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Verfahren zur Herstellung von Fettsiure-Estern.

@ Eine Komponente (1), die aus der von Sterinen und

verzweigtkettigen aliphatischen priméren oder sekun-
ddren Alkoholen mit 14 bis 32 Kohlenstoffatomen gebilde-
ten Gruppe ausgewaihlt ist, wird mit einer Komponente (2)
umgesetzt, die aus der von Fettsduren und Fettsdure-
Estern gebildeten Gruppe ausgewihlt ist. Die Umsetzung
wird in Kontakt mit einem Enzym durchgefiihrt, das aus
der von Lipase und Cholesterin-Esterase gebildeten
Gruppe ausgewahlt ist, oder mit dem ausgewéhlten Enzym
in einer immobiliesierten Form. Die Umsetzung findet in
einem System statt, das aus der von einem wéssrigen
Medium und einem wasserhaltigen organischen Losungs-
mittel gebildeten Gruppe ausgewdhit ist. Das Verfahren
wird zur Herstellung eines Fettsdure-Esters der Kompo-
nente (1) angewandt.

Vorzugsweise wird Lipase von einem Mikroorganis-
mus, dessen Genus aus der von Achromobacter, Chromo-
bacterium, Corynebacterium, Staphylococcus, Aspergil-
lus, Candida, Humicora, Penicillium, Torulopsis, Mucor,
Bacillus, Thermomyces, Rhizopus, Pseudomonas und
Alcaligenes gebildeten Gruppe ausgewihlt ist, und Chole-
sterin-Esterase von einem Mikroorganismus, dessen
Genus aus der von Pseudomonas, Achromobacter, Fusa-
rium, Nocardia, Streptomyces und Candida gebildeten
Gruppe ausgewdhlt ist, hergeleitet. Vorzugsweise ist die
Komponente (1) ein Sterin und die Komponente (2) eine

Fettsiure, ein Glycerin-Ester davon oder ein Ol, Fett oder
Wachs.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Umsetzung von einer Komponente (1),
die aus der von Sterinen und verzweigtkettigen aliphatischen
primédren oder sekundéren Alkoholen mit 14 bis 32 Kohlen-
stoffatomen gebildeten Gruppe ausgewihlt ist, mit einer
Komponente (2), die aus der von Fettsduren und Fettsiure-
Estern gebildeten Gruppe ausgewihlt ist, in Kontakt mit
einem Enzym, das aus der von Lipase und Cholesterin-Este-
rase gebildeten Gruppe ausgewéhlt ist, oder mit dem ausge-
wihlten Enzym in einer immobilisierten Form, in einem
System, das aus der von einem wiéssrigen Medium und einem
wasserhaltigen organischen Losungsmittel gebildeten
Gruppe ausgewdhlt ist, zur Herstellung eines Fettsdure-
Esters der Komponente (1).

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem das Enzym
Lipase ist, die von einem Mikroorganismus hergeleitet ist,
dessen Genus aus der von Genus Achromobacter, Genus
Chromobacterium, Genus Corynebacterium, Genus Staphy-
lococcus, Genus Aspergillus, Genus Candida, Genus Humi-
cora, Genus Penicillium, Genus Torulopsis, Genus Mucor,
Genus Bacillus, Genus Thermomyces, Genus Rhizopus,
Genus Pseudomonas und Genus Alcaligenes gebildeten
Gruppe ausgewihlt ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, bei welchem die Lipase
von einem Mikroorganismus hergeleitet ist, dessen Genus
aus der von Genus Chromobacterium, Genus Aspergillus,

Genus Candida und Genus Rhizopus gebildeten Gruppe aus-

gewdhlt ist.

4. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem das Enzym
Cholesterin-Esterase ist.

5. Verfahren nach Anspruch 4, bei welchem die Chole-
sterin-Esterase von einem Mikroorganismus, dessen Genus
aus der von Genus Pseudomonas, Genus Achromobacter,
Genus Fusarium, Genus Nocardia, Genus Streptomyces und

16. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem das Enzym
durch Phasentrennung, Filtration oder Zentrifugation von
der resultierenden Reaktionsmischung getrennt wird.

17. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem man eine

5 porése Membran verwendet und die Komponente (1) sowie
die Komponente (2) durch die Mikroporen der Membran
hindurch mit dem Enzym in Kontakt gebracht werden.

18. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem man das
Enzym in einem immobilisierten Zustand verwendet.

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das immobilisierte Enzym mittels eines Einbet-
tungsverfahrens unter Verwendung eines Vorpolymers von
einem photovernetzbaren Harz oder eines Vorpolymers von
Urethan als Triger erhalten wurde.

20. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das immobilisierte Enzym mittels eines Kova-
lentbindungsverfahrens unter Verwendung eines anorgani-
schen oder organischen Trégers erhalten wurde.

21. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn-

20 zeichnet, dass das immobilisierte Enzym mittels eines

Adsorptionsverfahrens unter Verwendung eines anorgani-

schen oder organischen Trégers erhalten wurde.

10
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25

BESCHREIBUNG

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von

Sterin-Estern oder von spezifischen aliphatischen Alkohol-
30 Estern von Fettsduren unter Verwendung eines Enzyms.

Ester von Sterinen mit Fettsduren werden in verschie-
denen Bereichen in grossem Umfang verwendet, beispiels-
weise als cholesterische Fliissigkristalle (vgl. die verodffent-
lichte ungepriifte japanische Patentanmeldung Sho-52-

Genus Candida gebildeten Gruppe ausgewahlt ist, hergeleitet 35 24992) und als hydrophile Basisstoffe fiir pharmazeutische

ist.

6. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem die Kompo-
nente (1) ein Sterin ist.

7. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem die Kompo-
nente (1) ein verzweigtkettiger aliphatischer primérer oder
sekundarer Alkohol mit 14 bis 32 Kohlenstoffatomen ist.

8. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem die Kompo-
nente (2) eine Fettsiure ist, die aus der von geséttigten gerad-
kettigen Fettsauren, geséttigten verzweigtkettigen Fett-
sduren, ungesittigten Fettsduren, Hydroxy-Fettsduren und
Polycarbonsiuren mit bis zu 32 Kohlenstoffatomen gebil-
deten Gruppe ausgewéhlt ist.

9. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem die Kompo-
nente (2) ein natiirliches Ol oder Fett, ein synthetisches Ol
oder Fett, ein natiirliches Wachs oder ein synthetisches
Wachs ist.

10. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem die Kompo-
nente (2) ein Glycerin-Ester von einer Fettsdure mit bis zu 32
Kohlenstoffatomen ist.

11. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem die Kompo-
nente (2) ein Ester von einer aliphatischen Séure mit 1 bis 14
Kohlenstoffatomen ist.

12. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem die Umset-
zung in einem wissrigen Medium durchgefiihrt wird.

13. Verfahren nach Anspruch 1, bei welchem die Umset-
zung in einem wasserhaltigen organischen Losungsmittel
durchgefiihrt wird.

14. Verfahren nach Anspruch 13, bei welchem das wasser-
haltige organische Losungsmittel ein mit Wasser gesittigtes
Kohlenwasserstoff-Losungsmittel ist.

15. Verfahren nach Anspruch 13, bei welchem das wasser-
haltige organische Losungsmittel die beiden Phasen Wasser
und organisches Losungsmittel umfasst.

und kosmetische Mittel (vgl. die verdffentlichten unge-
priiften japanischen Patentanmeldungen Sho-52-41215 und
Sho-52-79030).
Solche Fettsdure-Sterin-Ester und dergleichen wurden

40 bisher ausschliesslich mittels organischer Syntheseverfahren
hergestellt, die im allgemeinen unter schwierigen Reaktions-
bedingungen durchgefiihrt werden, eine Nebenreaktion mit-
einbeziehen und komplexe Verfahrensweise zur Durchfiih-
rung der Reaktion und zur anschliessenden Isolierung und

45 Reinigung des gewiinschten Produkts erfordern. Die
Hydroxyl-Gruppe von Sterinen ist sekundér und liegt nahe
zum Steriod-Skelett, sie weist daher eine verminderte Reakti-
vitat auf. Zur Herstellung von Fettsdure-Estern durch Umset-
zung von Fettsduren mit Sterinen ist es nétig, die Ausgangs-

50 stoffe bei einer hohen Temperatur wihrend einer langen
Zeitdauer unter Verwendung von einem sauren Katalysator
umzusetzen, oder die Fettsdure vor der Veresterung erst zu
einem Sdureanhydrid oder Saurehalid zu konvertieren.
Wenn zudem der Sterin-Ausgangsstoff Trimethylsterin ist,

s5 das zwei Methyl-Gruppen in 4-Stellung am Steroid-Skelett,
eine Methyl-Gruppe in 14-Stellung und eine Hydroxyl-
Gruppe in 3-Stellung aufweist, weist die Verbindung wegen
der sterischen Behinderung der beiden Methyl-Gruppen in
4-Stellung eine noch verminderte Reaktivitit auf, und sie ist

60 mit einer Fettsiure schwer zu verestern, sofern die Siure
nicht zu einem Sdurehalid konvertiert ist. Jedoch sind Sterin-
Ester, die fiir verschiedene Anwendungen verwendbar sind,
im allgemeinen langkettige Fettsiure-Ester, und langkettige
Fettsdure-Halide, die als Ausgangsstoffe zur Herstellung von

65 solchen Estern dienen, sind im allgemeinen schwer herzu-
stellen, miissen mittels eines komplexen Verfahrens spezi-
fisch hergestellt werden und sind sehr teuer. Ausserdem sind
diese Fettsdure-Halide im allgemeinen unstabil und sie
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neigen zur Zersetzung in Gegenwart von Feuchtigkeit, sie schen Losungsmittel gebildeten Gruppe ausgewdhit ist, zur
konnen wihrend der Reaktion ein stimulierendes korrosives ~ Herstellung eines Fettsiure-Esters der Komponente (1).
Nebenprodukt erzeugen und sie erfordern einen speziellen Das erfindungsgemisse Verfahren liefert den gewiifischten
Reaktor oder dergleichen. Zur Herstellung von Fettsidure- Ester leicht und mit hoher Ausbeute unter sehr milden
Estern durch Umsetzung von Sterinen mit Fettsaure-Estern s Bedingungen und vermindertem Energieverbrauch bei Ver-
ist es notig, die Ausgangsstoffe bei einer hohen Temperatur wendung eines Enzyms ohne schwierige Reaktionsbedin-
wihrend einer langen Zeitdauer in Gegenwart von einem gungen, ohne getrennte Herstellung von Ausgangsstoffen
anorganischen Katalysator wie Natrium-Alkoholat umzu- und ohne speziellen Reaktor oder dergleichen, die in konven-
setzen. tionellen Verfahren zur organischen Synthese nétig sind; und

Derartige organisch-chemische Verfahren habenden . 10 zudem ohne Nachteile wie schlechte Selektivitit der Reak-
Nachteil, dass sie eine niedrige Selektivitit der Reaktion auf-  tion, Zerstérung des Substrats, Verwendung von zusétz-
weisen, sowie eine Zerstorung des Substrats und wegen der lichem Katalysator und dessen Abscheidung zur Folge zu
Verwendung von schwierigen Bedingungen den Verbrauch haben.
einer grossen Energiemenge zur Folge haben. Zudem haben Zudem kann mit dem erfindungsgemaéssen Verfahren die
sie den grossen Nachteil, dass sie das Abscheiden des Kataly- 15 Reaktion kontinuierlich oder halbkontinuierlich bei wieder-
sators erfordern und eine niedrige Reaktionsausbeute holter Verwendung des Enzyms durchgefiihrt werden, so dass
ergeben. das Verfahren automatisch ablaufen kann, wobei der Ester

In den letzten Jahren bezog sich einige Forschung auf Ver-  leicht herzustellen ist und eine wesentliche Verminderung
fahren zur Synthese von Glyceriden und Terpen-Estern des Arbeitsaufwandes, der Hersstellungskosten und der
durch die Riickreaktion von Hydrolasen wie Lipase anstelle 20 Instailationskosten erreicht wird.
der Verwendung von organischer Synthese. Trotzdem wurde Im allgemeinen ist es bei der Synthese von Glyceriden
nichts berichtet iiber Verfahren, in denen Enzyme zur Syn- unter Verwendung von Lipase wesentlich nétig, die Menge
these von Esternaus Fettsiuren oder Fettsdure-Estern und Wasser im Reaktionssystem weitestmdglich bis auf ein zum

Sterinen oder aus verzweigtkettigen aliphatischen primdren ~ Vorhandensein der Enzymaktivitit erforderlichen Mini-
oder sekundiren Alkoholen mit 14 bis 32 Kohlenstoffatomen 25 mums zu vermindern, um der Synthesereaktion zu ermdg-

verwendet werden. lichen, giinstig abzulaufen, wobei das Enzym in Gegenwart
Im allgemeinen sind Enzymreaktionen substratspezifisch  einer verminderten Menge Wasser nicht fahig ist, seine volle
und es ist unmdglich, den Ablauf einer enzymatischen Syn- Aktivitat zu entfalten, und eine Tendenz zur Verminderung

thesereaktion vorauszusehen, wenn eine andere Verbindung  der Reaktionsgeschwindigkeit besteht. Trotzdem ermdglicht
als in Betracht kommendes Substrat verwendet wird. Esist- 30 die erfindungsgemisse Kombination von Substraten einen
auch bekannt, dass im allgemeinen das Gleichgewicht einer  vorteilhaften Ablauf der Synthesereaktion mit einer genii-
Synthesereaktion mit Lipase grosstenteils zur Riickreaktion  gend hohen Geschwindigkeit, auch wenn das Reaktionssy-

hin verlagert ist. Auch die vorgenannten, in den letzten stem eine grosse Menge Wasser enthilt. Das vorliegende Ver-
Jahren untersuchten Verfahren erfordern besondere Mittel fahren ist daher zur industriellen Anwendung besonders ge-
wie die weitestmdgliche Verminderung der Menge Wasser im 35 eignet.

Reaktionssystem, um das Gleichgewicht zur Synthese hin zu Das im erfindungsgemissen Verfahren zu verwendende
verlagern. Die Verwendung von solchen Notbehelfen fiihrt Enzym ist aus der von Lipase und Cholesterin-Esterase gebil-
zu einer Verminderung der Reaktionsgeschwindigkeit und deten Gruppe ausgewihlt. Der Terminus «Lipase» bezieht
ergibt im allgemeinen den gewiinschten Ester mit einer ver- sich auf ein Enzym zur Katalyse der schrittweisen Hydrolyse
minderten Ausbeute. ' 40 eines Glycerids zu Glycerin und einer Fettséure. Der Ter-

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Ver- minus «Cholesterin-Esterase» bezieht sich auf ein Enzym
fahren zur Herstellung eines gewiinschten Esters unter zur Hydrolyse des Esters von Cholesterin und einer Fett-
milden Bedingungen bei Verwendung eines Enzyms zu sdure. Lipase und Cholesterin-Esterase sind in bezug auf ihre
schaffen, das jedoch nicht auf organische Synthese mit den Quelle nicht spezifisch beschriinkt, sie konnen von verschie-
ihr innewohnenden Nachteilen wie schwierige Reaktionsbe- 45 denen Mikroorganismen, Tieren und Gemiisearten herge-
dingungen zuriickgreift. leitet werden.

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Beispiele von Mikroorganismen, von denen Lipase herge-
ein Verfahren zur wirtschaftlichen und leichten Herstellung  leitet ist, sind Mikroorganismen vom Genus Achromobacter
des gewiinschten Esters mit hoher Ausbeute zu schaffen. wie Achromobacter iofurgus und Achromobacter lipoly-

Eine noch weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindungist 50 ticum, Genus Chromobacterium wie Chromobacterium vis-
es, ein Verfahren zur Herstellung des gewiinschten Esters cosum, Genus Cornyebacterium wie Corynebacterium acnes,
mittels eines kontinuierlichen oder halbkontinuierlichen Genus Staphylococcus wie Staphylococcus aureus, Genus
Syntheseverfahrens bei wiederholter Verwendung eines Aspergillus wie Aspergillus niger, Genus Candida wie Can-
Enzyms zu schaffen. dida cylindracea, Genus Humicora wie Humicora lanugi-

Diese und noch andere Aufgaben der vorliegenden Erfin-  ss nosa, Genus Penicillium wie Penicillium caseicolum, Penicil-
dung werden aus der nachstehenden Beschreibung hervor- lium crustosum, Penicillium cyclopium und Penicillium ro-
gehen. queforti, Genus Torulopsis wie Torulopsis ernobii, Genus

Die vorliegende Erfindung schafft ein Verfahren zur Mucor wie Mucor miehei, Genus Bacillus wie Bacillus sub-
Umsetzung von einer Komponente (1), die aus der von Ste- tilis, Genus Thermomyces wie Thermomyces ibadanensis,
rinen und verzweigtkettigen aliphatischen priméren oder 60 Genus Rhizopus wie Rhizopus delemar, Genus Pseudo-
sekundiren Alkoholen mit 14 bis 32 Kohlenstoffatomen monas wie Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi und
gebildeten Gruppe ausgewihlt ist, mit einer Komponente (2), Pseudomonas fluorescens, Genus Alcaligenes wie Alcali-
die aus der von Fettsiuren und Fettsiure-Estern gebildeten genes sp, uUsw.

Gruppe ausgewihlt ist, in Kontakt mit einem Enzym, das aus Beispiele von verwendbaren Quellen, aus denen Chole-
der von Lipase und Cholesterin-Esterase gebildeten Gruppe 65 sterin-Esterase hergeleitet werden kann, sind diejenigen von
ausgewihlt ist, oder mit dem ausgewéhlten Enzym in einer tierischen Geweben wie Milz, Leber, Gehirn, Nebenniere,
immobilisierten Form, in einem System, das aus der von Hoden, Eierstock, usw. Mikroorganismen sind als Quellen

einem wissrigen Medium und einem wasserhaltigen organi-  bevorzugt verwendbar. Beispiele von Mikroorganismen sind
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solche vom Genus Pseudomonas aeruginosa und Pseudo-
monas fluorescens, Genus Achromobacter wie Achromo-

bacter delicatulus, Genus Fusarium, Genus Nocardia, Genus

Streptomyces, Genus Candida wie Candida lipolytica, Can-
dida tropicalis, Candida intermedia und Candida cylind-
racea, usw.

Grosstenteils sind Enzyme aus diesen Quellen als gerei-
nigte Enzyme im Handel erhiltlich. Obwohl diese Handels-
produkte bei der Ausiibung der Erfindung unverindert ver-
wendbar sind, brauchen nicht immer gereinigte Handelspro-
dukte verwendet zu werden. Ahnlich verwendbar sind bei-
spielsweise Zellen vom Mikroorganismus selbst, das zur
Erzeugung des betreffenden Enzyms fihig ist, eine Kultur
solcher Zellen, eine durch Behandlung der Kultur erhaltene
rohe Enzymldsung, eine das Enzym enthaltende Zusammen-
setzung, usw.

