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Verfaliren zur chemo-enzymatischen Herstellung von Fettsdureestern

Gebiet der Erfindung

Die vorliegende Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der Biotechnologie und beschreibt
ein Verfahren zur chemo-enzymatisch katalysierten Herstellung von Fettsdureestern deren
Alkoholkomponenten aliphatische Alkohole darstellen mit einem Siedepunkt zwischen 60
und 120 °C.

Stand der Technik

In der chemischen und biochemischen Synthese werden vermehrt Enzyme als Katalysatoren
eingesetzt. So werden in vielen Fillen aufgrund der oft milderen Reaktionsbedingungen be-
reits in grofitechnischen Verfahren Esterasen, speziell Lipasen (EC 3.1.1.3) zur Fettspaltung,
Veresterung und Umesterung eingesetzt. :

‘Diese Enzyme werden von unterschiedlichen Mikroorganismen produziert. Zur Isolierung der

Enzyme folgt nach der Fermentation der Mikroorganismen ein aufwendiges Reinigungsver-
fahren.

Der Effektivitit dieser Katalysatoren stehen oftmals die hohen Kosten der Produktion und der
Isolierung gegeniiber, so dass Forschungsgruppen immer wieder bestrebt sind die Ausbeuten
an Enzymen zu erhéhen oder die Produktivitéit der Enzyme zu steigern. '

Geeignete biokatalytische Verfahren zur Synthese sind beispielsweise beschrieben in K.
Drauz and H. Waldmann, Enzyme Catalysis in Organic Synthesis, WILEY-VCH , Band I bis
1M1, 2002; U.T. Bornscheuer, R.J. Kazlauskas in Hydrolases in Organic Synthesis. Die techni-
sche Umsetzung biokatalytischer Verfahren wird von A. Liese, K. Seelbach und C. Wandrey
in Industrial Biotransformations, WILEY-VCH, 2002 beschrieben. |

Enzymatisch katalysierte Veresterungen stellen demnach Stand der Technik dar. Auch der
Einsatz von immobilisierten Enzymen mit dem Hintergrund die Kosteneffizienz in einem
Verfahren zu steigemn, sind Stand der Technik.

Der Nachteil bei biokatalytischen Reaktionen liegt oft in der Verfiigbarkeit und Stabilitit der
am Prozess beteiligten Katalysatoren. Aus dem Stand der Technik sind bereits Enzyme oder
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Mikroorganismen bekannt, die durch Immobilisierung beispielsweise durch Mikroeinkapse-
lung stabilisiert vorliegen und mehrfach Verwendung finden kénnen.

Chemisch katalysierte Veresterungen wie z.B. die saure Katalyse ist ebenfalls Stand der Tech-
nik. In diesen Veresterungen wird ein stochiometrischer Anteil an Wasser freigesetzt, der ent-
fernt werden muss, um die Reaktion in Richtung des Esterproduktes zu treiben.

Nachteile der rein chemisch oder rein enzymatisch katalysierten Veresterung von Fettséduren
mit aliphatischen Alkoholen, deren Siedepunkt zwischen 60 und 120 °C liegt, ist die hohe
Destillatmenge, die je nach Umsatzgrad unterschiedliche Wasseranteile aufweist.

Auch bei den enzymatisch katalysierten Verfahren muss das Wasser bei hohen Umsétzen aus
dem Reaktionsgemisch, meist unter Vakuum und héheren Temperaturen entfernt werden, was
zu Enzymdesaktivierung fithren kann.

Insbesondere Alkohole, die einen Siedepunkt unterhalb dem vom Wasser besitzen oder mit
Wasser ein niedrigsiedendes Azeotrop bilden (wie z.B. Ethanol), sind nur schwierig aufzuar-
beiten. Hier miissen komplizierte Verfahren wie Membrantrennung, Molekularsiebtrocknung
oder Azeotropdestillation unter Verwendung von Schleppmitteln eingesetzt werden, was zu
hohen Prozesskosten fiihrt. ' |

Wird nur das rein chemisch katalysierte Verfahren eingesetzt, resultieren zudem lange Reak-
torbelegungszeiten. Durch die hohe thermische Belastung, verschlechtert sich die Farbzahl des
Produktes erheblich im Vergleich zu enzymatisch katalysierten Veresterungen.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung hat somit darin bestanden, ein Verfahren zur Verfii-
gung zustellen, bei dem Fettsduren mit aliphatischen Alkoholen, deren Siedepunkt zwischen
60 und 120 °C liegt, verestert werden, ohne das eine aufwendige Trocknung der Alkoholkom-
ponente durchgefiihrt werden muss. Auflerdem soll das Verfahren kosteneffizient und recy-
lingfihig sein. Die Enzyme sollen nur geringfiigig in ihrer Stabilitit beeintrichtigt werden.

Beschreibung der Erfindung

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von Fettsdureestern, bei dem man

(a) Fettsduren in Gegenwart von Esterasen mit wasserhaltigen aliphatischen Alkoholen
mit einem Siedepunkt zwischen 60 und 120°C behandelt und dabei ein Vorvereste-
rungsprodukt herstellt,

(b) aus dem Vorveresterungsprodukt Wasser und den nicht umgesetzten Alkohol ab-
trennt,

(c) das Vorveresterungsprodukt unter erneuter Zugabe des gleichen aliphatischen Alko-
hols wie unter Schritt (a) einer zweiten Veresterung unterwirft, die chemisch kataly-
siert wird, und
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(d) den abgetrennten wasserhaltigen Alkohol aus Schritt (c) zur enzymatischen Vorve-

resterung in Stufe (a) erneut einsetzt.

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird gegebenenfalls wihrend der Vorveresterungsstufe (a)

Wasser per Phasenseparation abgetrennt.

