:

o =10g([Aq xol / [Aq x])/108([A, xol / [aca x])

Die Spezifititskonstante einer Fettsdure wird berechnet als 1/, bezogen
auf die Spezifitatskonstante von Myristinsaure, die den Wert 1,00 erhalt.

Bei den im Enzymscreening untersuchten Lipasen handelt es sich um
kommerziell erhiltliche Produkte. Die verwendeten Fettsiduren weisen
eine GC-Reinheit von > 99 % auf und sind ebenfalls kauflich.

3 Ergebnisse
Die Ergebnisse des Enzymscreenings zeigt Abb. 2, in der das Verhiltnis

der Spezifititskonstanten fiir Olsdure und Elaidinséure (Wl cis/trans) von
ausgewdhlten Lipasen als Maf3 fiir die Substratpriferenz dargestellt ist.
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Abbildung 2:  Verhiiltnis der Spezifitiitskonstanten fiir Olsiure und Elaidin-
saure als Maf fiir die Substratpriiferenz

Von den 35 untersuchten Biokatalysatoren erwiesen sich viele als
unselektiv gegeniiber den konfigurationsisomeren A9-Octadecensduren;
fiir sie wurde ein Quotient im Bereich von 1 berechnet (z. B. Carica papaya
und Pseudomonas cepacia). Die Lipasen aus Candida cylindracea und Mucor
michei zeigen hingegen eine deutliche Priferenz fiir Olsdure
(Verhéltnis=3,46 bzw. 3,41), wahrend Chirazyme L-5, eine Lipase der
Firma Boehringer Mannheim, als einziges der verwendeten Enzyme die
Elaidinsdure in hohem Mafle bevorzugt (Quotient = 0,15 bzw. 6,50).

Die von der Lipase aus Candida cylindracea katalysierte Umsetzung ei-
nes Elaidinsaure-Olsaure-(80:20)-Gemisches mit n-Butanol fiihrte inner-
halb von 90 min zu einer vollstindigen Veresterung der Olsaure zum Bu-
tylester, der Umsatz der Elaidinsdure betrug zur gleichen Zeit
65 % [Abb. 3]. Das Resultat war folglich eine Anreicherung der Olsdure in
der Produktfraktion und eine aus reiner Elaidinsdure bestehende Edukt-
fraktion.
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Das Studium der Substratspezifitit ausgewéhlter Lipasen wird der-
zeit systematisch auf weitere cis/trans-Fettsauren ausgedehnt.
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Abbildung 3:  Veresterung von Elaidinsiure und Olsiiure (80:20-Gemisch)
mit n-Butanol unter Verwendung der Lipase aus Candida cylin-
dracea

Reaktionsbedingungen: (Methode siehe oben)
Elaidinsaure (40 mM), Olsaure (10 mM),
n-Butanol (100 mM) in 250 ml n-Hexan;
Einwaage an Lipase: 20,2 mg
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1 Einleitung

Epoxidhydrolasen (EC 3.3.2.3) sind Biokatalysatoren, die aufgrund ihrer
hohen Stereoselektivitit fiir die Wirkstoffsynthese von grofiem Interesse
sind. Hiermit steht eine Alternative zur katalytischen asymmetrischen
cis-Dihydroxylierung von Olefinen zur Verfiigung. Innenstindige
Oxiranringe in epoxidierten Fettsduren lassen sich mit isolierten
pflanzlichen Epoxidhydrolasen aus Soja-, Rizinus- und Futterwicken-
keimen [1, 2, 3] im Mikromafistab effektiv umsetzen. Der Enzym-
mechanismus, der fiir racemische cis-9,10-Epoxystearinsdure als Substrat
beobachtet wurde, zeigt, dal bevorzugt das S-konfigurierte C-Atom
angegriffen wird. Diese Besonderheit fiihrt dazu, daf8 ein einheitliches
chirales Produkt aus dem racemischen Edukt gebildet wird [Abb. 1].

E. Blée et al. nutzten aus gekeimten Sojabohnen aufgereinigte Enzym-
préaparate fiir Epoxidring6ffnungen [4]. Dabei wurden die Cotyledonen
der Keimlinge homogenisiert und in mehreren Stufen zentrifugiert. Nach
einer fraktionierten Ammoniumsulfatfillung und mehreren Chromato-
graphieschritten, wurde eine aktive Enzymfraktion erhalten.
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