Das bei der Ausiibung der Erfindung zu verwendende
immobilisierte Enzym kann irgendeines von denen sein, die
durch Immobilisierung der vorgenannten Enzyme auf geeig-
neten Trégern mittels eines herkdmmlichen Verfahrens her-
gestellt werden konnen. Das immobilisierte Enzym und
dessen Herstellung wird weiter unten im einzelnen
beschrieben werden.

Das Sterin, das als eines der Substrate zu verwenden und
einer Synthesereaktion unter Verwendung des Enzyms oder
des immobilisierten Enzyms zu unterziehen ist, ist eine Ver-
bindung mit einem Steroid-Skelett und einer Hydroxyl-
Gruppe im Molekiil. Das Steroid-Skelett ist durch die nach-
folgende Formel (I) darstellbar:

12

17

(1)

Im allgemeinen ist die Hydroxyl-Gruppe direkt am Skelett

gebunden. Beispiele von verwendbaren Sterinen sind Chole-
sterin, 7-Dehydrocholesterin, B-Cholestanin, Coprostanin,
Lathosterin, Zymosterin, Zymostenin, Desmosterin, Brassi-
casterin, Ergosterin, Campesterin, B-Sitosterin, y-Sitosterin,
a-Spinasterin, Stigmasterin, Trimethylsterine umfassend

Lanosterin, Dihydrolanostrin, Agnosterin und Dihydroagno-

sterin, aus Wollenwachs als Mischung solcher Sterine abge-
schiedenes Isocholesterin, Cycloartenin, usw.
Erfindungsgemdss ist ein verzweigtkettiger aliphatischer

primérer oder sekundirer Alkohol mit 14 bis 32 Kohlenstoff-

atomen als eines der Substrate anstelle von oder zusammen
mit dem Sterin verwendbar. Solche Alkohole kénnen gesit-
tigt oder ungesittigt, und monohydrisch, dihydrisch oder
polyhydrisch sein, und es kann eine Mischung davon ver-
wendet werden. Beispiele solcher Alkohole sind wie folgt:

(a) Verzweigtkettige aliphatische gesittigte Alkohole der
Formel

CH3—%H—(CH2) m-OH

CHj (m = 11-19)

und solche der Formel

CHy~CH,~CH-(CH)_-OH

CHj, (n =10-28)

Besondere Beispiele von diesen Alkoholen sind 14-Methyl-
hexadecanol-1, 16-Methyloctadecanol-1, 18-Methylnonade-
canol-1, 18-Methylicosanol, 20-Methylhenicosanol, 20-Met-

10 hyldocosanol, 22-Methyltricosanol, 22-Methyltetracosanol,
24-Methylpentacosanol-1, 24-Methylhexacosanol und
Mischungen solcher Alkohole wie beispielsweise «Lanolin
Alcohol HH» (ein Produkt der Yoshikawa Oil and Fat Co.,
Ltd.), eine aus Lanolin-Alkoholen durch Losungsmittel-

15 Fraktionierung abgeleitete Mischung von aliphatischen
héheren Alkoholen-Glykolen, die frei von Sterin ist und
hauptséchlich aus verzweigtkettigen aliphatischen gesiit-
tigten Lanolin-Alkoholen mit 18 bis 32 Kohlenstoffatomen
besteht.

2 (b) Verzweigtkettige synthetische Alkohole wie Hexadecyl-
alkohol (ein Produkt der Esso Standard), NJCOL 160A,
160B, 181A, 200A und 200C (Produkte der New J apan
Chemical), Fine Oxocol 1800 (ein Produkt der Nissan
Chemical Industries, Ltd.), DIADOL 18G (ein Produkt der

25 Mitsubishi-Kaesi), Octyldodecanol (ein Produkt der Henkel
International GmbH), usw.

() Verzweigtkettige synthetische sekundére Alkohole, dar-
unter Isotridecylalkohol (ein Produkt der Kuraray Co., Ltd.)
und diejenige, welche durch die nachstehende Formel dar-

30 stellbar sind:

(CHs3),~CH-CH,-CH, CHs

N
CH-CH-OH
3 (CHs)y-CH-CH,~CH,”

(d) o, B-Diole der nachstehenden Formeln:
40 CH3-—(13H—(CH2) a—CH—CHZ—OH

CHj, OH (@=9-27)

“ CH3—CH2—C|H—(CH2) ;- CH-CH)-OH

CHs OH (b =8-26)

s Erfindungsgemiss wird als Stoff des anderen Substrats
eine Fettsdure oder ein Fettsiure-Ester verwendet.

Die verwendbaren Fettsiuren umfassen gesittigte gerad-
kettige Fettsiuren, gesittigte verzweigtkettige Fettsiuren,
ungesdttigte Fettsduren, Hydroxy-Fettsiuren und Polycar-

55 bonsduren mit bis zu 32 Kohlenstoffatomen, usw.

Beispiele von verwendbaren gesittigten geradkettigen
Fettsduren umfassen solche, die eine gerade Zahl von Koh-
lenstoffatomen haben, wie Essigsiure, Buttersiure, Capron-
sdure, Caprylsiure, Caprinsiure, Laurinsiure, Myristin-

60 sdure, Palmitinsiure, Stearinsdure, Arachinsiure, Behen-
sdure, Lignocerinsiure, Hexacosansiure, Octacosansiure,
Triacontanséure und n-Dotriacontansiure, und solche, die
eine ungerade Zahl von Kohlenstoffatomen haben, wie Pro-
pionséure, n-Valeriansiure, Oenanthsiure, Pelargonsiure,

65 Hendecanséure, Tridecansdure, Pentadecansiure, Heptade-
cansiure, Nonadecansiure, Henicosanséure, Tricosanstiure,
Pentacosansdure und Heptacosansiure.

Beispiele von verwendbaren gesittigten verzweigtkettigen



Fettsauren umfassen Isobuttersiure, Isocapronséure, Isoca-
prylsiure, Isocaprinsiure, Isolaurinsiure, 11-Methyldode-
cansiure, Isomyristinsdure, 13-Methyltetradecansiure, Iso-
palmitinsiure, 15-Methylhexadecansdure, Isostearinséure,
17-Methyloctadecansiure, Isoarachinsdure, 19-Methylico-
sansiure, a-Ethylhexansiure, a-Hexyldecansiure, a-Hepty-
lundecansiure, 2-Decyltetradecansiure, 2-Undecyltetrade-
cansiure, 2-Decylpentadecansiure, 2-Undecylpentadecan-
siaure und Fine Oxocol 1800 (ein Produkt der Nissan
Chemical Industries, Ltd.), welches durch die nachstehende
Formel (II) darstellbar ist:

n

10

CH; CHs

CHS_(l:_CH2_CH_CH2_CH2 15

CH; CH; CH-COOH @
CH;-C-CH,-CH
2
CH; CHs

Verwendbare gesittigte verzweigkettige Fettsduren, die
eine ungerade Zahl von Kohlenstoffatomen haben, umfassen

<>
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Komponente dieser Ester dienen kdnnen, konnen monohy-
drisch oder dihydrisch und geradkettig oder verzweigtkettig
sein. Unter diesen Alkoholen sind solche besonders bevor-
zugt, die 1 bis 6 Kohlenstoffatome aufweisen, wie Methylal-
kohol, Ethylalkohol, n-Propylalkohol, Isopropylalkohol,
n-Butylalkohol, Isobutylalkohol, n-Hexylalkohol und der-
gleichen.

Die Glycerin-Ester der Fettsauren kénnen Monoglyceride,
Diglyceride oder Triglyceride oder Mischungen solcher Gly-
ceride sein. Demzufolge umfassen als erfindungsgemaisse
Ausgangsstoffe verwendbare Fettsiure-Ester natiirliche und
synthetische Ole und Fette (Glyceride), natiirliche und syn-
thetische Wachse, usw. Beispiele von verwendbaren natiir-
lichen Olen und Fetten sind Speisedle wie Leinsamendl, Oli-
vendl, Kakaobutter, Reiskleiendl, Sojabohnendl, Tsubakiél,
Rapssamend], Palmél, Palmkerndl, Ricinus6l, Baumwollsa-
mendl, Japanwachs, Kokosnussdl, Erdnussél, Sonnenblu-
mendl und dergleichen, tierische Ole wie Talg, Butterfett,
Schafstalg, Waldl, Lebertran, Sardinendl, Heringdl und der-
gleichen, hydrogenierte Ole solcher Ole. Beispiele von ver-
wendbaren natiirlichen Wachsen sind Walrat, Insekten-
wachs, Karnaubawachs, Candelillawachs, Reiskleienwachs,
Schellack, Bienenwachs, Montanwachs, Wollenwachs,
Baumwollenwachs und dergleichen.

Antiso-Fettsiuren, die mit einer Isobutyl-Gruppe enden, wie 25 ~ Zum Zwecke der erfindungsgemdssen Reaktion kénnen

6-Methyloctansiure, 8-Methyldecansiure, 10-Methyldode-
cansdure, 12-Methyltetradecansiure, 14-Methylhexadecan-
sdure, 16-Methyloctadecanséure, 18-Methylicosansiure,
20-Methyldocosansiure, 22-Methyltetracosanséure, 24-Met-
hylhexacosansdure und 26-Methyloctacosansiure.

Beispiele von verwendbaren ungeséttigten Fettsduren
umfassen 4-Decensidure, Caprolenséiure, 4-Dodecenséure,
5-Dodecensiure, Laurolensiure, 4-Tetradecenséure, 5-Tetra-
decensiure, 9-Tetradecensiure, Palmitolenséiure, 6-Octade-
censiure, Olsiure, 9-Octadecensiure, 11-Octadecensiure,
9-Icosensiure, cis-11-Icosensiure, Cetolensdure, 13-Docosen-
siure, 15-Tetracosensiure, 17-Hexacosensiure, 6,9,12,15-
Hexadecatetraensiure, Linolsdure, Linolensiure, a-Eleoster-
arinsiure p-Eleostearinsdure, Punicinsiure, 6,9,12,15-Octa-
decatetraensiure, Parinarinsiure, 5,8,11,14-Icosatetraen-
sdure, 5,8,11,14,17-Icosapentaenséure, 7,10,13,16,19-Docosa-
pentaenséure, 4,7,10,13,16,19-Docosahexaensdure und der-
gleichen.

Beispiele von verwendbaren Hydroxy-Fettsduren
umfassen o-Hydroxylaurinsdure, a-Hydroxymyristinsiure,
a-Hydroxypalmitinsiure, a-Hydroxystearinsiure, o-Hydro-
xylaurinsiure, o-Hydroxyarachinsiure, 9-Hydroxy-12-octa-
decensiure, Ricinolsiure, a-Hydroxybehensiure, 9-Hydroxy-
trans-10,12-Octadecadiensiure, Kamolenséure, Ipurolsdure,’
9,10-Dihydroxystearinsiure, 12-Hydroxystearinsdure und
dergleichen.

Beispiele von verwendbaren Polycarbonséuren umfassen
Oxalsiure, Malonsiure, Bernsteinsiure, Glutarsiure, Adi-
pinsiure, Pimelinsdure, Korksiure, Azelainséure, Sebacin-
sdure, D,L-Apfelsiure und dergleichen.

Zum Zwecke der erfindungsgeméssen Reaktion kénnen
diese Fettsduren einzeln vewendet werden, oder es kdnnen
mindestens zwei dieser Sduren aus derselben Gruppe oder
aus verschiedenen Gruppen in Mischung verwendet werden.
Wenn mindestens zwei Siuren in Kombination verwendet
werden, ist beispielsweise Lanolin-Fettsdure, eine Mischung
von gesittigten geradkettigen und verzweigtkettigen Fett-
siuren sowie Hydroxy-Fettsiuren, vorzugsweise verwendbar.

Als das andere erfindungsgemasse Substrat verwendbare

diese Fettsidure-Ester einzeln verwendet werden, oder es
kénnen mindestens zwei davon in Mischung verwendet
werden.

Das erfindungsgemisse Verfahren kann chargenweise,

30 halbkontinuierlich oder kontinuierlich durchgefiihrt

werden. In jedem dieser Fille kann die Reaktion durchge-
fithrt werden, indem die Komponente (1) und die Kompo-
nente (2) als Substrate mit dem vorstehend genannten Enzym
oder immobilisierten Enzym in Kontakt gebracht werden.

3s Wihrend die Reaktion nur abliduft, wenn die Substrate mit

dem Enzym in Kontakt gebracht werden, ist es im allge-
meinen wiinschenswert, diese durch Rithren miteinander zu
vermischen. Die Forschungsergebnisse der Erfinder zeigen,
dass die Reaktion in einem System mit einem wéssrigen

40 Medium oder in einem System mit einem wasserhaltigen

organischen Losungsmittel (welches die beiden Phasen
Wasser und organisches Losungsmittel umfasst) gut durch-
fiihrbar ist, und dass das Synthese-Verhéltnis des
gewiinschten Produkts von einem Einfluss des Reaktionssy-

45 stems fast frei ist.

Der Terminus «System mit einem wissrigen Medium»
bezieht sich auf ein Reaktionssystem, welches das Enzym, die
Substrate und Wasser oder die Kombination von Wasser und
einem hydrophilen Stoff zur Losung des Enzyms umfasst.

s0 Der Terminus «System mit einem wasserhaltigen organi-

schen Lsungsmittel» bezieht sich auf ein System, welches
ein wasserhaltiges organisches Losungsmittel umfasst, das
fihig ist, zumindest eines der Substrate zu 16sen, d.h. ein
System, welches die Substrate, das mit Wasser oder mit der

s5 Kombination von Wasser und einem hydrophilen Stoff akti-

vierte Enzym, und ein wasserhaltiges organisches Losungs-
mittel umfasst, das fihig ist, zumindest eines der Substrate zu
18sen. Der Terminus «wasserhaltiges organisches Losungs-
mittel» bedeutet ein organisches Losungsmittel, das Wasser

60 bis zur Sattigung oder in einer noch grosseren Menge enthilt.

Wenn der Wassergehalt dieses Systems die Loslichkeit des
organischen Losungsmittels iiberschreitet, umfasst das
System zwei Phasen, d.h. Wasser und das organische
Losungsmittel. Im Falle dieses Zweiphasen-Systems Wasser -

Fettsiure-Ester umfassen Glycerin-Ester der vorangehenden 65 organisches Losungsmittel kann die das Enzym (oder das

Fettsiuren und Ester dieser Sduren mit 1 bis 32 und vorzugs-
weise bis zu 14 Kohlenstoffatomen. Die aliphatischen Alko-
hole mit 1 bis 32 Kohlenstoffatomen, die als alkoholische

Enzym und den hydrophilen Stoff) enthaltende wissrige
Phase von der die Substrate und das Losungsmittel enthal-
tenden Phase des organischen Losungsmittels getrennt
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werden, indem man das System stehenldsst oder einer Zentri-
fugation, selektiven Filtration und dergleichen unterzieht.
Diese im nachstehenden angewandten Termini haben dort
dieselbe Bedeutung wie im vorstehenden.

Der hydrophile Stoff ist ein Stoff, der mit Wasser mischbar
ist. Als dieser Stoff ist ein solcher von Vorteil, der das Enzym
soweit moglich nicht inaktiviert, wie Glycerin. Das in der
Phase des wasserhaltigen organischen Losungsmittels zu ver-
wendende organische Losungsmittel ist vorteilhafterweise
eines, das mit Wasser nicht mischbar ist und das Enzym
soweit moglich nicht inaktiviert. Beispiele von verwendbaren
organischen Losungsmitteln sind Kohlenwasserstoff-
Losungsmittel wie n-Hexan, n-Heptan, n-Octan, Isooctan,
Cyclohexan, n-Decan, n-Tridecan, n-Tetradecan, n-Hexa-
decan, Polybuten, Diisob_utylen, fliissiges Paraffin, Squalan,
Squalen, Pristan und dergleichen. Gleichwohl sind
Mischungen von mindestens zwei dieser Kohlenwasserstoffe
verwendbar, sowie Losungsmittel, die solche Kohlenwasser-
stoffe enthalten, wie «IP Losungsmittel 1016» (ein Produkt
der Indemitsu Petrochemical Co., Ltd., welches eine
Mischung des Isoparaffin-Typs ist und 63% einer Cs-Kompo-
nente sowie 30% einer Cs-Komponente enthilt) und
«ISOPAR E» (ein Produkt der Exxon Chemicals, welches
eine Mischung des Isoparaffin-Typs ist und 25-35% einer
Cs-Komponente sowie 75-60% einer Co-Komponente ent-
hélt).

Im allgemeinen ist bei der Synthese von Glyceriden unter
Verwendung eines Enzyms der Wassergehalt im Reaktionssy-
stem ein sehr wichtiger Faktor. Um das Reaktionsgleichge-
wicht zur Synthese hin zu verlagern, ist es wesentlich nétig,
die Menge Wasser weitestmdglich bis auf ein zur Entfaltung
der Enzymaktivitét erforderliches Minimum zu vermindern.
Erfindungsgemiss 1auft die Synthesereaktion giinstig und
schnell ab, auch wenn das Reaktionssystem eine grosse
Menge Wasser enthilt. Auch im System mit einem wasser-
haltigen organischen Losungsmittel lauft die Reaktion
gleichmissig ab.

Insbesondere wenn fiir das vorgenannte System das Zwei-
phasen-System Wasser - organisches Losungsmittel ver-
wendet wird, enthiit die resultierende Reaktionsmischung
das Enzym in einer iiber die wéssrige Phase oder iiber die
Grenzschicht zwischen dem Wasser und dem organischen
Losungsmittel verteilten Form, und den gewiinschten Ester
sowie die nicht umgesetzten Substrate in einer iiber die Phase
mit dem organischen Losungsmittel verteilten Form.
Folglich kann das Enzym leicht vom gewiinschten Ester
sowie von den nicht umgesetzten Substraten abgeschieden
werden. Wenn zudem das organische Lésungsmittel ver-
wendet wird, konnen Sterine und héhere aliphatische Alko-
hole, die als Feststoffe vorliegen, in einem im Ldsungsmittel
geldsten Zustand umgesetzt werden. Dies dient der Verbesse-
rung der Eigenschaften der Reaktionsmischung, um den
Kontakt zwischen dem Enzym und den Substraten auf vor-
teithafte Weise herbeizufiihren.