Uberraschenderweise wurde gefunden, dass mit Hilfe des erfindungsgemiBen Verfahrens kei-
ne Aufarbeitung des anfallenden wissrigen Anteils an aliphatischem Alkohol mit einem Sie-
depunkt zwischen 60 und 120°C, welcher mit Wasser ein niedrigsiedendes Azeotrop bildet,
notwendig ist. Der wissrige Alkohol, der in der chemischen Veresterung resultiert, kann prob-
lemlos in der enzymatischen Vorveresterung eingesetzt werden, da die Enzyme eine Vereste-
rung bei niedriger Temperatur bis in das Reaktionsgleichgewicht katalysieren, dass weit auf
Seite der Ester liegt. Da die Reaktion bei niedrigen Temperaturen durchgefiihrt wird, fallt kein
Destillat an. Nach Beendigung der Vorreaktion wird das Wasser und verbleibender Alkohol
abgetrennt und entsorgt. Da die Reaktion weit in Richtung Estersynthese abléuft, ist der Ver-
lust an niedrigsiedendem Alkohol gering. Die Reaktion kann durch Zugabe inerter Losungs-
mittel wie z.B. Hexan, Isooktan oder n-Oktan weiter in Richtung Ester verschoben werden, so
dass der Verlust an niedrigsiedendem Alkohol so noch geringer gehalten werden kann. Eine
an die Reaktion gekoppelte komplizierte und energieintensive Aufarbeitung des wissrigen
Alkohols ist mit dieser Reaktion nicht mehr nétig. Diese Einsparung stellt einen wirtschaftli-
chen und 6kologischen Vorteil dar. Demnach wird in einer bevorzugten Ausfithrungsform des
erfindungsgeméfBen Verfahrens der enzymatischen Reaktion ein inertes organisches Losungs-

mittel beigemischt.

Vorteil des erfindungsgemiBen Verfahrens ist, dass es sich um ein chemo-enzymatisches Ver-
fahren handelt. In einer ersten Stufe wird die Fettsiure mit einem aliphatsichen Alko-
hol/Wasser Gemisch zu einem Teilumsatz verestert. Nach Beendigung der Reaktion kann das
meiste Reaktionswasser per Phasenseparation vom Produktgemisch abgetrennt werden. Das
gelingt bei milden Temperaturen und definierten Wasser/Alkohol/Ester Zusammensetzungen.
Verbessert wird die Wasserabscheidung, wenn man in der enzymatischen Stufe ein Losungs-
mittel z.B. n-Oktan hinzu gibt. Nach Beendigung der enzymatischen Stufe wird das Losungs-
mittel, nicht reagierter Alkohol und nicht abgeschiedenes Wasser abdestilliert. Das verblei-
bende, teilumgesetze Material wird anschlieBend einer zweiten Veresterungsstufe zugefiihrt.
Diese Stufe wird z.B. sauer oder Zinnsalz katalysiert durchgefiihrt. Hierbei wird bis zu 99 —
99,7 % Umsatz verestert. Das anfallende Alkohol/Reaktionswasser Destillat wird gesammelt
und vollstéindig in der ersten, enzymatisch katalysierten Vorveresterungsstufe eingesetzt.
Durch die Kombination beider Verfahren und der Wasserabscheidung durch Separation in der
enzymatisch katalysierten Stufe handelt es sich um ein duBerst synergistisches Verfahren.

3
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Uberdies muss betont werden, dass gemiB der erfindungsgeméBen Umsetzung unter nur ge-
ringer Variation der Bedingungen eine sehr breite Palette verschiedenster Produkte in besseren
Ausbeuten unter schonenderen Bedingungen hergestellt werden kann, als dies gemaB den aus
dem Stand der Technik bekannten Verfahren méglich ist.

Ein Teil der Bedingungen fiir die enzymatische Vorveresterung geméif3 Schritt (a) lassen sich
wie folgt auflisten:

e FEinsatz eines Alkohol/Wasser-Gemisches von 0,1 bis 50 % Wasseranteil wobei der
reine Alkohol einen Siedepunkt zwischen 60 und 120°C hat. '

e Gegebenenfalls der Einsatz eines inerten Losungsmittels wie beispielsweise n-Oktan
zur besseren Wasserabscheidung im Schritt (b) und zur Temperaturerniedrigung der
enzymatischen Katalyse

e 1 bis 5-fach molarer Uberschuss an aliphatischem Alkohol mit einem Siedepunkt zwi-
schen 60 und 120 °C wobei ein 1,1-facher Uberschuss bevorzugt ist.

e Temperatur zwischen 20 und 70 °C

e Bevorzugt Normaldruck

Alle weiteren Bedingungen und insbesondere die bevorzugten Bedingungen werden an ande-
rer Stelle in der Beschreibung beschrieben. _

Bei der Vorveresterung werden Endumsitze zwischen 50 und 85 % erreicht, je nach Reakti-
onsdauer. Diese betréigt je nach Trigermaterial, Anfangswassermenge und verwendete Fett-
sdure fiir 80 % Umsatz 8 bis 16 Stunden.

Ein Teil der Bedingungen fiir die Nachveresterung unter chemisch katalysierten Bedingungen
lassen sich wie folgt auflisten: :
e Einsatz von aliphatischem Alkohol mit mindestens 95% Alkohol-Anteil
e Einsatz des Fettsdure/Fettsdureester/Alkohol-Gemisches aus der Vorveresterung wobei
das gegebenenfalls zugegebene Losungsmittel und das Azeoptrop aus Wasser und a-
liphatischem Alkohol vorher abdestilliert wird
¢ 1 bis 4-fach molarer Uberschuss an aliphatischem Alkohol mit einem Siedepunkt zwi-
schen 60 und 120 °C wobei ein 1-facher Uberschuss bevorzugt ist. A
e Temperatur zwischen 150 und 250 °C
e Der Druck soll iiber eine Druckrampe von 5 bar zu Beginn der Reaktion bis auf 1 bar
gefahren werden. Gegen Ende der Reaktion wird Vakuum angelegt, um das Produkt-
gemisch vom nicht umgesetzten aliphatischen Alkohol zu trennen.
e Als Katalysatoren kommen alle Veresterungskatalysatoren in Betracht, bevorzugt wer-
den Zinn-2-§/erbindungen, Zinkverbindungen, Schwefelsiure, Para-Toluolsulfonsiure

oder Saure Ionenaustauscher eingesetzt.
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e Die Reaktionsdauer fiir die chemisch katalysierte Reaktion betrdgt nur noch 10 bis 12
Stunden und ist damit im Vergleich zur rein chemisch katalysierten Reaktion ohne en-

zymatische Vorveresterung um mindestens 50 % reduziert.

