Biokonversion von Fetten und Olen

Literatur

/1/  E.Blée, F. Schuber: Stereocontrolled hydrolysis of the linoleic acid monoepoxide
regioisomers catalyzed by soybean epoxide hydrolase. Eur. J. Biochem. 230,
229-234 (1995)

/2/  A.Stark, H. Houshmand, M. Sandberg, ]. Meijer: Characterization of the activity
of fattyacid epoxide hydrolase in seeds of castor bean (Ricinus communis L.).
Planta 197, 84-88 (1995)

/3/  E.Pinot, H. Bosch, J.-P. Salaiin, F. Durst, C. Mioskowski, B. D. Hammock: Epo-
xide hydrolase activities in the microsomes and the soluble fraction from Vicia
sativa seedlings. Plant Physiol. Biochem. 35, 103-110 (1997)

/4/  E.Blée, F. Schuber: Occurence of fatty acid epoxide hydrolases in soybean (Gly-
cine max) Purification and characterization of the soluble form. Biochem. J. 282,
711-714 (1992)

Anschrift der Autoren:

Prof. Dr.-S. Warwel, Dr. L. Heiss

Bundesanstalt fiir Getreide-, Kartoffel- und Fettforschung

Institut fiir Biochemie und Technologie der Fette, H. P. Kaufmann-Institut
Piusallee 68, 48147 Miinster

208

Zur Kinetik der chemo-enzymatischen Epoxidation ungesittigter Fettsiuren

Zur Kinetik der chemo-enzymatischen Epoxi-
dation ungesdattigter FettsGuren

M. Wiebe, 1. Hilker, H.-]. Warnecke V), J. Priif3 2)

M. Riisch gen. Klaas, B. Wiege, S. Warwel 3)

1)FB 13 Technische Chemie und Chemische Verfahrenstechnik
Universitit-Gesamthochschule Paderborn

2)Institut fiir Analysis
Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg

3)Bundesanstalt fiir Getreide-, Kartoffel- und Fettforschung
Institut fiir Biochemie und Technologie der Fette, Miinster

1 Problemstellung

Fir den Einsatz in der chemischen Industrie miissen nachwachsende
Rohstoffe modifiziert werden. Bei Fetten und Olen bieten sich neben der
Carboxylgruppe die C=C-Doppelbindungen an, die in einer Prilescha-
jew-Reaktion epoxidiert werden kénnen. Als Sauerstoffiibertrager wird
allgemein eine organische Persdure, meist Peressigsdaure eingesetzt.

Eine Alternative stellt die chemo-enzymatische Epoxidation direkt
mit Wasserstoffperoxid und einer immobilisierten Lipase der Candida
antarctica dar, wobei als epoxidierende Komponente die durch Enzymre-
aktion gewonnene Perfettsaure fungiert [1, 2].

Fiir dieses komplexe Reaktionssystem liegen bislang nur wenige reak-
tionstechnische Daten vor. Zur Aufschliisselung der Kinetik miissen die
aufeinander folgenden Reaktionen getrennt untersucht werden. Der Ein-
satz einer gesittigten Fettsdure wie Stearinsaure (18:0) ermdglicht die Be-
obachtung der Enzymreaktion, wobei die so gewonnene stabile Perstea-
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rinsdure in einer Prileshajev-Reaktion mit Olsdure (18:1) umgesetzt
werden kann.

Enzymatische Reaktion:

o] -H,0 o H.,O0 [o}
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“O-Enzym N0-0-H
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2 Experimentelles

Fur die Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeit der Enzymreaktion
wurden Umsatz-Zeit-Kurven in Abhéngigkeit der eingesetzten Fettsaure-
konzentration, der Enzymeinwaage, der Wasserstoffperoxidkonzentra-
tion und der Rithrergeschwindigkeit aufgenommen.

Die Fettsaure und das immobilisierte Enzym werden in Toluol gelost
und in einem temperierten Reaktor vorgelegt, bei konstanter Riihrerdreh-
zahl wird die entsprechende Menge Wasserstoffperoxid zugegeben. Die
Reaktion wird durch Entfernen des Enzyms nach der vorgegebenen Re-
aktionszeit gestoppt, die Proben durch Titration analysiert. Dabei werden
der Gesamtfettsduregehalt, der Gesamtaktivsauerstoffgehalt, der Wasser-
stoffperoxidgehalt und damit indirekt der Perfettsduregehalt bestimmt.

3 Ergebnisse

Die Umsatz-Zeit-Kurven fiir verschiedene H,0O,/Fettsdure-Verhéltnisse
sind in Abbildung 1 dargestellt.

Hohere H,O,-Gehalte bewirken einen hoheren Umsatz. Diese Steige-
rung ist aber dadurch begrenzt, daf§ gleichzeitig eine Zunahme der wig-
rigen Phase erfolgt, was die Riickreaktion der enzymatischen Reaktion
verstarkt.
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Abbildung 1:  Vergleich verschiedener Wasserstoffperoxid/Fettsiure-Verhilt-
nisse

Sowohl die Erhéhung der Enzymkonzentration als auch der Fettsaure-
konzentration steigern die Reaktionsgeschwindigkeit.

Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten fiir die Enzymreaktion
werden auf der Basis des Michaelis-Menten-Ansatzes fiir reversible Reak-
tionen durch Regressionsrechnung ermittelt. Abbildung 2 zeigt die gute
Ubereinstimmung zwischen experimentellen und mit Hilfe der so be-
stimmten Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten —berechneten Um-
satz-Zeit-Kurven-verlaufen exemplarisch fiir zwei MefSreihen.