Die Reaktionsbedingungen brauchen nur solcher Art zu
sein, dass die Inaktivierung des Enzyms vermieden oder auf
ein Minimum herabgesetzt wird. Im allgemeinen werden ein
optimales pH und eine fiir das Enzym optimale Temperatur
verwendet. Diese Temperatur liegt im allgemeinen bei etwa
10 bis etwa 60°C. Wenn ein thermostabiles Enzym wie ther-
mostabile Lipase verwendet wird, ist eine entsprechend
héhere Temperatur verwendbar. Das zu verwendende pH
entspricht der Art des verwendeten Enzyms. Wenn erfor-
derlich ist das pH einstellbar, indem eine geeignete Sdure
oder ein geeignetes Alkali wie Salzsdure, Schwefelsdure,
Natriumhydroxid oder Kaliumhydroxid, oder ein geeigneter
Puffer wie Phosphatpuffer, dem Reaktionssystem beigegeben
wird. Das Reaktionssystem kann ausserdem einen Enzymak-

tivator wie Casein, Albumin, Calciumion, Gallensdure oder

ein Salz davon enthalten, sowie einen die Aktivitéit des

Enzyms nicht inhibierenden grenzflichenaktiven Stoff wie

«Tween 80» (ein Produkt der Kao Atlaes Co., Ltd.) und

5 «Triton X-100» (ein Produkt der Rohm & Haas), um den

Kontakt zwischen den Substraten und dem Enzym wirk-

samer herbeizufiihren.

Das Reaktionssystem enthilt das Enzym und die Substrate
in einem Verhéltnis, das nicht spezifisch beschrinkt ist, son-
10 dern auf geeignete Weise in Abhéngigkeit von der Art dieser

Stoffe, der Reaktionsbedingungen und der Verfahrensweise

zum Ausiiben des vorliegenden Verfahrens, d.h. chargen-

weise, kontinuierlich oder halbkontinuierlich (im Wieder-

holverfahren) bestimmt werden kann. Im allgemeinen kann
15 man fiir eine einzelne Umsetzung etwa 1 bis etwa 1 Mil-

lionen Einheiten und besser etwa 500 Einheiten bis etwa

100 000 Einheiten von Lipase oder etwa 1 bis etwa 1 Million

Einheiten und besser etwa 5 Einheiten bis etwa 100 000 Ein-

heiten und am besten etwa 50 Einheiten bis etwa 50 000 Ein-
20 heiten von Cholesterin-Esterase pro Gramm des alkoholi-

schen Ausgangsstoffes [Komponente (1)] verwenden. Das

Verhiiltnis zwischen der Komponente (1) und der Kompo-

nente (2) kann auf geeignete Weise ohne spezifische

Beschrankung bestimmt werden, und es konnen die eine und
25 die andere Komponente im Uberschuss verwendet werden.

Im allgemeinen wird das eine Substrat in einer Menge von

etwa 0,1 bis etwa 20 Mol pro Mol des anderen Substrats ver-

wendet.
Damit das Enzym eine Syntheseaktivitit entfaltet, sind
30 mindestens etwa 10 mg Wasser pro Gramm Enzym (Trocken-
gewicht) nétig. Das Wasser ist im allgemeinen im Enzympri-
parat, im immobilisierten Trager oder in den Substraten ent-
halten. Im allgemeinen, wenn ein System mit einem wéss-
rigen Medium als Reaktionssystem verwendet wird, bezieht
35 sich der Wassergehalt des Systems, welcher zur Entfaltung
der Aktivitit des Enzyms erforderlich ist, auch auf den

Zustand des Kontakts zwischen dem Enzym und den Sub-

straten. Um einen zufriedenstellenden Kontakt herbeizu-

fithren und eine geniigende Reaktionsgschwindigkeit zu
40 erreichen, wird Wasser vorteilhafterweise in einem Gewicht
von etwa 7 bis etwa 10 000 Mal und noch besser in einem
Gewicht von etwa 15 bis etwa 700 Mal das Gewicht vom
Enzym verwendet. Im Falle des Systems mit einem wasser-
haltigen organischen Losungsmittel liefert das Wasser, mit
welchem das organische Losungsmittel gesittigt ist, eine zur
Entfaltung der Enzymaktivitit geniigende Menge Wasser.
Wenn ein Fettsdure-Ester als eines der Substrate verwendet
wird, findet anscheinend eine Hydrolyse des Esters vor der
Synthesereaktion statt und das Wasser im System wird
anscheinend teilweise zur Hydrolysereaktion verbraucht.
Wenn die Menge Wasser entsprechend auf die Menge
beschrinkt wird, mit welcher das organische Losungsmittel
gesittigt ist, kénnte sich daraus eine Verminderung der Reak-
tionsgeschwindigkeit der Synthese ergeben. Es ist daher im
aligemeinen von Vorteil, wenn das Reaktionssystem einen
Wassergehalt aufweist, der die Loslichkeit im organischen
Ldsungsmittel Gibersteigt und als Zweiphasen-System Wasser
- organisches Losungsmittel dient. In einer Alternative ist es
von Vorteil, ein immobilisiertes Enzym zu verwenden, das in
seinem Immobilisierungstréger eine geniigende Menge
Wasser zuriickhélt. Damit wird eine hohe Reaktionsge-
schwindigkeit der Synthese und eine hohe Ausbeute herbei-
gefiihrt.

Wenn man ein Zweiphasen-System Wasser - organisches
Losungsmittel verwendet, das einen die Loslichkeit im orga-
nischen Losungsmittel iibersteigenden Wassergehalt auf-
weist, befindet sich das Enzym 6rtlich in der wissrigen Phase
und an der Grenzfliche zwischen Wasser und Lésungsmittel,
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so dass das Enzym von den Substraten zwecks Wiederver-
wendung getrennt werden kann, indem man die wéssrige
Phase vorteilhafterweise von der Phase mit dem organischen
Losungsmittel trennt.

Das Verhiltnis vom Wasser zum Losungsmittel im System
mit dem Wasser enthaltenden organischen Losungsmittel,
und inbesondere die Menge von dem im System vorhan-
denen Wasser, beeinflussen die Reaktionsgeschwindigkeit
einigermassen. Es ist daher von Vorteil, die Menge Wasser in
Abhingigkeit von der Art der zu verwendenden Substrate,
der Art des Enzyms und des Losungsmittels, der Verfahrens-
weise zum Mischen dieser Stoffe, der Form und Grosse des
Reaktors, vom Gesamtvolumen des Reaktionssystems und
von anderen Reaktionsbedingungen zu bestimmen. Wenn
beispielsweise ein Sterin mit einer Fettsdure in einem System
mit einem Wasser enthaltenden organischen Losungsmittel
unter Verwendung von Isooctan umzusetzen ist, ist s von
Vorteil, Isooctan in einem Gewicht von etwa 0,001 bis etwa
100 Mal und noch besser in einem Gewicht von etwa 0,01 bis
etwa 10 Mal das Gewicht vom Wasser zu verwenden. In
diesem Falle wird das wasserhaltige organische Losungs-
mittel vorteilhafterweise in einem Gewicht von etwa 5 bis
etwa 500 Mal das Gewicht vom Sterin verwendet.

Obwohl das vorliegende Verfahren chargenweise durchge-
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Sterin oder hohere aliphatische verzweigkettige Alkohol-
stoffe in die wissrige Alkohollgsung extrahiert wird und
somit vom gewiinschten Ester leicht und wirksam getfennt
werden kann.

5  Wenn das Reaktionssystem ein System mit einem Wasser
enthaltenden organischen Losungsmittel, jedoch kein Zwei-
phasen-Systems Wasser - organisches Losungsmittel ist, wird
das in hydrophobe Substrate und organische Losungsmittel
unlésliche Enzym im Reaktionssystem in Form von Teilchen

10 suspendiert. Wenn man in diesem Falle die Filtration ver-

wendet, kann folglich das Enzym mittels eines geeigneten
Filtrationsverfahrens wie Mikrofiltration oder Ultrafiltra-
tion abgeschieden werden. Mikrofiltration kann unter Ver-
wendung einer Kombination von gewdhnlichem Filterpapier

15 ynd einem Filtrationshilfsmittel durchgefiihrt werden. In

diesem Falle wird das Enzym vom Agens in darauf adsor-
bierter Form gehalten und es ist unveréndert verwendbar.
Auch ein Membranfilter und dergleichen ist zur Mikrofiltra-
tion verwendbar. Vorteilhafterweise weist der Filter eine

20 Porengrosse von etwa 0,02 bis etwa 10 pm auf. Beispiele von

fiir solche Filter verwendbaren Materialien sind anorga-
nische Materialien mit einer hohen Widerstandsfahigkeit
gegen Chemikalien, wie Glas und Metall, und organische
Materialien wie regenerierte Cellulose, Teflon, Polypro-

fithrt werden kann, ist es von Vorteil, das Verfahren kontinu- 25 pylen, Polyamid, Polyimid und derartige Kunststoffe.

ierlich oder halbkontinuierlich durchzufiihren, weil das
ziemlich teure Enzym dann mindestens zweimal nachein-
ander verwendet werden kann. Die Verfahren, bei denen das
Enzym mindestens zweimal verwendet werden kann,
kdnnen allgemein in zwei Typen eingeteilt werden: halbkon-
tinuierliche Verfahren (Wiederholung des chargenweise
durchgefiihrten Verfahrens) und kontinuierliche Verfahren,
je nachdem, ob das Enzym oder das immobilisierte Enzym
aus der Reaktionsmischung nach dem ersten Lauf der Kon-
taktreaktion abgeschieden wird. Die Verfahren jedes dieser
Typen sind weiterhin wie folgt eingeteilt, je nachdem, ob
immobilisiertes Enzym oder unveréndertes Enzym ver-
wendet wird.

Wenn das erfindungsgemaésse Verfahren unter Verwen-
dung von unveriindertem Enzym entweder kontinuierlich
oder halbkontinuierlich durchgefiihrt wird, verwendet man
Phasentrennung, geeignete Filtrationsmittel oder Zentrifuga-
tion.

Wenn Phasentrennung zur kontinuierlichen Durchfiih-
rung des erfindungsgeméissen Verfahrens verwendet wird,
umfasst die Verfahrensweise die Beigabe von Wasser und/
oder von einem organischen Losungsmittel zu der aus der
ersten Reaktion resultierenden Reaktionsmischung, um die
Mischung zu einem System mit zwei Phasen, d.h. eine wéss-
rige Phase und eine hydrophobe Substratphase zu konver-
tieren (oder das Stehenlassen der unverdnderten Mischung
im Falle eines Zweiphasen-Systems Wasser - organisches
‘Lésungsmittel), das Trennen der wissrigen Phase von der
hydrophoben Substratphase durch Stehenlassen oder Zentri-
fugation, um das Enzym, das sich in der wissrigen Phase und
an der Grenzfliche zwischen Wasser und Losungsmittel
befindet, von der den gewiinschten Ester und die nicht umge-
setzten Substrate enthaltenden organischen Phase zu
trennen, und das wiederholte Verwenden des abgeschiedenen
Enzyms. Die Beigabe des organischen Losungsmittels zum
System mit der wéssrigen Phase zwecks Phasentrennung ist
wirksam, um die Trennung durch Brechen der Emulsionsbil-
dung in der Reaktionsmischung zu fdrdern. Die abgeschie-
dene organische Phase wird der Fliissig-Fliissig-Extraktion
unter Verwendung eines Unterschieds im Verteilungskoeffi-
zienten unterzogen, beispielsweise der Extraktion mit einer
wissrigen Lésung eines Niederalkohols wie Methanol,
wodurch das nicht umgesetzte Substrat wie hochpolares

Wenn das Reaktionssystem ein System mit einem wéss-
rigen Medium ist, verwendet man die Ultrafiltration, um das
Enzym zur Wiederverwendung abzuscheiden. Ultrafiltration
kann unter Verwendung von verschiedenen Ultrafilter

30 durchgefiihrt werden, die im allgemeinen im Handel

erhiltlich sind und aus chemisch widerstandsfahigen Mate-
rialien wie Polyamid, Polyimid, Hochpolymer-Elektrolyt-
Verbundmaterialien usw. bestehen.

Weiterhin kann man im Falle eines Zweiphasen-Systems

35 Wasser ~ organisches Losungsmittel die wissrige Phase vom

oligen oder organischen Lsungsmittel durch Filtration
unter Verwendung der selektiven Permeabilitét von hydro-
phoben pordsen Trennmembranen trennen. Priziser gesagt,
hydrophobe Substrate und organische Losungsmittel kénnen

40 in Mikroporen der hydrophoben Trennmembran ein-

dringen, wihrend Wasser und Enzyme, die eine grossere
Oberflichenspannung aufweisen, unfihig sind, die Ober-
fliche der Membran zu benetzen und durch die Mikroporen
durchzutreten. Dies ermdglicht das Trennen des Enzyms

45 yom Substrat und vom Reaktionsprodukt durch Filtration.

Die bei dieser Verfahrensweise zu verwendenden hydro-
phoben Trennmembranen sind solche, deren kritische Ober-
flichenspannung grésser ist als die der hydrophoben Stoffe
und kleiner ist als die von Wasser, beispielsweise solche,

50 deren kritische Oberflachenspannung etwa 0,030 bis etwa

0,055 N/m betrigt. Die Poren dieser Membranen brauchen
nicht immer kleiner zu sein als die Enzymteilchen, sie
koénnen Grossen von bis zu etwa 10 pm aufweisen. Beispiele
von verwendbaren Membranen sind handelsiibliche Mikro-

55 filtrations-Membranfilter, die aus hydrophobem Teflon und

Polypropylen hergestellt sind.

Wenn die vorstehende Phasentrennung zur kontinuier-
lichen Durchfiihrung des erfindungsgemassen Verfahrens
verwendet wird, wird die kontinuierliche Verfahrensweise

60 durchgefiihrt, indem man beispielsweise ein unverandertes

Enzym verwendet, das in Form einer wiéssrigen Lsung oder
geldst in eine wissrige Losung eines hydrophilen Stoffes vor-
liegt, der mit dem vorgenannten System mit einem wiéssrigen
Medium verwendbar ist (wenn im nachstehenden der Ter-

65 minus «wissrige Losung» fiir das Enzym verwendet wird, ist

dieser Terminus so zu verstehen, dass er die wissrige Losung
des hydrophilen Stoffes umfasst), und man verwendet einen
geeigneten Reaktor, der eine Reaktionseinheit zum Bringen
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in Kontakt und zum Umsetzen der wéssrigen Enzymldsung
mit den Substraten oder einer Lésung davon in einem organi-
schen Losungsmittel, und eine Trenneinheit zur Durchfiih-
rung der Phasentrennung aufweist. Somit werden die Reak-
tion und die Phasentrennung kontinuierlich durchgefiihrt,
um die wissrige Enzymldsung wiederholt zu verwenden,
wihrend man das gewlinschte Produkt aus der abgeschie-
denen organischen Phase kontinuierlich erhilt. Eine dlige
Phase oder eine Phase mit einem die Substrate enthaltenden
organischen Losungsmittel wird der Reaktionseinheit konti-
nuierlich zugefiihrt.

Der zur Durchfiihrung der kontinuierlichen Verfahrens-
weise geeignete Reaktor kann einer von verschiedenen
bekannten Reaktoren sein [vgl. Kagaku Kogaku (Chemical
Engineering) I1l, herausgegeben von Tokyo Kagaku Dohjin,
1964]. Typische Beispiele von geeigneten Reaktoren sind vom
Mischer-Ablagerer-Typ und vom Sprithturm-Typ.

Der Reaktor vom Mischer-Ablagerer-Typ umfasst die
Kombination von einem Mischer und einem Ablagerer zur
Trennung einer Mischung durch Schwerenunterschied. Zur
Verwendung des Reaktors werden die Substrate oder eine
Lésung davon in einem organischen Lésungsmittel kontinu-
ierlich dem mit der wissrigen Enzymldsung gefiillten
Mischer zugefithrt, wihrend die wissrige Enzyml6sung im
Mischer mit den Substraten oder einer Lésung davon unter
gleichzeitigem Riihren in Kontakt gebracht und umgesetzt
wird. Die Reaktionsmischung wird zum Ablagerer geleitet.
Wihrend sie im Ablagerer verweilt, wird die Reaktionsmi-
schung in eine wéssrige Phase und eine das gewiinschte Pro-
dukt enthaltende Substratphase oder organische Phase
getrennt (Reaktionsmischung). Wahrend die enzymhaltige
wissrige Phase zum Mischer zuriickgeleitet wird, wird die
Reaktionsmischung (Uberstand) aus dem Abscheider abge-
zogen. Somit wird das Produkt kontinuierlich erhalten.

Zur Umsetzung nach der Verfahrensweise mit einem
Sprithturm ldsst man die wéssrige Enzymldsung oder die Sub-
strate oder deren Losung in einem mit Wasser nicht misch-
baren organischen Losungsmittel im Innern des Turmes als
dispergierte Phase aufsteigen oder absteigen. Es ist besonders
von Vorteil, als dispergierte Phase die Substratphase zu ver-
wenden, weil es dann nicht nétig ist, die Enzymphase zirku-
lieren zu lassen. Diese vorteilhafte Verfahrensweise wird
durchgefiihrt, indem man die wissrige Enzymldsung in den
Turm als kontinuierliche Phase eingibt, die Substratphase
dem Turm iiber eine am unteren Teil des Turmes angeord-
nete Diise kontinuierlich zufiihrt, um die dispergierte Phase
durch die Flilssigkeitssdule der Enzymldsung steigen zu
lassen, damit deren Kontakt herbeigefiihrt und die ein Reak-
tionsprodukt enthaltende Phase von der kontinuierlichen
Phase am oberen Teil des Turmes getrennt wird, und indem
man die abgeschiedene Phase von der Spitze kontinuierlich
oder in Abfolge abzieht. Im allgemeinen braucht die konti-
nuierliche Phase der in den Turm eingegebenen wissrigen
Enzyml&sung nicht ersetzt zu werden, bis die Aktivitit des
Enzyms abnimmt, wihrend die Enzymldsung von Zeit zu
Zeit mit frischen Schiiben nachgefiillt werden kann, wenn
die Aktivitat des Enzyms abnimmt. Da die Reaktion im
Turm an der Grenzfliche zwischen den aufsteigenden
Tropfen der Substratphase und der wissrigen Enzymldsung
stattfindet, sichert diese Verfahrensweise einen wirksamen
Kontakt wihrend der anfinglichen Etappe der Tropfenbil-
dung und wihrend die Tropfen zusammenwachsen, wie es
bei der Fliissig-Fliissig-Extraktion im allgemeinen der Fall
ist. In dieser Hinsicht ist es von Vorteil, die Bildung und das
Verschwinden der Tropfen viele Male zu wiederholen. Ent-
sprechend ist die Zirkulation der Substratphase wirksam, um
das Syntheseverhiltnis des gewiinschten Esters zu verbes-
sern. Zudem kann die Reaktionsgeschwindigkeit verbessert
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werden, indem man die Grosse der Tropfen vermindert, die
Konzentration des Enzyms erhoht oder zur Erhéhung der
Kontaktdauer die Aufstiegsgeschwindigkeit der Tropfen ver-
mindert.