Im Sinne des erfindungsgeméaBen Verfahrens werden als Fettsduren Carbonsduren der allge-
meinen Formel R-COOH eingesetzt, wobei R ein gerad- oder verzweigtkettiger gegebenen-
falls hydroxysubstituierter Alkyl- oder Alkenylrest mit 6 bis 32 C-Atomen darstellt, der bis zu
6 konjugierte oder nicht konjugierte Doppelbindungen enthiilt.

In einer besonderen Ausfiihrungsform des erfindungsgemiBen Verfahrens werden als Fettsau-
ren Di- und/oder Polycarbonsduren eingesetzt mit gerad- oder verzweigten, gegebenenfalls
hydroxysubstituierten Alkyl- oder Alkenylketten mit 2 bis 32 C-Atomen.

Im Sinne des erfindungsgeméBen Verfahrens sind die Fettsiuren ausgewahlt aus der Gruppe,
die gebildet wird von Capronsiure, Onanthsiure, Caprylsiure, Pelargonsiure, Caprinsiure,
Laurinsdure, Lauroleinsdure, Myristinsdure, Myristoleinsdure, Palmitinsdure, Palmitoleinsiu-
re, Stearinsdure, Petroselinsdure, Petroselaidinsdure, Olsdure, Elaidinsdure, Ricinolsdure, Li-
nolséure, Linolaidinsdure, Linolensiure, Eldostearinsiure, Arachinsdure, Gadoleinsdure, Ara-
chidonsdure, Behensidure, Erucasidure, Brassidinsdure, Clupanodonsiure, Lignocerinsiure,

‘Cerotinsdure, Melissinsdure Eicosapentaensiure, Docosahexaenséure, konjugierte Linolsdure,

Isostearinsduren, 2-Ethylhexansiure. Insbesondere bevorzugt fiir das erfindungsgemiBe Ver-
fahren sind Myristinsiure, Olsiure, Laurinsiure und Palmitinsiure.

Vorzugsweise weicht das im erfindungsgeméBen Verfahren eingesetzte Molverhiltnis zwi-
schen der Fettsdure und dem aliphatischem Alkohol nur méglichst gering von 1 ab und liegt
insbesondere im Bereich von 0,8 bis 1,2, da dann die héchsten Ausbeuten an gewiinschtem
Produkt auftreten.

Als aliphatische Alkohole, die wihrend der Vor- und der Nachveresterung zugemischt wer-
den, kommen grundsitzlich solche in Frage, die einen Siedepunkt zwischen 60 und 120 °C
aufweisen, also beispielsweise Alkohole mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen wie Methanol (Siede-
punkt 64°C), Ethanol (Siedepunkt 78 °C), Propanol (Siedepunkt 97 °C), Isopropylalkohol
(Siedepunkt 82 °C) sowie 1-Butanol (Siedepunkt 118 °C), Isobutylalkohol (Siedepunkt 108
°C), sec- Butylalkohol (Siedepunkt 99 °C) und tert. Butylalkohol (Siedepunkt 83 °C). Insbe-

“sondere bevorzugt fiir das erfindungsgemife Verfahren sind Alkohole deren Siedepunkt zwi-

schen 60 und 100 °C liegen und besonders bevorzugt ist Isopropylalkohol.
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Unter den erfindungsgemi verwendeten Enzymen werden vorzugsweise Enzyme aus der
Gruppe der Esterasen und speziell der Lipasen eingesetzt die entweder allein oder in Kombi-
nation mit mehreren Enzymen eingesetzt werden kdnnen.

Bevorzugt im Sinne der Erfindung sind Esterasen aus Organismen, die ausgewihlt sind aus
der Gruppe, die gebildet wird von Thermomyces lanugenosus, Candida antarctica A, Candida
antarctica B, Rhizomucor miehei, Candida cylindracea, Rhizopus javanicus, Porcine panc-
reas, Aspergillus niger, Candida rugosa, Mucor javanicus, Pseudomonas fluorescens, Rhizo-
pus oryzae, Pseudomonas sp., Chromobacterium viscosum, Fusarium oxysporum und Penici-
lium camenberti. Besonders bevorzugt als Enzyme im Sinne der Biokatalysatoren sind Lipa-
sen aus den genannten Organismen. Insbesondere die Lipase aus Candida antarctica B.

Die erfindungsgemiB einzusetzenden Enzyme kénnen in unterschiedlichen Formen eingesetzt
werden. Prinzipiell sind alle dem Fachmann gebriduchlichen Darreichungsformen von Enzy-
men anwendbar. Vorzugsweise werden die Enzyme in reiner Form oder als technisches En-
zympriparat entweder immobilisiert auf Trigermaterial und/oder in Lésung, insbesondere in
wiissriger Losung eingesetzt und in sogenannten "repeated batches" wiederverwendet. Insbe-
sondere bevorzugt sind immobilisierte Enzyme auf hydrophoben Trégern adsorbiert wie bei-
spielsweise Polystyrene, Polyacrylamid oder Polypropylentréger.

Besonders bevorzugt wird die Esterase und speziell die Lipase in einer stabilisierten Form
eingesetzt, die durch chemische Modifikation mit Quervernetzungsreagentien insbesondere
Glutaraldehyd oder durch chemische Oberflichenmodifizierung z.B. mit Oktanal erhalten
wird. |

Die erfindungsgemifilen Reaktionsbedingungen der biokatalytischen Reaktion richten sich
nach dem optimalen Reaktionsbereich der ausgewihlten Enzyme. Im Besonderen handelt es
sich um Bedingungen bei denen unter anderem die Reaktionstemperatur zwischen 20 und
70 °C, bevorzugt eine Temperatur zwischen 35 und 55 °C, insbesondere eine Temperatur zwi-
schen 43 und 45 °C gewihlt wird. '
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Beispiele

Beispiel 1: Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,:

Versuchsapparatur: Doppelmantel 4-Hals Rundkolben mit Riihrer, Innenthermometer,
Heizkryostaten, Bodenablaf3ventil.