Bei allen Versuchen wird nach einer Reaktionszeit von 6 Stunden ein
Umsatz von etwa 60 % erreicht, wobei Fettsdure- und Enzymkonzentra-
tion die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion merklich beeinflussen,
wie Abbildung 3 zeigt [3].
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4 Makrokinetisches Modell

0,08 T T T T T T T
Neben dem Michaelis-Menten-Ansatz, der die makrokinetischen Vor-
génge im Reaktor in der Enzymkinetik zusammenfafit, wird ein mathe-
% 0.06 ] matisch-mechanistisches Modell entwickelt, das die Reaktionen und die
E Stofftransportphdnomene des komplexen Systems detailliert beschreibt
° (Abbildung 4).
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Abbildung 2:  Vergleich der experimentellen und berechneten Kurven fiir zwei & AV,
Enzymkonzentrationen AH,
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Abbildung 4:  Schematische Darstellung der physiko-chemischen Vorgiinge im
Reaktor

Grundlagen des mathematisch-mechanistischen Modells:
Das Reaktionssystem besteht aus drei Phasen, einer organischen Phase

© e («;\gﬁi"z’;’r‘:i‘;’s"))_‘fs:)';‘;"' i als Losemittel fiir die Fettsdure, einer wifrigen, in der organischen Phase
g ~=o- g (Stearinsaure)=0,1moll 1 dispergierten Phase, die als Reservoir des Wasserstoffperoxids dient, und
miNaygzym 4a5)=50mo 1 dem immobilisierten Enzym als feste Partikel, die in der organischen
rrtms c,(Stearinséure)=0,05mol/| | § . A . . 0
m(Novozym 435)=50mg Phase suspendiert sind. Die Enzymreaktion erfolgt am und im Partikel,
C(ﬁ:’eoﬂ;':i‘g)=1°svgsm°'” die anschliefende Prileshajev-Reaktion zur epoxidierten Fettsdure in der
m 2z =150mg : : 5 5 s
,,,,,,, c,(Stearinsaure)=0,075moll | organischen Phase. Dabei findet ein Stofftransport der Reaktanden aus

m(Novozym 435)=100mg

der organischen Phase durch den laminaren Grenzfilm an das Enzym

statt. Die dort gebildete Perfettsaure gelangt durch den Grenzfilm zuriick

in die organische Phase und {ibertragt ein Sauerstoffatom auf die Doppel-

bindung einer ungesittigten Fettsaure. Diese epoxidierte Fettsaure kann

Abbildung 3:  Anfangsgeschwindigkeiten der Enzymreaktion fiir verschie- analog der ungesittigten Fettsdure am Enzym zur sauerstoffiibertragen-
dene Fettsiure- und Enzymkonzentrationen
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den Perfettsdure reagieren und dann in der organischen Phase eine wei-
tere ungesattigte Fettsdure in eine epoxidierte Fettsaure tiberfiithren.

Die organische Phase ist mit Wasserstoffperoxid gesittigt, das densel-
ben Weg zum Enzym zuriicklegt und dort abreagiert. Es wird angenom-
men, dafl sich das Verteilungsgleichgewicht des Wasserstoffperoxids
zwischen dem organischen Losemittel und den Wassertropfen unendlich
schnell einstellt.

Der Konzentrationsverlauf in den Phasen ist in Abbildung 5 schema-
tisch am Beispiel der Fettsdure dargestellt.

c(DB)

N,
>

0 R R+8 r

Abbildung 5:  Verlauf der Fettsiurekonzentration in den drei Phasen

Das mathematisch-mechanistische Modell enthilt somit Diffusions- und
Verteilungskoeffizienten fiir die einzelnen Reaktanden, sowie Reaktions-
geschwindigkeiten fiir die Enzym- und die Prileshajev-Reaktionen.

Durch Ausschaltung der Kinetikterme, die die in der organischen L§-
sung stattfindenden Reaktionen beschreiben, kann das Modell auch fiir
die hier untersuchte Teilkinetik eingesetzt werden.
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Die zugrunde liegenden Massenbilanzen und Randbedingungen fiir die
Fettsdure lauten:
Partikelbilanz fiir 0 <r <R

2
d.c, = D,.”[afc,. +—8,ci:|+ P
r

Randbedingungen:
¢ (0, r) =)
9.¢,(1,0)=0,:>0

Diffusionsfilmbilanz fiir R < r (R+d)

2
de =07 l:&fci +—-8,c,.:l
r

Randbedingungen:
c,(0,r)=¢c"
¢.(t,R)= He,(t,R+),t >0
D79,c(t,R-)=DF,c(t,R+)
Bulkbilanz fiir r > (R+d)
Vd,c, = —ADFd,c,(t,R+8)+T,

Randbedingungen:
c; (O, r) =c°
eltr)=e(t)

Durch Anpassung des Modells an experimentelle Ergebnisse kann neben
den kinetischen Parametern auch der Einfluf des Stofftransports ermittelt
werden. Mit Hilfe dieser Daten wird neben der Aufklarung der makro-ki-
netischen Mechanismen eine Verfahrensoptimierung beziiglich der
Raum-Zeit-Ausbeute angestrebt.
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Symbole und Abkiirzungen

a [m1] spezifische Oberfliche

c [mol/m3] Konzentration

d [m] Grenzschichtdicke

D [m2/min] Diffusionskoeffizient
AHy [J/mol] Reaktionsenthalpie

H [-] Verteilungskoeffizient

I3 [m/min] Stoffiibergangskoeffizient
k [m3/mol min] Reaktionsgeschwindigkeitskonstante
R [m] Partikelradius

¥ [m] Radius

r [mol/min m3] Reaktionsgeschwindigkeit
t [min] Zeit

\Y% [m3] Volumen

Indizes

F Film

ij Laufzahl Reaktanden bzw. Reaktionen

L lipoide Phase

P Partikelphase

w Wairme-

w wifirige Phase

0 Anfang
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