Die Sprithturm-Verfahrensweise kann wirksamer durchge-
fiihrt werden, indem man beispielsweise einen Turm ver-
wendet, der gelochte Platten aufweist, die in Stufen auf Zwi-
schenteilen des Turmes angeordnet sind. Die leichte disper-
gierte Substratphase tritt in der Form von Tropfen durch die
Lécher der Platte der ersten Stufe hindurch und diese
Tropfen fliessen nach oben durch die kontinuierliche Phase
der schweren Enzymlosung hindurch, wihrend diese damit
in Kontakt tritt und reagiert. Die Tropfen vereinigen sich zur
Bildung einer fliissigen Phase unterhalb der gelochten Platte
in der zweiten Stufe des Turmes, und die fliissige Phase wird
dann beim Durchgang nach oben durch die zweite gelochte
Platte wieder zu Tropfen verwandelt. Diese Verfahrensweise
wird wiederholt. Entsprechend werden die Bildung und das
Verschwinden der Tropfen innerhalb des mit den gelochten
Platten versehenen Turmes mehrere Male wiederholt, um
eine verbesserte Wirksamkeit zu erreichen.

Gleichwohl ist mit Vorteil ein Turm mit einer Mehrzahl
von Blendenplatten im Flusskanal innerhalb des Turmes ver-
wendbar, um die Kontaktdauer zwischen den beiden Phasen
zu verldngern, wie auch ein Turm, der mit einem geeigneten
Material anstelle der gelochten Platten oder Blendenplatten
gepackt ist, ein Turm, der im Innern mit einem drehenden
hohlzylindrischen oder scheibenférmigen Riihrer zum Her-
beifiihren einer mechanischen Riihrung versehen ist, ein
Turm (Scheibel-Turm) mit wechselweise in Stufen angeord-
neten Packungsmaterial und Rithrmittel, ein Pulsationsex-
traktor zum Herbeifiihren einer Schiittelwirkung durch Pul-
sierung anstelle von mechanischer Riihrung, ein Podbiel-
niak-Extraktor, ein Luwesta-Extraktor und dhnliche Zentri-
fugalextraktoren, welche die mit Hochgeschwindigkeitsrota-
tion erreichte Zentrifugalkraft verwenden. Diese Vorrich-
tungen kdnnen in Kombination verwendet werden.

Das erfindungsgemisse Verfahren umfasst ausserdem eine
Verfahrensweise, bei welcher die hydrophile wissrige
Enzyml6sung auf der einen Seite einer pordsen Reaktions-
membran und die hydrophoben Substrate oder eine Losung
davon in einem wasserhaltigen organischen Losungsmittel
auf der anderen Seite der Membran eingebracht werden, um
die Enzymlésung durch die Mikroporen der Membran hin-
durch mit der Substratphase in Kontakt zu bringen und die
Substrate umzusetzen. Mit dieser Verfahrensweise kann der
gewiinschte Ester hergestellt werden, und das Enzym ist ohne
Vermischung der Enzymldsung mit den Substraten wieder-
holt verwendbar.

In diesem Falle wird das Enzym durch die Membran von
den Substraten ohne Vermischung getrennt und durch die
Mikroporen der Membran hindurch mit den Substraten in
Kontakt gebracht, so dass die Reaktionsmischung kontinu-
ierlich dem System entzogen werden kann, wihrend die Sub-
strate zur einen Seite der Membran kontinuierlich zugefiihrt
werden. Diese Verfahrensweise verhindert daher die Emul-
gierung der Reaktionsmischung, den Eintritt des Enzympro-
teins in die Substratphase oder die Verminderung der Enzym-
aktivitdt durch die Substrate, sie befreit ausserdem die Reak-
tion von einer hinderlichen Wirkung vom Enzymstabilisator
oder dergleichen, die der wissrigen Phase beigegeben
werden. Weil die Reaktion zudem bei Raumtemperatur
unter hermetischem Verschluss durchgefiihrt werden kann,
werden beim Ablauf der Reaktion keine Nebenreaktionen
wie Autooxidation des Substrats, Isomerisation oder Ver-
schiebung der Doppelbindung miteinbezogen, auch wenn die
Substrate eine niedrige Stabilitit gegeniiber der Oxidation
aufweisen.



Das zur Verwendung bei der vorstehenden Verfahrens-
weise geeignete Material der pordsen Reaktionsmembran ist
nicht spezifisch beschrinkt. Beispiele von verwendbaren
Materialien sind anorganische Materialien wie Glas,
Keramik, netzférmiger und pordser rostfreier Stahl, Kunst-
harze wie Teflon, Polypropylen, Polyethylen und dhnliche
Polyolefinen, Cellulosederivate wie regenerierte Cellulose,
Nitrocellulose und Acetylcellulose, und organische Materia-
lien wie Nylon 66 und dhnliche Polyamide, Polycarbonate
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Widerstand durchzutreten, d.h. ein Wert, bei welchem
Wasser durchsickert. Im allgemeinen liegt der Druck vorteii-
hafterweise im Bereich von etwa 0,001 bis etwa 20 Bar. Wenn
die Membran hydrophil ist, ist es von Vorteil, einen Druck

5 von etwa 0,001 bis etwa 20 Bar auf die Substratseite anzu-

legen, um zu verhindern, dass die wéssrige Enzymldsung
durch die Mikroporen der Membran hindurch in die Sub-
stratseite hinein eindringt. Die der einen Seite der Membran
zugefiihrte wissrige Enzymldsung braucht im aligemeinen

und dergleichen. Geeignet ist es, wenn die Membran im all- 10 nicht ersetzt oder nachgefiillt zu werden, bis ihre Aktivitét

gemeinen eine Porengrdsse von etwa 0,05 um bis etwa 10 um

nachlasst, und die Losung braucht nicht geriihrt oder zirku-

aufweist. Typisch fiir solche Membranen sind handelsibliche liert zu werden. Zur Umsetzung tritt die der anderen Seite

Membranfilter fiir Mikrofiltration. Als solche Membran-
filter wohlbekannt sind hydrophile Filter aus Acetylceltu-

der Membran zugefiihrte Substratphase mit dem Enzym
durch die Mikroporen der Membran hindurch in Kontakt.

lose, Nitrocellulose, regenerierter Cellulose und dergleichen, 15 Das Syntheseverhiltnis steigt mit einer Verlangerung der

und hydrophobe Filter aus Teflon, Polypropylen und der-
gleichen. Jedes dieser Filter ist erfindungsgemass ver-
wendbar. Als weitere Eigenschaften ist es von Vorteil, wenn
die Reaktionsmembran eine Dicke von etwa 10 bis etwa

100 jum, besser von etwa 20 bis etwa 50 um, und eine Poro-
sitdt von 20 bis 80%, besser von etwa 40 bis etwa 60% auf-
weist. Die Membran ist in ihrer Form nicht spezifisch
beschrinkt, sie kann auf iibliche Weise eben sein. Sie ist
jedoch vorzugsweise hohlzylindrisch, spiralférmig, rohr-
f5rmig oder in der Form einer hohlen Faser. Wenn sie eine
derartige Form aufweist, ermoglicht die Membran den Kon-
takt zwischen dem Enzym und den Substraten iiber eine gros-
sere Fliche, als wenn sie eben ist, was die Reaktionsdauer
verkiirzt und ein verbessertes Syntheseverhiltnis erreichen
14sst.

Wenn die Reaktionsmembran zur Durchfiihrung des vor-
liegenden Verfahrens verwendet wird, kommt die wéissrige
Enzymldsung zur Umsetzung durch die Mikroporen der
Membran hindurch mit den hydrophoben Substraten in
Kontakt. Wenn die Membran hydrophob ist, dringen die
hydrophoben Substrate durch die Mikroporen der Membran
hindurch in die Enzymldsung hinein. Es ist daher von Vor-
teil, an der Enzymlosung Druck anzulegen, um diesen Nach-
teil zu vermeiden. Dieser Druck variiert in Abhangigkeit der

Kontaktdauer. Das Syntheseverhiltnis kann mit verkiirzter
Kontaktdauer verbessert werden, indem man die Kontakt-
fliche zwischen dem Enzym und den Substraten erhéht.

Die vorliegende Erfindung umfasst die Verwendung einer

20 immobilisierten Lipase oder Cholesterol-Esterase zur Durch-

fiihrung des Verfahrens. Das immobilisierte Enzym kann
hergestellt werden, indem man einen geeigneten Tréger nach
verschiedenen bekannten Verfahrensweisen verwendet, bei-
spielsweise nach der Verfahrensweise mit Einschliessen,

25 kovalenter Bindung an anorganischem Tréger, kovalenter

Bindung an organischem Tréger, Adsorption usw. Diese Ver-
fahrensweisen werden nachstehend im einzelnen
beschrieben.

Die Verfahrensweise mit Einschliessen kann unter Ver-

30 wendung von verschiedenen bekannten Trégern durchge-

fiihrt werden. Da die zur vorliegenden Reaktion zu verwen-
denden Substrate hydrophob sind, sind solche Triger von
Vorteil, die den Substraten erlauben, in Gele leicht einzu-
dringen, und die einen grossen Verteilungskoeffizienten fiir

35 hydrophobe Stoffe aufweisen. Beispiele von solchen Tragern

sind hydrophobe photovernetzbare Harzvorpolymere wie
ENTP gemiss der nachstehenden Formel (1) [cf. EuropeanJ.
Appli. Microbiol. Biotechnol,, 5, 325 (1979) und die unge-
priifte veroffentlichte japanische Patentanmeldung Sho-57-

Art des Membranmaterials. Die obere Grenze fiir den Druck 40 118792, und das Urethanvorpolymer PU gemiss der nachste-

ist im allgemeinen ein Wert, der dem Wasser erlaubt, durch
die Mikroporen der Membran hindurch gegen den darauf
von der Oberflichenspannung des Wassers verursachten

henden Formel (2) [cf. Biotechnol. Bioeng., 20, 1465-1469
(1978) und European J. Appli. Microbiol. Biotechnol., 8,
143-155(1979)].
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Die hydrophobe Eigenschaft dieser Harze kann auf pordse Keramik, Celit, pordse metallhaltige Teilchen wie
gewiinschte Weise gedindert werden, indem man im Fallevon  Titanoxid, Aluminiumoxid, pordses Silicagel, Molekular-
ENTP-Harz den Gehalt des Molekiils an Propylenoxid, oder  siebe, Aktivkohle, Ton, Kaolinit, Bentonit, Hydroxyapatit,
im Falle von PU-Harz den Gehalt an EO/PO variieren lisst. 20 Calciumphosphatgel und Alkylamin-Derivate dieser Stoffe,

Die Verfahrensweise mit Einschliessen kann unter Ver- und organische Triger, umfassend mikropordse adsorbie-
wendung von ENTP oder dhnlichen vernetzbaren Harzvor- rende Harze wie ein Harz auf Basis von Styrol oder Alkyl-
polymeren durchgefiihrt werden, beispielsweise indem man amin-Pulver, Chelat-Harze, lonenaustausch-Harze wie
dem ENTP-4000 mit einer Kettenldnge von40 nm ein Agens ~ «Dowex MWA-1» (ein schwach basisches Anionenaus-

zur Schaffung von Photoempfindlichkeit beigibt, die 25 tausch-Harz, das ein Produkt der Dow Chemical Co. ist, ein
Mischung auf etwa 60°C erwérmt, um eine Schmelze zu tertiires Amin als Austausch-Rest aufweist und auf Basis von
erhalten, die geschmolzene Mischung auf 4°C abkiihlt, der mit Divinylbenzol vernetzten Polystyrol-Ketten zusammen-

Mischung ein Enzym in Pulverform oder in einer auf einem  gesetzt ist, mit einem mittleren Porenradius von 15 nmund
pordsen anorganischen Triger wie Celit oder Siliciumdioxid  einer einem Sieb von 0,83-0,29 mm lichter Maschenweite
adsorbierten Form beigibt (ein geeigneter grenzflichenak- 30 entsprechend Teilchengrdsse), und hydrophile Cellulose-
tiver Stoff oder dergleichen kann bei diesem Schritt auch bei- Harze wie ein durch Maskierung des hydrophilen Rests eines
gegeben werden), die resultierende Mischung iiber ein durch-  Trégers auf Cellulose-Basis hergestelltes Harz, beispielsweise

sichtiges Glas oder einer Platte aus Polyester streicht, die «Cellulofine GC700-m» (ein Produkt der Chisso Corpora-
gestrichene Mischung mit einer Kunststoffabdeckung deckt,  tion mit einer Teilchengrdsse von 45-105 nm).
um die Luft zu beseitigen, die Mischung mit chemischen 35 Die Verfahrensweise mit kovalenter Bindung kann zur
Lampen wihrend einigen Minuten bestrahlt (Wellenlingen Immobilisierung des Enzyms unter Verwendung von solchen
im Bereich von 300-400 nm ; maximale Intensitét bei anorganischen Trigern durchgefiihrt werden, beispielsweise
360 nm), um die Gelierung herbeizufiihren, und die resultie-  indem man ein Alkylamin-Derivat vom anorganischen
rende Gelfolie mit dem immobilisierten Enzym in kleine Tréger herstellt, der por6sen Oberfliche des Trégers verbes-
Stiicke zerschneidet, womit das gewiinschte immobilisierte 40 serte hydrophobe Eigenschaften verleiht, und das Enzym
Enzym erhalten wird. nach der Verfahrensweise mit Glutaraldehyd oder mit Car-
Die Verfahrensweise mit Einschliessen kann unter Ver- bodiimid immobilisiert [vgl. H.H. Weetall, Methods in
wendung von PU-Harzen durchgefiihrt werden, d.h. von in Enzymology, 44, 134-148 (1976)].
hohem Masse hydrophobem PU-3 (mittleres Molekularge- Wenn als organischer Triger bei der Verfahrensweise mit

wicht 2529, NCO-Gehalt 4,2%, Ethylenoxid-Gehalt 57%, vgl. s kovalenter Bindung ein hydrophobes poréses Harz ver-

die vorangehend genannten Literaturstellen), indem man das  wendet wird, kann das Verfahren durchgefiihrt werden,
Harz auf etwa 50°C erwirmt, um es zu verfliissigen, das Harz ~ indem man das Enzym vom Harz absorbieren ldsst und dann
auf 30°C abkiihlt, dem Harz eine wissrige Enzymlosung bei-  die Verfahrensweise mit Glutaraldehyd durchfiihrt [vgl. Rev.
gibt, wahrend es noch fliessfihig ist, die Mischung wihrend Ferment. Ind. Alim., 11, 237 (1956)]. Insbesondere kann die

einiger Minuten knetet, bis die Gelierung anfingt, die sp Verfahrensweise mit kovalenter Bindung beispielsweise
Mischung auf 4°C wihrend etwa 60 Minuten hilt, um die unter Verwendung von Dowex MWA-1 durchgefiihrt
Gelierung bis zur Vollstdndigkeit zu fiihren, den Gelblock werden, indem man das Harz (1 g) mit destilliertem Wasser
auf eine geeignete Grosse schneidet, und das Produkt mit und 1/15 M Mcllvaine-Puffer (pH 5,0) wéscht, 0,2 ml

Wasser wischt, um die nicht umgesetzten NCO-Reste zuent-  Enzymlosung (1500 IE) beigibt, die Mischung zur Herbeifiih-

fernen, womit das gewiinschte Enzympriparat erhalten wird. ss rung der Adsorption iiber Nacht bei 8°C schiittelt, der

Wenn die Reaktionstemperatur 30°C iiberschreitet, kann das ~ Mischung 1 ml McIlavaine-Puffer und 80 pl einer 25%igen

Enzym teilweise inaktiviert werden, so dass man fiir die Glutaraldehyd-Losung beigibt, die resultierende Mischung

Vermeidung dieses Nachteils sorgen muss. zur Bindung des Enzyms an das Harz wihrend 10 Minuten
Zur Durchfiihrung der Verfahrensweise mit Bindung ver-  bei 8°C schiittelt, 0,2 ml 20%iges Natriumbisulfit beigibt, die

wendbare anorganische oder organische Triger sind mit Vor- e Mischung zur Entfernung eines Uberschusses an Glutaral-

teil mikropordse Triger mit einer hydrophoben pordsen dehyd wihrend 10 Minuten bei 80°C schiittelt, und die resul-
Oberfliche. Im allgemeinen weisen die Poren einen mitt- tierende Mischung wischt.

leren Radius von etwa 1 nm bis etwa 100 nm auf. Solange die Wenn als organischer Triger ein hydrophiles Harz wie
Poren dem Tréger eine héhere Bindungsfliche pro Triiger- Cellulofine GC700-m verwendet wird, kann das Verfahren
teilchen verleihen, kdnnen die Poren beispielsweise solch 65 durchgefiihrt werden, indem man die auf der Oberflache des
eine lingliche Form aufweisen, dass das Radius der Poren Harzes vorhandenen hydrophilen Hydroxy-Reste epoxidiert,
nicht bestimmt werden kann. Beispiele von vorteilhaften das epoxidierte Harz mit Ethylendiamin aminiert, das Harz

Tragern sind anorganische Tréiger, umfassend poroses Glas, mit Glutaraldehyd behandelt, um ein aldehydriertes Harz zu



erhalten, und das Harz mit dem Enzym in einem Phosphat-
puffer umsetzt.

Zur Verfahrensweise mit Adsorption verwendbare Trager
sind organische Triger, die hergestellt werden, indem man
hydrophile Polysaccharide wie Agarose-Gel mit einem Alkyl,
Phenyl, Trityl oder dhnlichen hydrophoben Rest modifiziert,
um eine hydrophobe porése Oberfliche zu schaffen, bei-
spielsweise «Octyl-Sepharose CL-4B», «Phenyl-Sepharose
CL-4B» (beides Produkte der Pharmacia Fine Chemicals)
und Trityl-Agarose-Gel, anorganische Tréger, welche die
gleichen Trager umfassen wie in der vorangehenden Bei-
spielsangabe zur Verfahrensweise mit kovalenter Bindung.
Die hydrophobe Eigenschaft der vorstehend genannten orga-
nischen Triger kann erhdht werden, indem man die Menge
der nicht-polaren hydrophoben Alkyl-Reste erhdht oder die
Hydroxyl-Reste und dhnliche Reste mit einem Alkyl-Rest
oder dergleichen modifiziert.