Zu 10 g immobilisiertem Enzym auf Polypropylen Pellets MP-100 (Candida antarctica B Li-
pase, Novozymes auf Polypropylentriiger adsorbiert, Enzymbeladung 200 mg techn. Fliissig-
préparation pro g Triger) werden 125 g (0,548 mol) Myristinsiure, 62,5 g (1,04 mol) Isopro-
pylalkohol und 6,25 g VE-Wasser gegeben und bei 43 °C geriihrt. Nach 24 h erhilt man einen
Umsatz von 55 %. Ab ca. 40 % Umsatz beginnt sich eine schwerere Wasserphase mit maxi-
mal 30 % Isopropylalkohol abzuscheiden. Diese wird vom Produktgemisch abgetrennt, so daf3
die Reaktion wieder begonnen werden kann. Nach weiteren 24 h erhélt man einen Endumsatz
von 70 %. Dabei hat sich nach 57 % Umsatz eine weitere Wasserphase gebildet. Untersu-
chungen zur Zusammensetzung der Wasserphase zeigen typischerweise einen maximalen I-
sopropylalkoholgehalt von 10 %, wenn kein Losungsvermittler eingesetzt wird.

Beispiel 2: Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,

Versuchsapparatur: Doppelmantel4-Hals Rundkolben mit Riihrer, Innenthermometer,
Heizkryostaten, Bodenabla3ventil

Zu 10 g immobilisiertem Enzym Polypropylen Pellets auf MP-100 (Candida antarctica B Li-
pase, Novozymes auf Polypropylentriiger adsorbiert, Enzymbeladung 200 mg techn. Fliissig-
priparation pro g Triger) werden 125 g (0,548 mol) Myristinsdure, 62,5 g (1,04 mol) Isopro-
pylalkohol und 11 g VE-Wasser gegeben und bei 43 °C geriihrt. Nach 24 h erhélt man einen
Umsatz von 55 %. Ab ca. 40 % Umsatz beginnt sich eine schwerere Wasserphase mit maxi-
mal 30 % Isopropylalkohol abzuscheiden. Diese wird vom Produktgemisch abgetrennt, so daf
die Reaktion wieder begonnen werden kann. Nach weiteren 24 h erhélt man einen Endumsatz
von 70 %. Dabei hat sich nach 57 % Umsatz eine weitere Wasserphase gebildet. Untersu-
chungen zur Zusammensetzung der Wasserphase zeigen typischerweise einen maximalen I-
sopropylalkoholgehalt von 10 %, wenn kein Losungsvermittler eingesetzt wird.

Beispiel 3:Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,

Versuchsapparatur: Doppelmantel4-Hals Rundkolben mit Riihrer, Innenthermometer,
Heizkryostaten, BodenablaBventil. '

Zu 10 g immobilisiertem Enzym auf Polypropylen Pellets MP-100 (Candida antarctica B Li-
pase, Novozymes auf Polypropylentriger adsorbiert, Enzymbeladung 200 mg techn. Fliissig-
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préparation pro g Triger) werden 125 g (0,548 mol) Myristinsdure, 62,5 g (1,04 mol) Isopro-
pylalkohol und 11 g VE-Wasser gegeben und bei 53 °C geriihrt. Nach 24 h erhilt man einen
Umsatz von 55 %. Ab ca. 40 % Umsatz beginnt sich eine schwerere Wasserphase mit maxi-
mal 30 % Isopropylalkohol abzuscheiden. Diese wird vom Produktgemisch abgetrennt, so daf3
die Reaktion wieder begonnen werden kann. Nach weiteren 24 h erhilt man einen Endumsatz
von 70 %. Dabei hat sich nach 57 % Umsatz eine weitere Wasserphase gebildet. Untersu-
chungen zur Zusammensetzung der Wasserphase zeigen typischerweise einen maximalen I-
sopropylalkoholgehalt von 10 %, wenn kein Losungsvermittler eingesetzt wird.

Beispiel 4: Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,

Versuchsapparatur: Doppelmantel 4-Hals Rundkolben mit Riihrer, Innenthermometer,
Heizkryostaten, BodenablaB3ventil

Zu 10 g immobilisiertem Enzym auf Polypropylen Pulver MP-1000 (Candida antarctica B
Lipase, Novozymes auf Polypropylentriger adsorbiert, Enzymbeladung 500 mg techn. Fliis-
sigpréparation pro g Triger) werden 125 g (0,548 mol) Myristinsdure, 62,5 g (1,04 mol) I-
sopropylalkohol und 3,25 g VE-Wasser gegeben und bei 60 °C geriihrt. Nach 8 h erhélt man
einen Umsatz von 70 %. Ab ca. 60 % Umsatz beginnt sich eine schwerere Wasserphase mit
maximal 30 % Isopropylalkohol abzuscheiden. Diese wird vom Produktgemisch abgetrennt,
so dass die Reaktion wieder gestartet werden kann. Nach weiteren 4 h erhélt man einen End-
umsatz von 83 %. Es hat sich eine weitere Wasserphase gebildet. Untersuchungen zur Zu-
sammensetzung der Wasserphase zeigen typischerweise einen maximalen Isopropylalkohol-
gehalt von 10 %, wenn kein Losungsvermittler eingesetzt wird. |

Beispiel 5: Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,

Versuchsapparatur: Doppelmantel 4-Hals Rundkolben mit Riihrer, Innenthermometer,
Heizkryostaten, BodenablaBventil

Zu 10 g immobilisiertem Enzym auf Polypropylen Pulver auf MP-1000 (Candida antarctica B
Lipase, Novozymes auf Polypropylentridger adsorbiert, Enzymbeladung 500 mg techn. Fliis-
sigprdparation pro g Triger) werden 125 g (0,548 mol) Myristinsédure, 62,5 g (1,04 mol) I-
sopropylalkohol und 11 g VE-Wasser gegeben und bei 43 °C geriihrt. Nach 8 h erhélt man
einen Umsatz von 70 %. Ab ca. 60 % Umsatz beginnt sich eine schwerere Wasserphase mit
maximal 30 % Isopropylalkohol abzuscheiden. Diese wird vom Produktgemisch abgetrennt,
so dass die Reaktion wieder gestartet werden kann. Nach weiteren 4 h erhélt man einen End-

- umsatz von 83 %. Es hat sich eine weitere Wasserphase gebildet. Untersuchungen zur Zu-

sammensetzung der Wasserphase zeigen typischerweise einen maximalen Isopropylalkohol-
gehalt von 10 %, wenn kein Lésungsvermittler eingesetzt wird.
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Beispiel 6: Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,

Zu 2 g immobilisiertem Enzym auf Polypropylen Pulver-(Candida antarctica B Lipase, Novo-
zymes auf Polypropylentriiger adsorbiert, Enzymbeladung 500 mg techn. Fliissigpréparation
pro g Trager, nach Standardmethoden mit Glutaraldehyd quervernetzt) werden 7,5 g (32,9
mmol) Myristinsdure, 2,5 g (41,7 mmol) Isopropylalkohol und 0,2 g VE-Wasser und 10 g
Oktan gegeben. Die Mischung wird bei 45 °C in einem verschlossenen Erlenmeyerkolben auf
einem Schiittler inkubiert. Nach 4 h und 24 h wird eine Probe entnommen und der Umsatz
wird iiber Sdurezahlmessung bestimmt. Nach Beendigung der Reaktion wird das Enzymim-
mobilisat abfiltriert und in einem neuen Ansatz unter identischen Bedingungen wieder einge-
setzt. In dieser Form wird der Versuch iiber einen Zeitraum von 35 Tagen durchgefiihrt.