Bei der Verwendung von solchen organischen Trigern
kann die Verfahrensweise mit Adsorption durchgefiihrt
werden, indem man beispielsweise den Tréiger griindlich mit
Phosphatpuffer oder dergleichen wischt und dann den
Tréger und die wissrige Enzymlosung zusammen schiittelt,
um die Adsorption des Enzyms am Trager herbeizufiihren.
Diese Verfahrensweise ergibt eine hohe Ausbeute der Immo-
bilisierung im Vergleich zur Verfahrensweise mit kovalenter
Bindung. Zudem hilt und liefert der Trager, der ein hydro-
philes Gel mit daran gebundenen hydrophoben Liganden
umfasst, eine zur Entfaltung der Aktivitit des Enzyms bend-
tigte geniigende Menge Wasser. Durch Modifikation des
hydrophoben Rests erhélt der Triger zudem eine erhShte
Affinitit fiir das hydrophobe Substrat. Entsprechend ist das
nach dieser Verfahrensweise hergestellte immobilisierte
Enzym fiir das vorliegende Verfahren besonders geeignet.

Wenn bei der Verfahrensweise mit Adsorption ein anorga-
nischer Trager verwendet wird, kann das Verfahren durchge-
fithrt werden, indem man bloss den Triger und die wissrige
Enzymlosung zusammen schiittelt. Diese Verfahrensweise ist
besonders bequem und billig, die Wahrscheinlichkeit ist
geringer, dass die Aktivitit des Enzyms bei der Immobilisie-
rung vermindert wird, und physikalisch sowie chemisch
stabil.

Wenn das erfindungsgemésse Verfahren unter Verwen- -
dung des nach einer der vorangehenden Verfahrensweise
immobilisierten Enzyms chargenweise oder halbkontinu-
ierlich durchgefiihrt wird, werden das immobilisierte Enzym
und die Substrate beispielsweise in einen geeigneten Reaktor
eingegeben, um die Substrate umzusetzen, die mit dem
Enzym in einem System mit einem wissrigen Medium und/
oder in einem System mit einem organischen Losungsmittel
in Kontakt sind. Im Falle der halbkontinuierlichen Verfah-
rensweise wird das immobilisierte Enzym von der resultie-
renden Reaktionsmischung auf iibliche Weise getrennt, bei-
spielsweise durch Filtration oder Zentrifugation, und es wird
bei aufeinanderfolgenden Reaktionszyklen wiederholt ver-
wendet. Die Reaktion kann unter geeigneten Bedingungen
durchgefiihrt werden, welche das immobilisierte Enzym
nicht zerstoren, beispielsweise unter Schiitteln oder Fithren
der Substratlésung durch das Enzym zur Herbeifiihrung des
Kontakts. Der gewiinschte Ester kann aus der vom immobili-
serten Enzym getrennten Reaktionsmischung auf gleiche
Weise gesammelt werden wie in den vorangehenden Verfah-
rensweisen unter Verwendung der Phasentrennung.

Das vorliegende Verfahren kann unter Verwendung des
immobilisierten Enzyms kontinuierlich durchgefiihrt
werden, beispielsweise indem man das Enzym in eine geeig-
nete Kolonne packt, die Substrate oder eine Losung davon in
einem wasserhaltigen organischen Lésungsmittel kontinu-
ierlich durch die Kolonne fiihrt, um den Kontakt und die

1

w

25

w
w

4

<

667 284

Reaktion herbeizufiihren, die Reaktionsmischung kontinu-
ierlich sammelt und den gewiinschten Ester von der Reak-
tionsmischung trennt. Ob man nun die halbkontinuierliche
oder die kontinuierliche Verfahrensweise verwendet, kann
man gleichwohl das immobilisierte Enzym leicht gewinnen.
Dies beseitigt die Notwendigkeit, das Protein des Enzyms
beim Verfahrensschritt der Reinigung des gewlinschten
Esters zu entfernen, sichert die Wiederverwendung des
gewonnenen Enzyms, und ist daher vorteilhaft. Zudem ver-
mindert die kontinuierliche Verfahrensweise die Wahr-
scheinlichkeit, die Substrate wihrend der Umsetzung der
Luft auszusetzen, was den Vorteil hat, dass gegebenenfalls
verwendete ungeséttigte Fettsiuren und dergleichen nicht
von der Luft oxidiert werden.

Der im vorliegenden Verfahren erhaltene gewiinschte
Ester wird von der Reaktionsmischung nach einer iiblichen
Verfahrensweise getrennt und wenn erforderlich gereinigt.
Im Falle der chargenweisen Verfahrensweise kann das
gewiinschte Produkt von der Reaktionsmischung getrennt
werden, indem man beispielsweise die Mischung unter Ver-
wendung eines geeigneten Losungsmittels wie Ether der
Extraktion unterzieht, die nicht umgesetzten Fettsduren mit
einem Alkali entfernt, die Losungsschicht entwissert und
trocknet, und das Losungsmittel von der Schicht entfernt.
Das gewiinschte Produkt kann beispielsweise mittels
Kolonnen-Chromatographie gereinigt werden.

Der so erhaltene gewiinschte Ester ist bei einer breiten
Vielfalt von Anwendungen verwendbar, bei denen iiblicher-
weise Ester der gleichen Art verwendet werden.

Beispiele
Die nachstehend gegebenen Beispiele dienen der weiteren
Beschreibung der Erfindung. Es ist zu verstehen, dass die in
den Beispielen angegebenen Mengen von Enzymen in Inter-
nationalen Einheiten angegeben werden, die geméss den
nachstehenden Verfahren bestimmt werden.

Aktivitdt von Lipase

75 ml einer Lésung von Polyvinylalkohol (wofiir 18 g
Poval-117 und 2 g Poval-205, beides Produkte der Kurashiki
Rayon Co., Ltd., in 800 ml Wasser suspendiert, bei 75-80°C
bis zur vollstindigen Losung geriihrt, gekiihlt, und durch
Beigabe von Wasser auf ein Total von 1000 ml gebracht
werden) werden 22,9 Olivendl beigegeben und die Mischung
wird mit einem Homogenisator emulgiert. 5 ml der so erhal-
tenen Emulsion werden 4 m1 0,1 M Phosphatpuffer und
danach 1 ml einer Enzyml8sung beigegeben. Die Mischung
wird mit einem magnetischen Riihrer bei 500 Umdrehungen
pro Minute und bei 37°C wihrend 20 Minuten geriihrt.
Nachdem 40 ml Ethylalkohol beigegeben werden, wird die
freie Fettsdure mit 0,05 M Kaliumhydroxid titriert. Die
Menge Enzym, die unter den vorgenannten Bedingungen
1 uMol-Aquivalent der Fettsdure in 1 Minute freisetzt, wird
als 1 Internationale Einheit (IE) betrachtet.

Aktivitit von Cholesterin-Esterase

Eine Internationale Einheit (1 IE) Cholesterin-Esterase ist
die Aktivitit, die aus Kalbsserum 1 pMol Cholesterins bei
37°C in 1 Minute freisetzt. Sie wird durch Oxidation des
freien Cholesterin mittels Cholesterin-Oxidase bestimmt,
indem man die nachfolgenden Reagens-und Enzyml6sungen
verwendet und das erzeugte Wasserstoffperoxid unter Ver-
wendung von Peroxidase kolorimetrisch schétzt.

Zusammensetzung des Reagens:

0,2 M Phosphatpuffer 0,6 ml
Peroxidase (Sigma Chemical, Typ II Nr. P-8250) 0,3ml
4-Aminoantipyrin (0,35%ige wissrige Losung) 0,3ml
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Phenol (0,2 Gew.%ige wissrige Losung ) 0,3 ml
Cholesterin-Oxidase 0,6 ml

[hergestellt durch Dilution des Produkts Nr. T-04 (Toyo
Jozo Co.) mit 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0; 0,05 Gew.%
Triton X-100 enthaltend) auf 10 IE/ml]
Kalbsserum
Destilliertes Wasser

Die Enzym-Probenlosung wird hergestellt, indem man das
Enzym in 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,5;0,1% Albumin

enthaltend) 16st, um eine Konzentration von etwa 1 IE/ml zu

erreichen. Ein Anteil von 3 ml der vorgenannten Reagens-
Zusammensetzung wird in eine Kolorimetrie-Zelle einge-
geben und wahrend 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Danach
werden 0,05 ml der Enzym-Probenldsung beigegeben. Das
Mischen erfolgt durch vorsichtiges Umkippen der Zelle. Die
optische Absorption wird in vorbestimmten Zeitabstinden
bei 493 nm gemessen, um auf diese Weise die Wachstumsrate
der optischen Absorption (AAb/min) zu bestimmen. Wenn
die Differenz zwischen den vorgenannten Wachstumsraten

der optischen Absorption (AA/min = AAs - AAb) unterhalb

von 0,05 liegt, wird die Konzentration der Enzym-Probenld-
sung erhoht und die Prozedur wiederholt, bis die genannte
Differenz 0,05 oder mehr betrigt. Die Enzymaktivitit wird
wie folgt berechnet:

Enzymaktivitdt (IE/mg) =

A A/min » 3,05 1
12,0x0,5 0,05 Enzymkonzentration (mg/ml)

Das Syntheseverhéltnis des gewiinschten Esters wird auf
folgende Weise bestimmt. In den Beispielen 1-14 wird die
Reaktionsmischung angesduert und viermal mit Diethyl-

ether extrahiert, der Exktrakt wird mit Wasser gewaschen, ent- 5

wiéssert und getrocknet, dann wird der Diethylether wegde-
stilliert, und dem gesamten so erhaltenen Lipid wird eine
bekannte Menge von einem internen Normstoff (n-Dotria-
contan) beigegeben, um eine Probe fiir die quantitative
Bestimmung zu ergeben. Diese Probe wurde auf ein Chro-
marod (ein Quarztab mit daran angeschmolzenem Silicagel;
ein Produkt der Iatron; Chromarod S II) geladen, entwickelt
und in einem latroscan TH-10 (ein Wasserstoff-Flammenio-
nisations-Detektor; ein FID-Produkt der Iatron) gemessen.
Die so bestimmte Menge des synthetisierten Esters wird
durch die auf Basis der geladenen Menge berechnete theore-
tische Menge des Esters dividiert, um das prozentuale Syn-
theseverhdltnis zu erhalten. In den Beispielen 15-65 wird die
Reaktionsmischung zu einem Zweiphasen-System Wasser-
organisches Losungsmittel konvertiert, das organische
Losungsmittel wird abgeschieden, nach Einstellung auf eine
geeignete Konzentration in einer 10-30 pg Lipid entspre-
chenden Menge auf das vorangehend genannte Chromarod
geladen und schliesslich unter geeigneten Bedingungen ent-
wickelt, womit eine Trennung des gewiinschten Esters von
den nicht umgesetzten Substraten (beispielsweise Hexan/
Ether/Ameisensiure = 56/14/0,3) erreicht wird. Nétigen-
falls wird zur Trennung der Komponenten beispielsweise ein
mit Silbernitrat imprégniertes Chromarod verwendet. Nach
der Entwicklung wird das Chromarod einige Minuten lang
getrocknet und dann in einem von Entwicklungs-Ldsungs-
mitteln freien Zustand im Iatroscan TH-10 gemessen, um die
den Lipid-Komponenten in der Reaktionsmischung entspre-
chende Peak-Fliche zu bestimmen. Das Syntheseverhiltnis
des gewiinschten Esters wird auf Basis der vorangehend
genannten Fliche unter Verwendung der im entsprechenden
Beispiel angegebene Gleichung berechnet.

0,3 ml
0,3 m}

12

Sofern nichts anderes angegeben wird, wurde die Reaktion
in jedem der Beispiele in einem auf einer konstanten Tempe-
ratur von 37°C gehaltenen Raum durchgefiihrt, das Riihren
der Reaktionsmischung erfolgte mittels eines Hin-und-Her-

5 Schiittlers (20 mm X 300 Perioden pro Minute; ein Produkt
der Iwashiya Bio-Science Co., Ltd.; Typ RMR-S-20), und die
organischen Losungsmittel wurden in einem mit Wasser
gesittigten Zustand verwendet.

In den Beispielen 1-8 wurde als Enzym eine von Candida

10 cylindracea abgeleitete Lipase verwendet («Lipase MY»; ein
Produkt der Meito Sangyo Co., Ltd.). Die in anderen Bei-
spielen verwendeten Enzyme werden in den betreffenden
Beispielen angegeben.

15 Beispiel 1
In diesem Beispiel wurde die Korrelation zwischen der

Syntheserate des Esters (Syntheseverhéltnis) und dem quanti-

tativen Verhaltnis zwischen den Substraten untersucht,
indem man die Reaktion in verschiedenen Laufen durchge-

20 fithrt hat, bei welchen jeweils 100 mg Cholesterin und ver-
schiedene Mengen Olsiure als Sterin beziehungsweise Fett-
séure verwendet und in Gegenwart von 0,5 ml (500 IE) einer
wissrigen Lipaseldsung unter Rithrung wihrend 18 Stunden
miteinander in Kontakt gebracht wurden. Die so erhaltenen

25 Resultate sind in der nachstehenden Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1
30 Lauf Nr. Menge Olsiure (mg) Syntheseverhiltnis (%)
1 70 58,5
2 100 71,9
3 150 83,0
4 220 87,7
290 88,6
6 370 89,7
7 440 91,8
8 660 92,0

40

Die Daten der Tabelle 1 zeigen, dass wenn Olsdure in einer
Menge von 1-6 Mal das Gewicht vom Cholesterin verwendet
wird, der gewiinschte Ester, Cholesterin-Oleat, in einem Ver-

s0 héltnis von nicht weniger als 80% synthetisiert werden kann.
Sie zeigen auch noch, dass wenn Olsdure in einer Menge von
2-6 Gewichtsteilen (3-9 Mol) pro Gewichtsteil (Mol) Chole-
sterin verwendet wird, die Veresterung schnell abliuft und
das Syntheseverhltnis des gewiinschten Esters ein

55 Maximum erreicht,

Beispiel 2
In diesem Beispiel wurde untersucht, was fiir einen Ein-
fluss der Wassergehalt im Reaktionssystem auf das Synthese-
60 verhdltnis des gewiinschten Esters ausiibt. Daher wurde die
Reaktion unter Verwendung von 100 mg Cholesterin, 220 mg
Olsdure und 0,5 ml (500 IE) einer wissrigen Lipaseldsung
unter den gleichen Bedingungen wie im Beispiel 1 durchge-
fithrt, ausser dass dem System 0,5 ml, 1,0 m}, 2,0 ml, 4,0 ml,
65 6,0 ml oder 10,0 ml Wasser beigegeben wurden. Die Werte
des in den verschiedenen Liufen erreichten Sytheseverhilt-
nisses (nach 18 Stunden) sind in der nachstehenden Tabelle 2
aufgefiihrt.



Tabelle 2

Lauf Nr. Menge Wasser (ml)

Syntheseverhéltnis (%)

0
0,5
1,0
2,0
4,0
6,0
10,0

NN W e

87,5
97,6
97,4
98,2
97,4
96,9
92,7

Die Daten der Tabelle 2 zeigen, dass Wasser mit Vorteil in

einer Menge von 1-3 ml (etwa 10-30 Gewichtsteile pro
Gewichtsteil Cholesterin) verwendet wird.

Beispiel 3

In diesem Beispiel wurde die Reaktion in Systemen mit
einem Wasser enthaltendem organischen Losungsmittel

durchgefiihrt. Daher wurde die Reaktion unter Verwendung

von 100 mg Cholesterin, 220 mg Olséure, 0,5 m1 (500 IE)
einer wissrigen Lipaselésung und verschiedenen Mengen
von jeweils mit Wasser geséttigtem Isooctan, n-Octan oder
n-Hexan unter Rithrung wihrend 18 Stunden durchgefiihrt.
Die auf diese Weise erreichten Werte des Syntheseverhélt-
nisses des Esters sind in der nachstehenden Tabelle 3 aufge-
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indem einer Mischung von 100 mg Cholesterin, 220 mg
Olsaure und 0,5 ml (500 IE) einer wiissrigen Lipaselosung
2,0 ml Isooctan und zudem verschiedene Mengen Wasser bei-
gegeben wurden. Die auf diese Weise erreichten Werte des

5 Syntheseverhiltnisses des gewiinschten Esters sind in der
nachstehenden Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4

10 Lauf Nr. Menge Wasser (ml) Syntheseverhéltnis (%)

0 (keine Beigabe) 73,0
92,7
94,6
96,6
96,8
96,5
97,5
94,9
95,5

_
W

O 0T LD W —

SO0~ DN —

~
>
—

Beispiel 5
35 Indiesem Beispiel wurde die Reaktion auf gleiche Weise
und unter den gleichen Bedingungen wie im Beispiel 4 durch-
gefiihrt, ausser dass die Menge im System mit Wasser und
Isooctan konstant gleich 2,0 ml blieb, wihrend die Menge
Isooctan variiert wurde und Anderungen im Wert des Syn-

ftahrt. 30 theseverhéltnisses des gewiinschten Esters untersucht
wurden. Die erhaltenen Resultate sind in der nachstehenden
Tabelle 3 Tabelle 5 aufgefiihrt.
Lauf Nr. Menge Wasser (ml) Syntheseverhiltnis (%)
Wasser Tabelle 5
(ohne organische 35
Losungsmittel) Lauf Nr. Menge Wasser (ml) Syntheseverhiltnis (%)
1 87,5 1 0 (keine Beigabe) 87,9
2 Isooctan (1) 96,2 ) 0,5 94,9
3 0 96,7 03 1,0 95,1
4 4) 91,4 4 1,5 96,4
5 (6) 83,4 5 3,0 94,0
6 ® 78,8 6 4,0 90,4
7 (10 67,6 7 6,0 83,4
8 n-Octan (1) 83,5 “8 8,0 1.5
9 2 78,1
10 0] 29,8
11 ©) 139 Die Daten der Tabelle 5 zeigen, dass die kombinierte V
12 ®) 8.5 1e Daten der Tabelle 5 zeigen, dass die kombinierte Ver-
13 (10) 77 50 wendung von 2 ml Wasser und 0,5~3,0 mi Isooctan (5-30 Mal
i mehr als die Menge Sterin) das Sytheseverhéltnis des Esters
14 Isooctan (1) 76,4 stark erhoht.
15 ) 68,8
16 4) 29,6 Beispiel 6
17 (6) 11,0 55 In diesem Beispiel war die Fettsidure ein Feststoff und es
18 ®) 9,5 wurden die Reaktionen im Wasser enthaltenden organischen
19 (10) 6,6 - Losungsmittel und in Wasser verglichen. Die Reaktion

Die Daten der Tabelle 3 zeigen, dass unter den vorange-
henden Systemen die Systeme mit Isooctan das Enzym am
wenigsten inaktivieren. Wenn Isooctan in einer Menge von
0,5-3 ml verwendet wird, wird das Syntheseverhiltnis des

Esters stark erhoht.

Beispiel 4

In diesem Beispiel wurde die Reaktion wihrend 18
Stunden im System mit Wasser und Isooctan durchgefiihrt,

wurde unter Verwendung von 100 mg Cholesterin, 220 mg
einer Fettsiure in Form von Feststoff und 0,5 m1 (500 IE)

60 einer wissrigen Lipaselésung unter Rithrung wihrend 18
Stunden durchgefiihrt. Zum Durchfiihren der Reaktion im
Zweiphasen-System Wasser - organisches Losungsmittel
wurden dem Reaktionssystem ausserdem 2,0 mi n-Octan und
7,5 ml Wasser beigegeben, wihrend dem Reaktionssystem

65 zum Durchfiihren der Reaktion im System mit wéssrigem

_ Medium 2,0 ml Wasser beigegeben wurden. Als Fettsdure in
Form von Feststoff wurden jeweils Palmitinsdure und Stea-
rinsdure verwendet. Die auf diese Weise erreichten Werte
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sind in der nachstehenden Tabelle 6 aufgefiihrt. Zum Ver-
gleich werden auch die unter Verwendung von der bei Raum-
temperatur fliissigen Olsdure erhaltenen Werte in Tabelle 6
aufgefiihrt.

Die Daten der Tabelle 7 zeigen, dass auch wenn die Menge
Enzym etwa 100 IE betrigt, eine Verlingerung der Reak-
tionsdauer auf 120 Stunden eine Herstellung des
gewiinschten Esters mit einem Syntheseverhiltnis von etwa

5 80% ergeben kann.

Tabelle 6

Lauf Nr. Fettsaure Syntheseverhiltnis (%)

Zweiphasen-System wissriges

Wasser - organisches System

Lasungsmittel Loésung)
i Palmitinsdure 99,0 91,6
2 Stearinsidure 98,5 51,6
3 Olsédure 96,5 91,6

Beispiel 9

In diesem Beispiel wurde jede in Tabelle 8 angegebene
Kombination eines Sterins (in einer Menge von 100 mg) mit
10 einer Fettsdure und einem Enzym (in einer Menge von 0,5 ml

verwendet, und die Reaktion wurde in jedem in

Tabelle 8 angegebenen Reaktionssystem unter Riithrung wih-

rend 18 Stunden durchgefiihrt, um den entsprechenden

gewiinschten Ester zu ergeben. Die so erhaltenen Daten sind
15 ebenfalls in der nachstehenden Tabelle 8 aufgefiihrt.

Die in Tabelle 8 und in den nachfolgenden Tabellen fiir

Sterine,

Fettsduren, Enzyme und organische Losungsmittel

verwendeten Symbole bedeuten folgendes:

Die Daten der Tabelle 6 zeigen, dass die Verwendung vom

Zweiphasen-System Wasser - organisches Losungsmittel das 20 Sterine
Syntheseverhiltnis besonders stark erhSht, wenn die Sdure A-1
Stearinsdure ist. A-2
A3
Beispiel 7 A4
In diesem Beispiel wurden dem 100 mg Cholesterin, 25 A5
220 mg Olsiure, 2,0 ml n-Octan und 8,0 ml Wasser enthal- A-6
tenden System 0,5 ml einer Lipaselosung von variabler Kon-  A-7

zentration beigegeben, und es wurde die Korrelation zwi-

Cholesterin

B-Sitosterin

Stigmasterin

B-Cholestanin

Ergosterin

Isocholesterin

Isotridecylalkohol (ein Produkt der Kuraray Co.,
Ltd.)

schen der Enzymkonzentration und der Syntheserate des A-8 NJCOL 200A (ein Produkt der New Japan Chemical
Esters untersucht. Die Reaktion wurde unter Riihrung wih- 30 Co., Ltd.)
rend 18 Stunden durchgefiihrt. Die so erhaltenen Resultate A9 Lanolinalkohol HH (ein Produkt der Yoshikawa Oil
sind in Fig. 1 dargestellt. In Fig. 1 ist das Syntheseverhéltnis and Fat Co., Ltd.)
des Esters (%) auf der Ordinate und die Menge Enzym (in A-10  Fine Oxocol 1800 (ein Produkt der Nissan Chemical
Internationalen Einheiten, IE) auf der Abszisse eingetragen, Industries, Ltd.)
wobei das Verhiltnis des unter Verwendung von verschie- 35
denen Mengen Enzym (in IE angegeben) erhaltenen Estersin ~ Fettsduren
Abhingigkeit von diesen Mengen Enzym dargestellt ist. B-1 Olsiure
Die Daten der Fig. 1 zeigen, dass die Reaktion bei Verwen-  B-2 Palmitinsdure
dung von etwa 5000 IE Enzym pro 1000 mg Cholesterin B-3 Stearinsédure
schnell ablaufen kann und den gewiinschten Ester mit hohen 40 B-4 Linolséure

Ausbeuten ergibt. B-5
B-6
Beispiel 8
In diesem Beispiel wurde Lipase in derjenigen Menge B-7
(etwa 100 IE) verwendet, von der im Beispiel 7 gefunden 45 B-8
wurde, dass sie ein Syntheseverhiltnis von etwa 30-40% nach ~ B-9
18 Stunden Reaktionsablauf ergibt, und die enzymatische B-10
Reaktion wurde dann noch weitergefiihrt. Auf diese Weise B-11
wurde die Korrelation zwischen der Reaktionsdauer und B-12
dem Syntheseverhiltnis des Esters untersucht. Die so erhal- 50
tenen Resultate sind in der nachstehenden Tabelle 7 aufge- B-13
fiihrt.
B-14
55
Tabelle 7
Lauf Nr. Reaktionsdauer (h) Syntheseverhéltnis (%) gfllzyme
1 16 45,6 60 E-2
2 24 57,7
3 40 65,8
4 48 70,0 E-3
5 64 74,4
6 72 74,9 65
7 96 78,0 E-4
8 120 79,8

o-Hydroxypalmitinsdure

Lanolin-Fettsduren (ein Produkt der Yoshikawa Oil
and Fat Co., Ltd.)

Propionsédure

Caprinsdure

Lignocerinsdure

Bernsteinsdure

Sebacinsiure .

Isostearinsdure (ein Produkt der Emery Industries
Inc.)

PA1P (Fettsiure aus Tallol, Hauptkompnenten sind
Olsiure und Linolsiure, ein Produkt der Harima
Chemicals, Inc.)

Linolensiure (ein Produkt der Tokyo Kasei Kogyo
Co., Ltd.)

Lipase MY (von Candida cylindracea abgeleitete
Lipase; 30 IE/mg; ein Produkt der Meito Sangyo)
Lipase T-01 (von Chromobacterium viscosum abge-
leitete Lipase; 280 IE/mg; ein Produkt der Toyo
Jozo)

Lipase «Amano» (von der Species Aspergillus abge-
leitete Lipase; 4 IE/mg; ein Produkt der Amano
Pharmaceutical Co., Ltd.) )
Cholesterin-Esterase (von der Species Pseudomonas
abgeleitete Esterase; 100 IE/mg; ein Produkt der
Funakoshi Yakuhin)
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E-5 Cholesterin-Esterase T-01 (105 IE/mg; ein Produkt Organische Losungsmittel
der Toyo Jozo) S-1 n-Octan
E-6 Cholesterin-Esterase (von Candida cylindracea S-2 Isooctan *
abgeleitete Esterase; 20 IE/mg Protein; ein Produkt S-3 Cyclohexan
der Seikagaku Kogyo) 5S4 n-Hexadecan
E-7  Lipase D-10(von Rhizopus delemer abgeleitete S-5  «IP Losungsmittel 1016» (Mischung von isoparaffi-
Lipase; 10 IE/mg; ein Produkt der Amano Seiyaku) nischen organischen Lésungsmitteln mit einem
E-8 Lipase (von Rhizopus delemer abgeleitete Lipase; Cs-Gehalt von 63% und einem Cs-Gehalt von 30%;
600 IE/mg; ein Produkt der Seikagaku Kogyo Co., ein Produkt der Idemitsu Petrochemical)
Ltd.) 10 S-6 «Isopar E» (Mischung von isoparaffinischen organi-
E9  Cholesterin-Esterase (von der Milz abgeleitete Este- schen Lsungsmitteln mit einem Cs-Gehalt von 63%
rase; 11 IE/mg;ein Produkt der Oriental Yeast Co., und einem Cs-Gehalt von 30%; ein Produkt der
Ltd.) Exxon Chemicals)
Tabelle 8
Lauf Nr. Enzym Sterin Fettsaure Wasser Organisches Syntheseverhaltnis
(Mol bezogen auf Sterin) Losungsmittel
(IE) (ml) (ml) (‘%)
1 E-1(500) A-1 B-1(3) 8 S-1(2) 96,5 -
2 E-1(500) A2 B-1(3) 8 S-1(2) 95,5
3 E-1(500) A-3 B-1(3) 8 S-1(2) 69,0
4 E-1(500) A-4 B-1(3) 8 S-1(2) 92,8
5 E-1(500) A-5 B-1(3) 8 S-1(2) 55,0
6 E-1(500) A-6 B-1(1,4) 0 S-2(4,3) 70,4
7 - E-1(500) A-1 B-1(3) 8 S-1(2) 96,5
8 E-1(500) A-1 B-2(3) 8 TS1(2) 99,0
9 E-1(500) A-1 B-3(3) 8 S-1(2) 98,5
10 E-1(500) A-1 B-4(3) 8 S-1(2) 96,5
11 E-1(500) - A-1 B-5(3) 8 S-1(2) 35,0
12 E-2 (1000) A-1 B-6(3) 2 -(0) 55,0
13 E-2 (1000) A-1 B-1(3) 8 S-2(2) 85,3
14 E-3 (1000) A-1 B-1(3) 2 S-2(0,5) 55,2
15 E-4(50) A-1 B-1(3) 8 S-2(2) 96,9
16 E-5(500) A-1 B-1(3) 8 S-1(2) 97,7
17 E-5(500) A-2 B-1(3) 8 S-1(2) 88,3
18 E-6 (500) A-1 B-1(3) 8 S-2(2) 95,0
19 E-3 (1000) A-6 B-1(3) 8 S-2(2) 63,0
20 E-1(1000) A-4 B-3(3) 8 S-2(2) 99,2
Beispiel 10 Beispiel 11

Die Veresterung wurde wihrend einer in Tabelle 9 angege-
benen Zeitdauer in einem Reaktionssystem durchgefiihrt,
das aus Cholesterin (100 mg), einer in Tabelle 9 angegebenen
Fettsdure (in einer Menge von 3 Mol pro Mol Sterin), einem
in Tabelle 9 angegebenen Enzym (1000 IE) und einem Zwei-
phasen-System Wasser - organisches Losungsmittel {3 ml
Isooctan + 7 ml 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7)] bestand. Die 50
fiir jeden gewiinschten Ester so erhaltenen Werte der Synthe-
severhiltnisse sind ebenfalls in der Tabelle 9 aufgefiihrt.

Die Reaktion wurde unter Verwendung von 100 mg Chole-
45 sterin, 220 mg Olsiure, 1000 IE Lipase MY und 2 ml Isooctan
+ 8 ml10,05 M Phosphatpuffer (pH 7) durchgefiihrt, und es
wurden die- Anderungen des Syntheseverhiltnisses in Abhin-
gigkeit von der Zeit beobachtet. Die erhaltenen Resultate
sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10
Tabelle 9
ss Reaktionsdauer (h) 0,5 1,0 1,5 2,0 30 40
Lauf Nr. Enzym Fettsdure Reaktions-  Synthese- Syntheseverhiltnis (%) 83,7 94,0 97,5 98,0 98,4 985
dauer (h) verhéltnis (%)

1 E-1 B-7 48 65,4

2 E-1 B-8 18 94,3 60 Beispiel 12

3 E-1 B-6 43 - 85,5 In diesem Beispiel wurde die Reaktion wihrend 6 Stunden

4 E-1 B-5 72 72,7- unter Verwendung von 100 mg Cholesterin, 220 mg Olséure,

5 E-2 B-6 120 74,1 500 IE Lipase MY und 2 ml organisches Losungsmittel +

6 E-2 B-8 120 89,4 8 m1 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7) durchgefiihrt, und es

7 E-2 B-9 72 77,0 ¢s wurden die Anderungen des Syntheseverhaltnisses vom

8 E-2 B-11 120 42,4 Cholesterin-Oleat in Abhingigkeit von der Art des organi-

9 E-3 B-10 120 27,0 schen Losungsmittels beobachtet. Die erhaltenen Resultate
10 E-3 B-8 120 55,8 sind in Tabelle 11 aufgefiihrt.
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Tabelle 11

Lauf Nr. Organisches Losungsmittel Syntheseverhéltnis (%)
1 S-2 97,0

2 S-3 96,8

3 S-4 96,7

4 S-5 96,0

5 S-6 96,0

Beispiel 13

Eine Mischung von 10 g Cholesterin, 22 g Olsaure, 50 ml
Isooctan und 200 ml (50 000 IE) einer wassrigen Lésung von
Lipase MY wurde wihrend 18 Stunden bei 200 Umdre-
hungen pro Minute geriihrt. Danach wurde Ether beigegeben
und die Mischung mit wissrigem Natriumhydrogencarbonat
gewaschen, um die wissrige Schicht zu entfernen. Nach meh-
reren Wiederholungen dieser Vorgehensweise wurde die
Etherschicht iiber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet.
Der Ether wurde dann wegdestilliert, womit Cholesterin-
Oleat als weisses halbdurchsichtiges Rohprodukt in
96,3%iger Reinheit und mit einer Ausbeute von 16,0 g
(95,0%) erhalten wurde.

Das so erhaltene Rohprodukt (6 g) wurde auf eine Sili-
cagel-Kolonne (Wakogel C200, 160 g, ein Produkt der Wako
Pure Chemical Industries) geladen und mit 2000 m! Benzol
eluiert, womit 5,3 g Cholesterin-Oleat erhalten wurden. Das
Infrarot-Absorbtionsspektrum (IR), der Schmelzpunkt, die
Farbenentwicklung auf einer Diinnschicht-Chromatogra-
phie-Platte (TLC) und der Rf-Wert dieses Produkts lagen in
vollstidndiger Ubereinstimmung mit denjenigen des als Refe-
renz verwendeten Normstoffes Cholesterin-Oleat.

Beispiel 14

Die Reaktion wurde wihrend 45 Stunden durchgefiihrt,
indem eine Mischung von 1 g Cholesterin, 2,2 g Isostearin-
sdure (ein Produkt der Emery Industries), 0,333 g (10 000 IE)
Lipase MY, 30 ml Isooctan und 80 ml1 0,05 M Phosphatpuffer
bei 200 Umdrehungen pro Minute geriihrt wurden. Im Laufe
der Reaktion wurden der Reaktionsmischung Proben ent-
nommen, um das Syntheseverhiltnis des gewiinschten Esters
zu bestimmen. Das Verhiltnis lag bei 28,5% nach 3 Stunden,
85,9% nach 23 Stunden und 91,0% nach 45 Stunden.

Die Reaktion wurde 45 Stunden nach dem Start beendet,
worauf mit wissrigem Methanol extrahiert wurde, um das
nicht umgesetzte Substrat zu entfernen. Eine Destillation der
Isooctan-Schicht ergab 1,53 g nicht umgesetzte Isostearin-
sdure und 1,54 g des gewiinschten Isostearinsiure-Esters.

Der so erhaltene Cholesterin-Isostearinsdure-Ester ergab
einen einzigen Fleck auf einer TLC-Platte und erwies sich in
der Iatroscan-Analyse als 100% rein.

Beispiel 15
Eine Mischung von 100 mg Cholesterin, 220 mg Olséure,
8 ml Isooctan, 8 ml Wasser und 500 IE Lipase MY wurde
wihrend 3 Stunden geriihrt. Danach wurde von der oberen
Schicht eine Probe entnommen und auf das Synthesever-
héltnis des Cholesterin-Oleats analysiert. Dieses Verhiltnis
wurde auf folgende Weise berechnet:

Syntheseverhéltnis (%) =

(Gewiinschte Peak-Fliche fiir den Ester)

(Peak-Fliche fiir die erste Komponente +
gewiinschte Peak-Flache fiir den Ester)

X 100

16

Der vorangehende Terminus «erste Komponente» bedeutet

dasjenige der beiden als Reaktionssubstrate geladenen Sub-

strate, welches beziiglich der Anzahl Mol kleiner ist. Wenn
beispielsweise die Fettsdure in einer Menge von 3 Mol pro

5 Mol Alkohol geladen wird, bildet der Alkohol die erste Kom-
ponente. Entsprechend der vorangehenden Gleichung wird
das Verhiltnis gleich 100%, wenn die beztiglich der Anzahl

Mol in kleinerer Menge geladene Komponente aus der Reak-

tionsmischung verschwunden ist, und zwar unabhingig von
10 der iibrigbleibenden Menge der im Uberschuss geladenen

Menge der anderen Komponente. In der nachfolgenden

Beschreibung werden, wenn nicht anderes ausdriicklich

angegeben ist, die Daten fiir das Syntheseverhiltnis entspre-

chend der vorangehenden Gleichung (I) berechnet. Danach
15 wurde die Reaktionsmischung stehengelassen. Die resultie-
rende obere Isooctan-Schicht wurde entfernt, wihrend die

Grenzflachenportion weiterhin in Kontakt mit Wasser blieb.

Dem Riickstand wurden 5 ml Isooctan beigegeben, die

Mischung wurde geriihrt und stehengelassen, und die
20 Isooctan-Schicht wurde entfernt, worauf die in der Grenzfli-

chenportion iibrigbleibenden nicht umgesetzten Substrate

und das Reaktionsprodukt durch Waschen entfernt wurden.

Nach 5 Wiederholungen dieser Vorgehensweise wurden der

enzymhaltigen wissrigen Schicht wiederum 100 mg Chole-
25 sterin, 220 mg Olséure und 8 ml Isooctan beigegeben und die

Reaktion wurde wihrend 3 Stunden durchgefiihrt.

Die Erfindung wurde durch Wiederholung der vorange-
henden Vorgehensweise ausgeiibt, wobei die Mischung zum
Durchfiihren der Reaktion behandelt wurde, die obere die

30 Substrat- und Reaktionsprodukte enthaltende Isooctan-
Schicht entfernt wurde, wihrend die Lipase enthaltende
wissrige Schicht und die Grenzflichenschicht belassen
wurden, und die Substrate sowie Isooctan fiir den nichsten
Reaktionslauf erneut beigegeben wurden.

Die so erhaltenen Resultate sind in Fig. 2 dargestellt. In
Fig. 2 ist das Syntheseverhiltnis des Esters (%) auf der Ordi-
nate und die Zeitdauer (h) seit dem Beginn der Reaktion im
ersten Lauf (Zeitpunkt Null) auf der Abszisse eingetragen,
wobei das bei jedem Lauf durch 3 Stunden dauerndes
40 Umsetzen der neu eingegebenen Substrate miteinander

erhaltene Syntheseverhaltnis des Esters in Abhéngigkeit von

derjenigen Zeit dargestellt ist, zu der ein Substrataustausch

durchgefiihrt wurde. Wihrend der zwischen der Bestimmung

des Verhiltnisses und dem Substrataustausch liegenden Zeit-
as dauer wurde die Reaktionsmischung stehengelassen, wobei

Enzym und Substrate miteinander in Kontakt waren.