Tabelle 1: Aktivitdtsbestimmung des Enzymimmobilisats

Reaktion Umsatz [%] Umsatz [%] Reaktion Umsatz [%] Umsatz [%]
(Tage) - (nach 4 h) nach 24 h) (Tage) (nach 4 h) nach 24 h)
1 - 79,2 - 17 81,2 82,1

2 - 77,1 18 81,3 85,7

3 - 76,6 24 77,6 79,6

8 80,4 81,0 28 80,0 81,2

9 82,7 84,7 29 81,3 82,1

10 82,4 81,2 30 78,6 81,7

11 81,6 82,9 | 31 79,8 82,7

14 82,7 80,2 32 80,0 84,6

15 81,9 82,4 35 83,6

16 80,6 82,8

Uber einen Zeitraum von 35 Tagen ist kein Aktivititsverlust des Enzymimmobilisats zu beo-
bachten. Ohne Entfernung eines Reaktionsproduktes wird ein Umsatz von etwa 80 % erreicht.
In jedem Ansatz scheidet sich eine Wasserphase ab, die scharf von der organischen Phase ab-
gegrenzt ist. Untersuchungen zur Zusammensetzung der Wasserphase zeigen typischerweise
einen maximalen Isopropylalkoholgehalt von 3 — 5 %, wenn ein Losungsvermittler eingesetzt

wird.
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Beispiel 7: Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,

Zu 2 g immobilisiertem Enzym (Immobilisat aus Beispiel 6 weiterverwendet) werden 11,25 g
(49,3 mmol) Myristinsdure, 3,75 g (62,5 mmol) Isopropylalkohol und 0,2 g VE-Wasser und 5
g Oktan gegeben. Die Mischung wird bei 45 °C in einem verschlossenen Erlenmeyerkolben
auf einem Schiittler inkubiert. Nach 4 h und 24 h wird eine Probe entnommen und der Umsatz
wird iiber Sdurezahlmessung bestimmt. Nach Beendigung der Reaktion wird das Enzymim-
mobilisat abfiltriert und in einem neuen Ansatz unter identischen Bedingungen wieder einge-
setzt. In dieser Form wird der Versuch iiber einen Zeitraum von 115 Tagen durchgefiihrt.

Tabelle 2: Aktivititsbestimmung des Enzymimmobilisats — 2. Test

Reaktion Umsatz [%] Umsatz [%] Reaktion Umsatz [%] Umsatz [%]
(Tage) (nach 4 h) (nach 24 h) (Tage) (nach 4 h) (nach 24 h)
1 - 80,8 49 50,6 80,0
2 69,6 79,2 50 52,6 79,2
3 67,9 80,3 51 50,2 79,9
4 67,2 78,1 52 52,4 80,0
6 68,6 78,8 53 50,5 79,8
7 66,4 74,5 56 53,3 79,5
9 68,5 78,9 57 49,0 79,6
10 69,1 78,7 65 48,5 79,1
11 68,5 78,7 66 50,8 80,2
14 66,6 79,9 67 49,6 79,3
15 666 7199 70 47,2 79,4
16 67,3 80,1 71 484 79,4
17 66,1 79,1 72 44,7 78,9
21 65,0 79,1 74 453 79,0
22 652 79,5 78 48,7 79,2
23 63,9 79,4 85 42,0 79,0
24 64,6 79,2 86 41,3 79,3
25 62,9 79,4 87 38,6 79,1
28 63,5 79,9 91 44,1 79,6
29 62,0 79,9 92 - 41,5 79,4
30 60,2 79,5 93 40,9 78,9
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31 61,9 78,6 94 39,2 78,9
32 61,3 76,5 95 41,1 79,7
36 57,4 79,5 98 38,3 79,9
37 60,5 81,2 | 99 38,2 78,7
43 49,8 79,2 100 38,1 78,8
44 55,5 79,7 101 34,7 79,2
45 54,4 79,2 113 33,1 79,0
46 55,5 79,6 115 36,2 78,2

Uber einen Zeitraum von 115 Tagen ist ein Aktivititsverlust des Enzymimmobilisats von et-
wa 50 % zu beobachten, die Halbwertszeit des immobilisierten Enzyms unter den obigen Re-
aktionsbedingungen liegt bei 100 — 120 Tagen. Ohne Entfernung eines Reaktionsproduktes
wird ein Umsatz von etwa 80 % erreicht. In jedem Ansatz scheidet sich eine Wasserphase ab,
die scharf von der organischen Phase abgegrenzt ist. Untersuchungen zur Zusammensetzung
der Wasserphase zeigen typischerweise einen maximalen Isopropylalkoholgehalt von 3 — 5 %,

wenn ein Losungsvermittler eingesetzt wird. -

Beispiel 8 Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,:

Zu 2 g immobilisiertem Enzym (aus Beispiel 7, neu beladen mit Candida antarctica B Lipase,
Novozymes auf Polypropylentriger adsorbiert, Enzymbeladung 1100 mg techn. Fliissigprépa-
ration pro g Tréger, nach Standardmethoden mit Glutaraldehyd quervernetzt) werden 11,25 g
(49,3 mmol) Myristinséure, 3,75 g (62,5 mmol) Isopropylalkohol und 0,2 g VE-Wasser und 5
g Oktan gegeben. Die Mischung wird bei 45 °C in einem verschlossenen Erlenmeyerkolben
auf einem Schiittler inkubiert. Nach 4 h und 24 h wird eine Probe entnommen und der Umsatz
wird liber Sdurezahlmessung bestimmt. Nach Beendigung der Reaktion wird das Enzymim-
mobilisat abfiltriert und in einem neuen Ansatz unter identischen Bedingungen wieder einge-
setzt. In dieser Form wird der Versuch iiber einen Zeitraum von 68 Tagen durchgefiihrt.

11
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Tabelle 3: Aktivititsbestimmung des Enzymimmobilisats — 3. Test

-Reaktion Umsatz [%] Umsatz [%] Reaktion Umsatz [%] Umsatz [%]
(Tage) (nach 4 h) nach 24 h) (Tage) (nach 4 h) nach 24 h)
1 .79,5 80,7 44 80,0 79,8
2 78,0 79,4 45 80,5 79,9
3 79,1 82,9 46 79,6 79,6
4 78,5 79,9 64 79,7 80,1
5 79,2 79,9 65 80,4 80,1
8 78,7 79,6 67 79,5 80,4
9 78,5 79,8 68 79,9 -

43 80,0 80,0

Uber einen Zeitraum von 68 Tagen ist kein Aktivititsverlust des Enzymimmobilisats zu beo-
bachten. Ohne Entfernung eines Reaktionsproduktes wird ein Umsatz von etwa 80 % erreicht.
In jedem Ansatz scheidet sich eine Wasserphase ab, die scharf von der organischen Phase ab-
gegrenzt ist. Untersuchungen zur Zusammensetzung der Wasserphase zeigen typischerweise
einen maximalen Isopropylalkoholgehalt von 3 — 5 %, wenn ein Losungsvermittler eingesetzt

wird,

Beispiel 9: Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,

Zu 5 g immobilisiertem Enzym auf Polypropylen Pulver(Candida antarctica B Lipase, Novo-
zymes auf Polypropylentréger adsorbiert, Enzymbeladung 500 mg techn. Fliissigprdparation
pro g Trédger) werden 37,5 g (164,5 mmol) Myristinsgure, 10,5 g (175,0 mmol) Isopropylal-
kohol und 2,0 g VE-Wasser und 50 g Hexan gegeben. Die Mischung wird bei 35 °C in einem
verschlossenen Erlenmeyerkolben auf einem Schiittler inkubiert. Nach 5 h und 22 h wird eine
Probe entnommen und der Umsatz wird iiber Sdurezahlmessung bestimmt. Nach Beendigung
der Reaktion wird das Enzymimmobilisat abfiltriert und in einem neuen Ansatz unter identi-
schen Bedingungen wieder eingesetzt. In dieser Form wird der Versuch iiber einen Zeitraum
von 77 Tagen durchgefiihrt.

12
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Tabelle 4: Aktivititsbestimmung des Enzymimmobilisats — 4. Test

Reaktion Umsatz [%] Umsatz [%)] Reaktion Umsatz [%] Umsatz [%]
(Tage) (nach 5 h) nach 22 h) (Tage) (nach S h) nach 22 h)
1 61,2 72,8 46 33,7 77,4
4 51,2 80,6 47 28,3 76,7
5 42,8 82,1 48 29,5 78,8
6 40,7 78,4 49 314 76,4
12 473 83,3 50 26,7 85,1
13 39,0 82,3 53 21,4 74,1
14 434 824 54 23,8 73,5
15 - 82,2 55 23,2 68.8
18 39,8 80,7 56 22,3 68,1
19 37,6 81,9 57 20,7 -

26 30,9 81,3 62 25,0 68.8
27 30,9 80,6 63 21,3 66,2
28 36,3 80,9 64 18,7 -

29 23,7 83,1 67 15,9 60,7
32 19,8 78,0 68 10,4 54,5
33 30,6 79,9 69 16,9 573
34 30,0 79,6 70 14,8 56,2
35 28,0 79.4 74 15,6 55,4
39 16,1 77,3 75 13,3 52,7
40 18,2 81,9 76 10,7 51,8
41 30,0 79,5 77 11,7 -

Eine Deaktivierung des Enzymimmobilisats ist unter obigen Bedingungen zu beobachten, die
einer Halbwertszeit des Enzyms von etwa 30 Tagen entspricht. Ohne Entfernung eines Reak-
tionsproduktes wird ein Umsatz von etwa 80 % erreicht. In jedem Ansatz scheidet sich eine
Wasserphase ab, die scharf von der organischen Phase abgegrenzt ist. Untersuchungen zur
Zusammensetzung der Wasserphase zeigen typischerweise einen maximalen Isopropylalko-
holgehalt von 3 — 5 %, wenn ein Lésungsvermittler eingesetzt wird.

13
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Beispiel 10: Veresterung mit Laurinsdure: Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,
Versuchsapparatur: Doppelmantel 4-Hals Rundkolben mit Rithrer, Innenthermometer,
Heizkryostaten, Bodenablafiventil

Zu 10 g immobilisiertem Enzym auf Polypropylen Pellets-auf MP-100 (Candida antarctica B
Lipase, Novozymes auf Polypropylentriger adsorbiert, Enzymbeladung 200 mg techn. Flis-
sigprédparation pro g Triger) werden 125 g (0,625 mol) Laurinsédure, 62,5 g (1,04 mol) Isopro-
pylalkohol und 11 g VE-Wasser gegeben und bei 43 °C geriihrt. Nach 24 h erhélt man einen
Umsatz von 55 %. Ab ca. 40 % Umsatz beginnt sich eine schwerere Wasserphase mit maxi-
mal 30 % Isopropylalkohol abzuscheiden. Diese wird vom Produktgemisch abgetrennt, so daf3
die Reaktion wieder begonnen werden kann. Nach weiteren 24 h erhilt man einen Endumsatz
von 71 %. Dabei hat sich nach 57 % Umsatz eine weitere Wasserphase gebildet.