Fig. 2 zeigt, dass das Syntheseverhiltnis des Esters nach
130 Stunden noch immer nicht kleiner ist als 90% und dass
also das Enzym seine Aktivitét iiberhaupt nicht verliert,

50 wenn man es in 14 Reaktionsldufen wiederholt verwendet

(oder 43 Mal, wenn man unterstellt, dass der Reaktionslauf

in dreistiindigen Zyklen wiederholt wird).

35

55 Beispiel 16

Die Vorgehensweise vom Beispiel 15 wurde befolgt, ausser
dass die Reaktionsmischung aus 100 mg Cholesterin, 220 mg
Olsdure, 2 ml Isooctan, 8 ml Wasser und 500 IE (16,7 mg)
Lipase MY bestand.

Die erhaltenen Resultate sind in Fig. 3 auf gleiche Weise
wie in Fig. 2 dargestellt.

Fig. 2 zeigt, dass ein Syntheseverhiltnis des Esters von
mindestens 94% in jedem wiederholten dreistiindigen Reak-

60

(I) tionslauf bis zum Erreichen von etwa 130 Stunden gesichert

65 werden kann, insbesondere kann die Synthesereaktion etwa
28 Mal ohne Enzymverlust wegen eines Austausches der
Phase mit dem organischen Losungsmittel wiederholt
werden.
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: Beispiel 17 Tabelle 13
Eine Mischung von 100 mg Cholesterin und 220 mg

Olsiure wurde wihrend 18 Stunden mit 0,5 ml einer wiss- Lauf Nr. Fettséure Syntheseverhéltnis (%)

rigen Losung von 500 IE Lipase MY behandelt, wobei dem 1. Lauf 2. Lauf 3. Lauf

System Wasser in einer Menge von 0,5-10,0 m! beigegeben s - -

wurde. - 1 B-1 88,9 98,6 98,7
Nach der Umsetzung wurden der Reaktionsmischung 1 B-2 99.0 98.8 98.8

10 ml Isooctan beigegeben und die resultierende Mischung i B-3 9 8’5 98’0 98, 4

wurde stehengelassen. Die obere Schicht wurde mit Aus- ? ’ ’

nahme der Grenzflichenschicht entfernt, erneut wurden 10

100 mg Cholesterin und 220 mg Olséure der unteren Enzym-

16sung beigegeben und die Reaktion wurde wihrend 18 In diesem Beispiel wurde die Reaktion in einem Zwei-

Stunden durchgefiihrt. Die erhaltenen Resultate sind in phasen-System Wasser - organisches Losungsmittel durchge-

Tabelle 12 dargestellt. fiihrt, dann wurde das Enzym nach Konversion des Systems

15 zu einem Wasser und Isooctan enthaltenden System abge-
schieden und wiederverwendet. Aus den in der vorange-

Tabelle 12 henden Tabelle 13 dargestellten Daten geht hervor, dass die
Reaktion gut abliuft und die durch Beigabe von Wasser nach
Lauf Nr. Beigegebene Syntheseverhiltnis (%) der Reaktion durchgefiihrte Konversion des Systems zu
Menge Wasser (ml) 20 einem Zweiphasen-System Wasser - organisches Losungs-

1. Lauf 2. Lauf 3.Lauf . A 2,
. . mittel zu einer guten Phasentrennung fiihrt, wodurch das

Enzym wiedergewonnen und wiederverwendet werden kann.

1 0 87,5 86,8 87,0

2 0,5 97,6 97,3 97,4 Beispiel 19

3 1,0 97,4 97,4 973 25  Dieim Beispiel 18 nach der ersten Reaktion erhaltene

4 2,0 98,2 98,0 97,9 Reaktionsmischung wurde ohne Beigabe von 3 ml Wasser

5 4,0 97,4 91,0 96,8 durch einen 0,45 um Membranfilter aus Teflon filtriert. Die

6 6,0 96,9 96,9 96,9 verwendete Lipase MY (Pulver) blieb ungeldst, wobei sie an

7 10,0 92,7 92,0 92,0 der Wandung des Reaktionsgefisses haften blieb oder Blcke

30 bildete, sie konnte aber durch Waschen des Reaktionsge-
fasses mit zwei 10 m] Portionen von Isooctan und anschlies-
sende Filtration wiedergewonnen werden.
Das wiedergewonnene Enzym wurde zusammen mit dem
Membranfilter in dasselbe Reaktionsgefiss zuriickgebracht,
In diesem Beispiel wurde die Reaktion in einem wissrigen 35 es wurde dieselbe Substratlsung wie im Beispiel 18 beige-

System durchgefiihrt, dann wurde das System zu einem geben und die Reaktion wurde wiederum wiihrend 18

Wasser und Isooctan enthaltenden System konvertiert und Stunden durchgefiihrt. Diese Vorgehensweise wurde dreimal

dieses wurde nach Abscheidung des Enzyms in einem wiss- wiederholt. Die erhaltenen Resultate sind in Tabelle 14 dar-

rigen System wiederverwendet. Die in Tabelle 12 darge- gestelit.

stellten Daten zeigen klar, dass auch wenn die Menge Wasser 40

im Reaktionssystem gross ist, das Gleichgewicht der Reak- Tabelle 14

tion sich zur Synthese hin verlagert, dass das Enzym gut :

(IE) 1t werden kann, indem das System nach der Reaktion  LaufNr. Fettsiiure Syntheseverhiltnis (%)

zu einem Zweiphasen-System Wasser - organisches Losungs-

mittel konvertiert wird, und dass ausserdem das so abgeschie- 45 I. Lauf 2 Lauf 3. Lauf
dene Enzym wiederholt verwendet werden kann, ohne Akti-
vititsverluste zu erleiden. Die vorangehenden Resultate 1 B-1 98,9 98,5 98,3
zeigen noch, dass auch wenn Cholesterin im System zum Teil 1 B-2 99,0 98,7 98,9
ungeldst verbleibt, die Synthesereaktion auf zufriedenstel- 1 B-3 98,5 97,8 98,0
lende Weise ablaufen kann. - 50
In diesem Beispiel wurde das Enzym durch Verwendung
Beispiel 18 eines Membranfilters abgeschieden und wiederverwendet.
Die Reaktion wurde in einem Reaktionssystem durchge- Die in Tabelle 14 dargestellten Daten zeigen, dass ein in dis-
fiihrt, das aus 100 mg Cholesterin, 220 mg einer von verschie- 55 pergiertem Zustand vorliegendes Enzym durch Filtration
denen Fettsduren, 500 IE Lipase MY und 10 ml Isooctan zwecks Wiederverwendung wiedergewonnen werden kann.

bestand. Danach wurden 3 ml Wasser beigegeben und die
Mischung wurde geriihrt, worauf eine Phasentrennung als

Zweiphasen-System Wasser - organisches Losungsmittel Beispiel 20
folgte. Die Isooctan-Schicht wurde mit Ausnahme der Grenz- 60 Einer Substratlosung aus 100 mg Cholesterin, 220 mg
flichenschicht entfernt, eine Substratlosung aus 100 mg Olsdure und 10 ml Isooctan wurden 500 IE (16,7 mg) pulver-
Cholesterin, 220 mg der jeweiligen Fettsdure und 10 ml formiger Lipase MY beigegeben und die Reaktion wurde
Isooctan wurde erneut der iibrigbleibenden wiéssrigen wihrend 18 Stunden durchgefiihrt. Die Reaktionsmischung
Enzymlosung beigegeben und die Reaktion wurde wihrend wurde bei 8000 Umdrehungen pro Minute wahrend 10
18 Stunden durchgefiihrt. 65 Minuten zentrifugiert, um dadurch die suspendierten

Die vorangehend angegebene Vorgehensweise wurde Enzymteilchen zu fillen. Der Uberstand wurde durch

dreimal wiederholt. Die erhaltenen Resultate sind in Tabelle ~ Dekantieren entfernt, die Enzymteilchen wurden zum selben
13 dargestellt. . Reaktionsgefiss wie zuvor zuriickgebracht und nach Beigabe
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einer neuen Portion der Substratlésung wurde die Synthese- Die nicht durchtretende wissrige Enzymlosung wurde

reaktion wiederholt. zum Reaktionsgefiss zuriickgeleitet und nach erneuter Bei-
Die vorangehende Vorgehensweise zur Synthesereaktion gabe derselben Substratlosung wie im vorangehenden wurde

wurde insgesamt dreimal wiederholt. Das Syntheseverhdltnis ~ die Reaktion wieder wiihrend 72 Stunden durchgefiihrt.

lag bei 98,5% in der ersten Reaktion, 97,3% in der zweiten s Das Syntheseverhiltnis lag bei 73,2% in der ersten vorste-
Reaktion und 96,8% in der dritten Reaktion. hend genannten Reaktion und bei 69,5% in der zweiten
Dieses Beispiel, in welchem die Sythesereaktion in einem Reaktion.
System mit einem wasserhaltigen organischen Losungsmittel Dieses Beispiel, in welchem die Synthesereaktion in einem
durchgefiihrt und das Enzym durch Zentrifugation von der Zweiphasen-System Wasser - organisches Losungsmittel
Reaktionsmischung getrennt und wiederverwendet wurde, 10 durchgefiihrt und die Reaktionsmischung unter Verwendung
zeigt, dass ein im Reaktionssystem suspendiertes Enzym einer hydrophoben pordsen Membran zum selektiven
durch Zentrifugation zwecks Wiederverwendung wiederge- Durchlassen des organischen Losungsmittel filtriert wurde,
wonnen werden kann. zeigt, dass die wéssrige Enzyml6sung durch Verwendung der
auf die Oberflichenspannung basierenden selektiven Per-
Beispiel 21 15 meabilitdt der Membran auch von der einigermassen emul-
Einer Substratlésung aus 100 mg Cholesterin, 220 mg gierten Reaktionsmischung getrennt werden kann.
a-Hydroxypalmitinsdure und 2 ml Isooctan wurde eine wiss-
rige Losung von 1000 IE (33,3 mg) Lipase MY in 8 ml Wasser ' Beispiel 22
beigegeben und die Reaktion wurde wihrend 72 Stunden Die Reaktion wurde auf gleiche Weise wie im Beispiel 15
durchgefiihrt. Nach der Umsetzung wurde die Portionder 20 unter Verwendung einer in Tabelle 15 angegebenen Alkohol-
Reaktionsmischung in der emulgierten oberen Schicht por- Komponente (in einer Menge von 100 mg) zusammen mit

tionsweise filtriert, wobei eine aus Polypropylen hergestellte ~ den jeweils in derselben Tabelle in spezifizierten Mengen
hydrophobe porése Membran «Duraguard 2400» (Porositit ~ angegebenen Fettsduren bzw. Enzymen durchgefiihrt, wobei
38%; maximale Porengrosse 0,02 % 0,2 pm; kritische Ober- jeweils die in derselben Tabelle angegebenen Reaktionssy-
flichenspannung 0,35 n/m; ein Produkt der Polyplastics Co.)2s steme und Reaktionszeiten verwendet wurden, und die wéss-
verwendet wurde. Die wissrige Enzyml6sung konnte wegen  rige Enzymldsung wurde von der Phase mit dem den

ihrer Oberflichenspannung, die hoher ist als die kritische gewiinschten Ester und nicht umgesetzte Substrate enthal-
Oberflichenspannung dieser Membran, die Oberflédche tenden organischen Losungsmittel getrennt. Auf diese Weise
dieser Membran nicht benetzen und daher konnte sie nicht wurde die Synthesereaktion unter wiederholter Verwendung

durch die auf der Membranoberfliche befindlichen Mikro- 30 des Enzyms wiederholt. Die erhaltenen Resultate sind eben-
poren durchtreten, wihrend Isooctan die Mikroporen durch-  falls in Tabelle 15 angegeben. In der Tabelle bedeutet «PB»

drang. ein 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7.0).
Tabelle 15
Lauf Nr. Enzym Alkohol Fettsdure PB Organisches Zeit Syntheseverhiltnis (%)
(Mol auf Basis Losungsmittel
von Alkohol)
(iE) (ml) (ml) (h) Nr. 1 Nr.2 Nr.3 Nr.4 Nr.5 -

] E-1 (500) A-1 B-3(3) 8 S-2(2) 18 98,5 98,5 984 983 98,2

2 E-1(500) A-1 B-4(3) 8 S22 18 96,5 958 96,1 957 96,3

3 E-1 (1000) Al B-8(3) 8 S-2(2) 18 94,3 941 942 93,8 939

4 E-1(1000)  A-l B-12(3) 8 S-2(2) 45 91,0 90,7 88,4 - -

5 E-1(1000)  A-l B-6 (3) 8 $-2(2) 48 855 860 80,1 - -

6 E-1(500) A-2 B-1(3) 8 S-2(2) 18 954 956 951 948 949

7 E-1(500) A-3 B-1(3) 8 S-2(2) 18 69,3 69,0 70,7 679 69,0

8 E-1(500) A-4 B-1(3) 8 S-2(2) 18 928 947 93,1 90,9 925

9 E-1(500) A5 B-1(3) 8 S-2(2) 18 553 560 558 553 56,0
10 E-1(500) A6 B-1(3) 8 S-2(2) 18 70,5 70,3 71,4 69,1 70,2
i1 E-2(1000) A-1 B-1(3) 8 S-2(2) 18 853 87,0 848 836 851
12 E-3 (1000) A-1 B-1(3) 8 S-2(2) 18 552 56,5 56,4 553 552
13 E-5 (500) A-1 B-1(3) 8 S-2(2) 18 97,7 979 968 97,3 975
14 E-1(500) A-l B-1(3) 8 S-3(2) 18 96,8 96,7 96,7 968 96,8
15 E-1(500) A-1 B-1(3) 8 S-4(2) 18 9,7 96,8 96,7 96,6 96,5
16 E-1(500) A-1 B-1(3) 8 S-5(2) 18 96,5 96,5 96,7 96,6 96,5
17 E-1 (500) A-l B-1(3) 8 S-6 (2) 18 96,0 962 960 961 96,3
18 E-1(500) A-1 B-1(3) 8 S-1(2) 18 9,5 964 96,4 96,5 964
19 E-1(1000) A9 B-8(1,2) 8 S$-2(2) 5 86,7 872 884 850 874
20 E-1 (1000) A-9 B-3(1,2) 8 S-2(2) 5 843 851 837 858 844
21 E-1 (1000) A9 B-1(1,2) 8 $2(2) 5 969 950 955 949 948
2 E-1(1000) A9 B-13(1,2) 8 S-2(2) 5 969 952 949 959 96,1
23 E-1(1000) A9 B-6(1,2) 8 S-2(2) 24 879 860 89,7 87,8 86,0
24 E-1(1000)  A-8 B-8(1,2) 8 S-2(2) 24 64,7 654 634 - -
25 E-1(1000) A-8 B-3(1,2) 8 S-2(2) 24 97,9 982 97,0 - -
26 E-1(1000) A-8 B-1(1,2) 8 S-2(2) 5 94,5 956 97,6 - -
27 E-1(1000)  A-8 B-13(12) 8 S-2(2) 5 809 923 904 - -
28 E-1(1000) A-8 B-6(1,2) 8 S-2(2) 24 942 938 943 - -
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Tabelle 15 (Fortsetzung)
Lauf Nr. Enzym Alkohol Fettsdure PB Organisches Zeit Syntheseverhiltnis (%)
(Mol auf Basis Losungsmittel
von Alkohol)
(IE) (ml) (ml) (h) Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4 Nr.5
29 E-1(1000) A-7 B-3(1,2) 8 S-2(2) 72 79,1 782 - - -
30 E-1(1000) A7 B-1(1,2) 8 S2(2) 72 943 942 - - -
31 E-1(1000) A7 B-13(1,2) 8 S-2(2) 72 959 943 - - -

Die Daten in Tabelle 15 zeigen, dass es bei allen verwen-
deten Kombinationen von verschiedenen Alkoholen, Fett-
siuren, Enzymen und organischen Losungsmitteln moglich
ist, in einem Zweiphasen-System Wasser - organisches
Lésungsmittel das Enzym zu trennen und wiederzuver-
wenden, wobei die wiederholte Verwendung des Enzyms nur
geringe Verluste an Enzym zur Folge hat.

Beispiel 23

Unter Verwendung einer Apparatur zur kontinuierlichen
Umsetzung, umfassend eine Glaskolonne (G) von 2 cm
Innendurchmesser und 2 m Linge, eine Pumpe (P1) und
einen Auffangbehilter (T1), wie es aus dem Flussdiagramm
der Fig. 4 ersichtlich ist, wurde ein Teil (G2) der Kolonne mit
600 ml einer wissrigen Losung von Lipase MY in einem
0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0) mit einer Enzymkonzentra-
tion von 125 IE/ml gefiillt. Eine Substratlésung aus 2500 mg
Cholesterin, 2500 mg Olsdure und 250 ml Isooctan wurde
mittels der Pumpe (P1) in den die wissrige Enzymldsung ent-
haltenden Schichtteil (G2) mit einer Fliessgeschwindigkeit
von 9,5 ml/Minute eingeleitet, und zwar in Form von
kleinen 6ligen Trdpfchen durch eine am Boden der Kolonne -
(G) angeordnete Diise (N1). 7

Die eingeleiteten kleinen Trpfchen stiegen dank der
Injektionskraft und ihrer Schwimmfihigkeit durch die wiss-
rige Enzyml6sung hindurch, wihrend sie der Reaktion unter-
zogen wurden, und sie wurden am oberen Teil (G1) der Glas-
kolonne als eine das Reaktionsprodukt enthaltende Isooctan-
Schicht abgeschieden.

Man liess diese Isooctan-Schicht durch eine Diise (N2)
iiberlaufen und fiihrte sie mittels einer Pumpe (P2) iiber den
Auffangbehilter (T1) wieder zur Schicht mit der wissrigen
Enzymlosung (G2).

Auf diese Weise wurde die Reaktion durchgefiihrt, wih-
rend die Substratldsung durch die wissrige Enzymlosung
hindurch mehrmals rezykliert wurde. Die Anderungen des
Syntheseverhiltnisses des Esters in Abhingigkeit der gemes-
senen Zeitdauer sind in Fig. 5 dargestelit.