Beispiel 11: Stufe 1, enzymatische Vorveresterungv,

Zu 3 g immobilisiertem Enzym auf Polypropylen Pulver-(Candida antarctica B Lipase, Novo-
zymes auf Polypropylentriger adsorbiert, Enzymbeladung 500 mg techn. Fliissigprdparation
pro g Tréger, nach Standardmethoden mit Glutaraldehyd quervernetzt) werden 30 g (150,0
mmol) Laurinséure, 9,9 g (165,0 mmol) Isopropylalkohol, 0,5 8 VE-Wasser und 8,5 g Oktan
gegeben. Die Mischung wird bei 45 °C in einem verschlossenen Erlenmeyerkolben auf einem
Schiittler inkubiert. Nach 5 h und 24 h wird eine Probe entnommen und der Umsatz wird iiber
Séurezahlmessung bestimmt. Nach Beendigung der Reaktion wird das Enzymimmobilisat
abfiltriert und in einem neuen Ansatz unter identischen Bedingungen wieder eingesetzt. In
dieser Form wird der Versuch iiber einen Zeitraum von 9 Tagen durchgefiihrt.

Tabelle 5: Aktivititsbestimmung des Enzymimmobilisats — 5. Test

Reaktion Umsatz [%] Umsatz [%]
(Tage) (nach 5 h) nach 24 h)
1 46,5 75,2
2 494 74,8
3 45,7 74,3
4 45,2 74,8
5 41,9 75,1
18 433 74,1
9 429 74,5
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Uber einen Zeitraum von 9 Tagen ist ein Aktivititsverlust des Enzymimmobilisats von etwa
10 % zu beobachten. Ohne Entfernung eines Reaktionsproduktes wird ein Umsatz von etwa
75 % erreicht. In jedem Ansatz scheidet sich eine Wasserphase ab, die scharf von der organi-
schen Phase abgegrenzt ist. Untersuchungen zur Zusammensetzung der Wasserphase zeigen
typischerweise einen maximalen Isopropylalkoholgehalt von 3 — 5 %, wenn ein Losungsver-

mittler eingesetzt wird.

Beispiel 12: Veresterung mit Palmitinsiure: Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,

Zu 3 g immobilisiertem Enzym auf Polypropylen Pulver-(Candida antarctica B Lipase, Novo-
zymes auf Polypropylentriger adsorbiert, Enzymbeladung 500 mg techn. Fliissigpriparation
pro g Tréger, nach Standardmethoden mit Glutaraldehyd quervernetzt) werden 30 g (117,2
mmol) Palmitinsiure, 7,7 g (128,3 mmol) Isopropylalkohol, 0,5 g VE-Wasser und 8,5 g Oktan
gegeben. Die Mischung wird bei 45 °C in einem verschlossenen Erlenmeyerkolben auf einem
Schiittler inkubiert. Nach 5 h und 24 h wird eine Probe entnommen und der Umsatz wird iiber
Séurezahlmessung bestimmt. Nach Beendigung der Reaktion wird das Enzymimmobilisat
abfiltriert und in einem neuen Ansatz unter identischen Bedingungen wieder eingesetzt. In
dieser Form wird der Versuch iiber einen Zeitraum von 9 Tagen durchgefiihrt.

Tabelle 6: Aktivitdtsbestimmung des Enzymimmobilisats — 6. Test

Reaktion Umsatz [%] Umsatz [%]
(Tage) (nach 5 h) nach 24 h)
1 46,8 78,4

2 47,8 78,3

3 49,4 77,8

4 47,1 77,9

5 47,8 77,9

8 45,2 77,4

9 48,1 77,8

Uber einen Zeitraum von 9 Tagen ist kein Aktivititsverlust des Enzymimmobilisats zu beo-
bachten. Ohne Entfernung eines Reaktionsproduktes wird ein Umsatz von etwa 78 % erreicht.
In jedem Ansatz scheidet sich eine Wasserphase ab, die scharf von der organischen Phase ab-
gegrenzt ist. Untersuchungen zur Zusammensetzung der Wasserphase zeigen typischerweise
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einen maximalen Isopropylalkoholgehalt von 3 — 5 %, wenn ein Losungsvermittler eingesetzt

wird.
Beispiel 13: Veresterung mit Olsdure: Stufe 1, enzymatische Vorveresterung,

Zu 7 g immobilisiertem Enzym auf Polypropylen Pulver{Candida antarctica B Lipase, Novo-
zymes auf Polypropylentriger adsorbiert, Enzymbeladung 500 mg techn. Fliissigprdparation
pro g Tréger, nach Standardmethoden mit Glutaraldehyd quervernetzt) werden 110,0 g (390,1
mmol) Olsgure, 26,0 g (433,3 mmol) Isopropylalkohol und 1,0 g VE-Wasser gegeben. Die
Mischung wird bei 60 °C in einem verschlossenen Erlenmeyerkolben auf einem Schiittler in-
kubiert. Der Umsatz wird iiber Sdurezahlmessung bestimmt.

Tabelle 7: Umsatzbestimmung bei der Reaktion Olsiure mit Isopropylalkohol

Zeit [h] Umsatz [%]
0,5 4,7

1 9,4

2 20,1

4 42,8

6 63,0

8 70,1

24 74,4

Beispiel 14: Stufe 2, chemisch katalysierte Umsetzung,

In den Reaktioskessel werden 100 kg vorverestertes Gemisch IPM, IPA, Oktan, Myristinsdure
dosiert. Das Gemisch wird unter Riihren und unter einem leichten Stickstoffstrom (4 /h) auf
225 °C geheizt. Dabei wird das anfallende Destillat iiber einen Dephlegmator (Tsoll = 130°C)
gesammelt und bilanziert. Das Destillat wird nach Beendigung der Reaktion in die enzymati-
sche Vorveresterung eingesetzt. |

Wenn die Temperatur erreicht ist, wird zunéchst ein Druck von 5 bar eingestéllt. Anschlie-
Bend wird der Katalysator 200 g Zinn-2-Verbindung eingezogen. Nach Katalysatoreindosie-

‘rung wird eine Druckrampe von 5 bar auf 1 bar gefahren, wobei der Druck pro Stunde um ein

bar gesenkt wird.

16
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Bei 5 bar Druck wird begonnen den Isopropylalkohol zu zudosieren. Pro Stunde werden 1,5
kg Isopropylalkohol 99,9 % zudosiert. Wihrend der Reaktion wird kontinuierlich ein Isopro-
pylalkohol/Wasser Destillat erhalten. Dieses wird iiber den Dephlegmator gefahren und nach
dem Dephlegmator totalkondensiert und aufgefangen. Mit der Druckabsenkung wird eine

Dephlegmatortemperatur-Senkung vorgenommen.

Tabelle 8: Druck und Temperatur wihrend der Reaktion

Behilter Druck Dephlegmatortemp.
5 bar 130 °C |
4 bar 122 °C

3 bar 114 °C

2 bar 102 °C

1 bar 85 °C

Der Umsatzverlauf wird per SZ bestimmt. Daher wird jede Stunde Proben zur SZ-
Bestimmung gezogen. Die Reaktion wird ca. 8 h gefahren, die Endsdurezahl sollte nach dieser
Zeit kleiner 2 sein. Dann ist die Reaktion beendet. Der iiberschiissige Isopropylalkohol wird
abdestilliert (bei 200 °C Reaktortemperatur, 100 °C Dephlegmator-Temperatur, Vakuumram-
pe von 1000 mbar auf 500 mbar innerhalb 30 min). Das gesamte gesammelte Destillat wird

aufgefangen und der enzymatischen Vor-Veresterung zugefiihrt.

Tabelle 9: Umsatzkontrolle

Reaktionszeitinh (IPA zudosiert [kg] |Umsatz [%]
1 1,5 82

2 3 185

3 4,5 87

4 6 89

5 7,5 90

6 9 92

7 10,5 96

8 12 98

9 - 13,5 99,5
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Nach Beendigung der Reaktion wird der iiberschiissige Isopropylalkohol abdestilliert (bei 200
°C Reaktortemperatur, 100 °C Dephlegmator-Temperatur, Vakuumrampe von 1000 mbar auf
500 mbar innnerhalb 30 min). Das gesamte gesammelte Destillat wird aufgefangen und der
enzymatischen Vor-Veresterung zugefiihrt. '
Eine Analyse des Destillats ergab, folgende Zusammensetzung:

5% Wasser ’

94 % IPA

1 % Fettsdure, IP-Ester Gemisch

18
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Patentanspriiche

Verfahren zur Herstellung von Fettsdureestern, bei dem man

(a) Fettsduren in Gegenwart von Esterasen mit wasserhaltigen aliphatischen Alkoholen
mit einem Siedepunkt zwischen 60 und 120°C behandelt und dabei ein Vorvereste-
rungsprodukt herstellt,

(b) aus dem Vorveresterungsprodukt Wasser und nicht umgesetzten Alkohol abtrennt,

(c) das Vorveresterungsprodukt unter erneuter Zugabe des gleichen aliphatischen Alko-
hols wie unter Schritt (a) einer zweiten Veresterung unterwirft, die chemisch kataly-
siert wird, und

(d) den abgetrennten wasserhaltigen Alkohol aus Schntt (c) zur enzymatlschen Vorve-
resterung in Stufe (a) erneut einsetzt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass als Fettsduren Carbonséuren
der allgemeinen Formel R-COOH eingesetzt werden, wobei R ein gerad- oder
verzweigtkettiger gegebenenfalls hydroxysubstituierter Alkyl- oder Alkenylrest mit 6 bis
32 C-Atomen darstellt, der bis zu 6 konjuglerte oder nicht konjuglerte Doppelbindungen
enthdlt.

Verfahren nach den Anspriichen 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Fett-
sduren ausgewihlt sind aus der Gruppe, die gebildet wird von Capronsiure, Onanths&u-
re, Caprylsdure, Pelargonsidure, Caprinsdure, Laurinsdure, Lauroleinsiure, Myristinsiu-
re, Myristoleinsiure, Palmitinsdure, Palmitoleinsdure, Stearinsdiure, Petroselinsdure,
Petroselaidinsiure, Olsdure, Elaidinsiure, Ricinolsdure, Linolsdure, Linolaidinsiure, Li-
nolensdure, Eldostearinsiure, Arachinsidure, Gadoleinsdure, Arachidonsiure, Behensiu-
re, Erucaséure, Brassidinsiure, Clupanodonsiure, Lignocerinsiure, Cerotinsdure, Melis-
sinséure, Eicosapentaensiure, Docosahexaensiure, konjugierte Linolsiure, Isostearin-

sduren, 2-Ethylhexanséure.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet dass als Fettsdu-
ren Di- und/oder Polycarbonséduren eingesetzt werden mit gerad- oder verzweigten, ge-
gebenenfalls hydroxysubstituierten Alkyl- oder Alkenylketten mit 2 bis 32 C-Atomen.-

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass ein 1 bis 5-
fach molarer Uberschuss an aliphatischem Alkohol mit einem Siedepunkt zwischen 60
und 120 °C bei der Vorveresterung gemiB Schritt (a) vorliegt und ein 1 bis 4 fach mola-
rer Uberschuss an aliphatischem Alkohol mit einem Siedepunkt zwischen 60 und 120
°C bei der Nachveresterung geméf Schritt (d) vorliegt.
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10.

1.

12.

13.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die aliphati-
schen Alkohole ausgewihlt sind aus der Gruppe, die gebildet wird von Methanol, Etha-
nol, Propanol, Isopropylalkohol, 1-Butanol; Isobutylalkohol, sec- Butylalkohol und tert.
Butylalkohol.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass der aliphati-
sche Alkohol Isopropylalkohol darstellt.

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass man im Teil-
schritt (a) Esterasen in freier oder immobilisierter Form einsetzt.

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Esterasen
aus Organismen stammen, die ausgewihlt sind aus der Gruppe, die gebildet wird von
Thermomyces lanugenosus, Candida antarctica A, Candida antarctica B, Rhizomucor
miehei, Candida cylindracea, Rhizopus javanicus, Porcine pancreas, Aspergillus niger,
Candida rugosa, Mucor javanicus, Pseudomonas fluorescens, Rhizopus oryzae, Pseu-
domonas sp., Chromobacterium viscosum, Fusarium oxysporum und Penicilium camen-

berti..

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei
den Esterasen um Lipasen handelt.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Lipase Candida antarctica in immobilisierter Form einsetzt.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet,
dass der enzymatischen Reaktion inerte organische Losungsmittel beigemischt werden.

Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet,
dass bei der chemisch katalysierten Nachveresterung ‘gemifl Schritt (c) Katalysatoren
verwendet werden, die ausgewshlt sind aus der Gruppe, die gebildet wird von Zinn-2-
verbindungen, Zinkverbindungen, Schwefelsiure, Para-Toluolsulfonsdure und saure lo-

nenaustauscher.
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