In Fig. 5 ist das Syntheseverhéltnis (%) auf der Ordinate
und die Zeitdauer der Zirkulation (h) auf der Abszisse einge-
tragen, wobei die Werte des Syntheseverhéltnisses aufgrund
von Proben, die der in den Auffangbehilter (T1) fliessenden
Reaktionsmischung zu vorbestimmten Zeiten entnommen
wurden, bestimmt und in Abhéngigkeit von den entspre-
chenden Zirkulationszeiten dargestellt worden.

Fig. 5 zeigt, dass das Verhéltnis in etwa 4 Stunden 95%
erreicht, was beinahe einen Gleichgewichtszustand bedeutet.
Es ist auch erkennbar, dass, weil die Zuleitungsrate zur
Kolonne 9,5 ml/Minute betrigt, es etwa 26,3 Minuten
braucht, bis die gesamten 250 m| Substratlosung mit der
wiissrigen Enzyml6sung einmal in Kontakt getreten sind,
und dass eine etwa 9-malige Zirkulation die Reaktion zum
Gileichgewichtszustand fiihrt. Die Anzahl der Zirkulationen
variiert selbstverstindlich in Abhéngigkeit von der Art und
Weise, wie die Tropfchen gebildet und vernichtet werden und
von der Retentionsdauer, und diese Anzahl kann durch Ver-

wendung von Kolonnenpackungen, Blendenplatten, Riih-
rung usw. geiindert werden.
15
Beispiel 24
Unter Verwendung eines Reaktionsgefisses zur kontinu-
ierlichen Umsetzung, umfassend eine Glaskolonne (G) von

2 cm Innendurchmesser und 2 m Linge, Pumpe (P1, P2, P3),
20 einen Verteiler (B), einen automatischen Probensammler

(A), einen Auffangbehilter (T1), ein Mischgeféss (T2), einen

Rohstofftank (T3), einen Tank fiir die Reaktionsmischung

(T4) und ein Testglas (T5), das einen die Reaktion been-

denden Agens enthilt, wie es aus dem Flussdiagramm der
25 Fig. 6 ersichtlich ist, wurde ein Teil (G2) der Kolonne mit

600 ml einer Losung von Lipase MY mit einer Enzymkon-

zentration von 125 IE/ml in einem Phosphatpuffer (pH 7,0)

gefiillt. Eine Substratlosung aus 2000 mg Cholesterin,

3000 mg Olsdure und 600 ml Isooctan wurde mittels der
30 Pumpe (P1) in den die wissrige Enzymldsung enthaltenden
Schichtteil (G2) mit einer Fliessgeschwindigkeit von
15,5 ml/Minute eingeleitet, und zwar in Form von kleinen
ligen Tropfchen durch eine am Boden der Kolonne
angeordnete Diise (N1).

Die eingeleiteten kleinen Tropichen stiegen dank der
Injektionskraft und ihrer Schwimmféhigkeit durch die wiss-
rige Enzymldsung hindurch, wihrend sie der Reaktion unter-
zogen wurden, und sie bildeten am oberen Teil (G1) der
Glaskolonne eine das Reaktionsprodukt enthaltende
Isooctan-Schicht. Man liess diese Isooctan-Schicht durch eine
Diise (N2) iiberlaufen und hielt sie zeitweise im Auffangbe-
halter (T1) zuriick, wihrend ein Teil davon kontinuierlich
abgezogen und iiber den Verteiler (B) mit einer Fliessge-
schwindigkeit von 0,25 ml/Minute mittels einer Pumpe (P2)
zum Tank fiir die Reaktionsmischung (T4) zugeleitet wurde.

Der aus dem Auffangbehilter (T1) iiberlaufende iibrigblei-
bende Teil der Isooctanldsung wurde in das Mischgeféss (T2)
eingeleitet und mit einer neuen Portion der Substratldésung
von gleicher Zusammensetzung wie im vorangehenden
gemischt, wobei diese Substratlosung aus dem Rohstofftank
(T3) mit einer Fliessgeschwindigkeit von 0,25 ml/Minute
mittels der Pumpe (P3) zugeleitet wurde. Die resultierende
gemischte Substratlosung wurde erneut mit einer Fliessge-
schwindigkeit von 15,5 ml/Minute in den Teil (G2) der Glas-
kolonne mittels der Pumpe (P1) eingeleitet.

In 3-stiindigen Zeitabstinden entnahm der automatische
Probensammler (A) Proben aus der Reaktionsmischung und
er leitete diese Proben zum Testglas (T5), der einen die Reak-
tion beendenden Agens (1:1 Aceton + Ethanol) enthielt.

Auf diese Weise wurde die Reaktion durchgefiihrt, wih-
rend die Substratlésung durch die wissrige Enzymldsung
hindurch mehrmals rezykliert wurde, wihrend in 3-stiin-
digen Zeitabstinden Proben aus der Reaktionsmischung vom
automatischen Probensammler (A) entnommen und in
bezug auf das Syntheseverhiltnis des Esters untersucht
wurden. Die so erhaltenen Daten sind in Fig. 7 dargestellt.

In Fig. 5 ist das Syntheseverhiltnis (%) auf der Ordinate
und die Zeitdauer (h) seit dem Beginn der Reaktion (Zeit-
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punkt Null) auf der Abszisse eingetragen, wobei diec Werte
des Syntheseverhiltnisses in Abhéngigkeit von den entspre-
chenden Zeiten dargestellt sind.

Wihrend der Zeitdauer seit dem Beginn der Reaktion bis
etwa 2 Stunden danach befand sich die Isooctan-Schicht im

oberen Teil (G1) der Kolonne in einem emulgierten Zustand,

mit fortschreitender Reaktion begann sie aber, eine Zwei-
phasen-Abscheidung zu zeigen, und die Trennung war nach
etwa 5 Stunden vollstindig.

Fig. 7 zeigt, dass wenn man als Reaktionssystem ein
System mit Wasser und organischem Losungsmittel ver-
wendet, eine Emulgierung auch nicht in einer einfachen
Sprithkolonne stattfindet wie diejenige, die in Fig. 6 darge-
stellt ist, sondern dass der gewiinschte Ester unter wieder-

durch eine pordse Reaktionsmembran hindurch miteinander
in Kontakt gebracht werden, kann die eine hohe Oberfla-

chenspannung aufweisende wéssrige Enzymldsung weder die
hydrophobe Membran benetzen noch durch die Mikroporen

5 der genannten Membran hindurchtreten, somit wird sie mit

den hydrophoben Substraten in der Substratldsung nicht
gemischt. Es dringen im Gegenteil die hydrophoben Sub-
strate in die Mikroporen der hydrophoben Membran hinein
und sie kommen in Kontakt mit derjenigen Portion des

10 Enzyms, die auf der genannten hydrophoben Grenzschicht

an der unteren Seite der Membran absorbiert ist. In diesem
Falle fiihrt eine Erh6hung der Frequenz des Kontakts zwi-
schen dem Enzym und den Substraten zu einer verkiirzten
Reaktionsdauer. Somit kann die Verwendung eines krepp-,

holter Verwendung des Enzyms kontinuierlich synthetisiert 15 spiral-, rohr-, hohifaserformigen oder dhnlichen Typs von

werden kann, ohne dass man das Enzym wiihrend 150
Stunden oder noch mehr auswechseln oder nachfiillen muss,
wiihrend das Syntheseverhéltnis auf 95% oder mehr gehalten
werden kann.

Beispiel 25

Ein Gefiss wurde mittels einer aus Polypropylen herge-
stellten hydrophoben Membran «Duraguard 2500» [ein Pro-
dukt der Polyplastics Co.; Dicke 25 pm; mittlere Porengrésse
0.1 um; maximale Porengrosse 0,04 X 0,4 um ; Porositit 45%:;
wirksame Oberflichengrésse (Membranfliche minus die
zum Ausriisten des Gefésses mit der Membran nétige
Fliche) 9,6 cm?, in zwei Rdume unterteilt, einen oberen und
einen unteren. Der untere Raum (Kapazitit 50 cm?®) wurde
mit 50 cm? einer wéssrigen Losung von Lipase MY mit einer
Enzymkonzentration von 62,5 IE/ml gefiillt. Ein mit diesem
Raum verbundenes Verbindungsrohr war ebenfalls mit der
gleichen wissrigen Enzymldsung gefiillt, so dass der Fliissig-
keitspegel etwa 20 cm hoher stand als die Membran.

Der obere Raum des vorgenannten Gefisses wurde mit
einer Substratlésung geladen, die aus 20 g Cholesterin, 44 mg
Olsdure und 10 ml Isooctan bestand. Das gesamte Gefiss
wurde auf einem Schiittler mit einem Hub von 6 cm und

einer Frequenz von 120 Perioden pro Minute geschiittelt, um 4o

die Reaktion durchzufiihren.

Nach 18 Stunden Reaktionsdauer betrug das Synthesever-
héltnis 94,6%. Das Reaktionssystem war nicht emulgiert. Es
wurde kein Eindringen von Wasser in die Substratphase
beobachtet.

Wenn die Reaktion auf die vorangehend dargestellte Weise

durchgefiihrt wird, indem das Enzym und die Substrate

Membran anstelle des vorangehend erwéhnten flachen
Membrantyps dazu dienen, die Reaktionsdauer weiter zu
verkiirzen.

Beispiel 26
Eine durch Oberflichenbehandlung hydrophil gemachte
Membran «Duraguard 3501» (ein Produkt derselben Firma
wie im vorangehenden; Dicke, Porengrdsse und Porositiit
waren die gleichen wie im vorangehenden) wurde anstelle

25 der im Beispiel 25 verwendeten Membran «Duraguard 2500»

verwendet. Die von der Membran getrennten Riume, der
obere und der untere, wurden jeweils mit der gleichen Sub-
stratldsung und Enzymldsung wie im vorangehenden
geladen. Im Verbindungsrohr stand der Fliissigkeitspegel

30 gleich hoch wie die Membran.

Die Reaktion wurde wihrend 18 Stunden auf gleiche
Weise wie im Beispiel 25 durchgefiihrt. Das Reaktionssystem
war nicht emulgiert, und das Syntheseverhiltnis betrug
92,0%.

Wenn wie in diesem Beispiel eine hydrophile Membran
verwendet wird, tritt die wéssrige Enzymldsung durch die
Mikroporen der Membran hindurch und sie kommt mit den
Substraten im oberen Teil der Membran in Kontakt und
katalysiert dort die Reaktion.

Beispiel 27
Die Vorgehensweise vom Beispiel 25 wurde unter Verwen-
dung von 4 Arten von Membranen wie in Tabelle 16 darge-
stellt befolgt. Das Volumen des unteren Raumes betrug 4 cm3

45 und die anderen Reaktionsbedingungen waren die gleichen

wie im Beispiel 25. Die erhaltenen Resultate sind ebenfalls in
Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16

Lauf Nr. 1 2 3 4
Membranmaterial Regenerierte Cellulose Teflon Nitrocellulose Nitrocellulose
Mittlere Porengrdsse (jum) 0,45 0,5 0,45 3,0
Hohenunterschied zwischen

Verbindungsrohr und Membran (cm) 0 30 0 0
Reaktionsdauer (h) 120 23 23 23
Syntheseverhiltnis (%) 63,2 80,7 70,2 85,4
Emulgierung keine keine keine keine

Die in Tabelle 16 angegebenen Daten zeigen, dass die Syn- Beispiel 28

thesereaktion mit jeder Membran ohne Emulgierung des
Reaktionssystems gleichmissig ablauft.

Es wurde die gleiche Membran wie im Beispiel 25 ver-
wendet (ausser dass die wirksame Membranfliche 102 cm?
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betrug). Der untere Raum hatte eine Kapazitit von 82 cm? Beispiel 30
und wurde mit einer wissrigen Losung von Lipase MY mit Unter Verwendung einer wissrigen Losung von Lipase
einer Enzymkonzentration von 62,5 IE/ml gefiillt. Im Ver- MY (600 IE/ml) und einer Substratlosung, in der eine in

bindungsrohr stand der Fliissigkeitspegel 41 cm héher alsdie  Tabelle 19 spezifizierte Alkohol-Komponente (100 mg) mit
Membran. Der obere Raum wurde mit einer Substratiésung 5 einer Fettsdure und einem organischen Losungsmittel kom-
geladen, die aus 400 g Cholesterin, 880 mg Olsdureund 40 m!  biniert wurde, die beide in Tabelle 19 angegeben sind, wurde

Isooctan bestand. Auf dieser Membran wurde ein magneti- die Reaktion in einem geeigneten Reaktionsgefdss unter Ver-
scher Riihrer gelegt und gedreht, um die Substratphase zu wendung von Duraguard 2500 durchgefiihrt. Die erhaltenen
riithren. Das gesamte Geféss wurde in einen Raum von kon- Resultate sind in der nachstehenden Tabelle 19 zusammen

stanter Temperatur angeordnet und die Reaktion wurde wih- 10 mit den Daten iiber die Reaktionsdauer dargestellt.
rend 24 Stunden durchgefiihrt. Die erhaltenen Resultate sind
in der nachstehenden Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 19
Tabelle 17 LaufNr. Alkohol Fettsiure Organisches  Zeitdauer Synthese-
15 (Mol auf Basis Ldsungsmittel verhaltnis
Lauf Nr. Reaktionsdauer (h) Syntheseverhiltnis (%) von Alkohol)
(100 mg) (mi) (hg) (%)
1 1 10,0
2 2 22,8 1 A-1 B-1 (3) S-2(20) 18 97,1
3 3 38,7 20 2 A-1 B2 (3) S-2(20) 18 97,8
4 4 51,2 3 A-1 B-3 (3) S-2(20) 18 98,3
5 5 61,7 4 A-1 B4 (3) S-2(20) 18 96,0
6 6 70,8 5 A-1 B-8 (3) S-2(20) 18 94,5
7 7 77,0 6 A-l B-12(3) S-2(20) 45 90,8
8 8 81,5 57 A-1 B-6 (3) S-2(20) 43 86,0
9 9 87,0 8 A-2 B-1 (3) S-2(20) 18 95,1
10 10 90,0 9 A-3 B-1 (3) S-2(20) 18 69,0
11 16 95,4 10 A-4 B-1 (3) S-2(20) 18 93,1
12 24 96,2 11 A-5 B-1 3) S2(200 18 55,8
3012 A-6 B-1 (3) S-2(20) 18 71,7
13 A-9 B-8 (1,2) S-2(20) 5 87,2
14 A9 B-3 (1,2) S-2(20) 5 85,3
Die vorangehend in den Beispielen 25-28 erreichten 15 A-9 B-1 (1,2) $-2(20) 5 95,8
Resultate zeigen, dass eine grossere Membranfliche einer 16 A-9 B-13(1,2) S-2(20) 5 95,1
grosseren Menge der Substrate erméglicht, der Synthesereak- 35 17 A9 B-6 (1,2) S-2(20) 24 87,9
tion unterzogen zu werden, und dass die wirksame Mem- 18 A-8 B-8 (1,2) S-2(20) 24 66,5
branfliche einer der wichtigen Faktoren ist, welche die 19 A-8 B-3 (1,2) S-2(20) 24 97,4
Geschwindigkeit der Synthese beeinflussen. 7 20 A-8 B-1 (1,2) S-2(20) 5 94,7
21 A-8 B-13(1,2) S-2(20) 5 90,0
: Beispiel 29 4022 A-8 B-6 (1,2) S-2(20) 24 94,3
Es wurde die gleiche Membran wie im Beispiel 26 ver- 23 A7 B3 (1,2) S-2(20) 72 78,3
wendet (ausser dass die wirksame Membranfliche 10,3 cm? 24 A7 B-1 (1,2) S-2(20) 72 94,2
betrug). Der untere Raum hatte eine Kapazitit von 4,1 cm® 25 A-7 B-13(1,2) S-2(20) 72 94.5
und wurde mit einer wissrigen Losung von Lipase MY mit - 26 A-1 B-1 (3) S-3(20) 18 96,8
verschiedenen Konzentrationen gefiillt. Im Verbindungsrohr 45 27 A-1 B-1 (3)  S-4(20) 18 96,7
wurde der Fliissigkeitspegel 41 cm hoher als die Membran 28 A-1 B-1 (3) S-5(20) 18 96,4
gesetzt, und die Reaktion wurde auf gleiche Weise durchge- 29 A-1 B-1 (3) S-6 (20) 18 96,2
fithrt. 30 A-1 B-1 (3) S-1(20) 18 96,4
Die Daten fiir das Syntheseverhiltnis nach 3 Stunden sind
in der nachstehenden Tabelle 18 dargestellt. 50
Bei der Durchfiihrung der in den Beispielen 25-28 darge-
Tabelle 18 stellten Vorgehensweise ist eine kontinuierliche Synthese
7 moglich, indem man die Substrate (in Losung) einem der
Lauf Nr. Konzentration der wissrigen  Syntheseverhiltnis (%) s5 durch eine Membran voneinander getrennten Rdume
Lipaseldsung (IE/ml) zuleitet, wihrend die Reaktionsmischung kontinuierlich
abgezogen wird.
l 600 64,8
2 300 65,3 Beispiel 31
3 200 65,2 60 Zunichst wurde Lipase MY immobilisiert, indem man ein
4 100 63,2 zur Immobilisierung bestimmtes Harz auf die nachstehend
5 62,5 46,4 unter (1) oder (2) angegebene Weise beimischte.

(1) Mit 1 g ENTP-4000 (ein Produkt der Kansai Paint Co.,
Ltd.) wurden 10 mg Benzoin-Ethyl-Ether und 40 mg Sor-
: 65 bitan-Monooleat gemischt. Die Mischung wurde durch
Die Daten der Tabelle 18 legen nahe, dass die Adsorption Erwidrmung auf 60°C unter Riithrung vollstindig
des Enzyms an der Hydrophil-Hydrophob-Grenzfléche bei geschmolzen und dann auf 4°C gekiihlt. 2000 IE pulverfér-
etwa 200 IE/ml eine Séttigung erreicht. miges Enzym wurde beigegeben. Die resultierende Mischung
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wurde gut geknetet und dann mit 2 ml Isooctan verdiinnt und
in Form einer Folie von 7 cm X 10 cm X 0,5 mm Grdsse
gestrichen. Die Folie wurde mit einer durchsichtigen Poly-
esterfolie iiberdeckt und durch Belichtung (unter Verwen-
dung einer chemischen Lampe von Toshiba; 3 Minuten)
geliert. Nach der Gelierung wurde das Harz zu viereckigen
Stiicken von 4-5 mm Seitenlénge geschnitten und als Pra-
parat von immobilisiertem Enzym verwendet.

(2) Unter Verwendung von 1:1 Benzol/Heptan anstelle
von Isooctan wurde die vorangehende Vorgehensweise (1)
befolgt, wihrend die Verwendung von Sorbitan-Monooleat
ausgelassen wurde.

Jedem nach der vorangehenden Vorgehensweise (1) oder
(2) erhaltenen Enzym wurde eine Substratlésung aus 100 mg
Cholesterin, 220 mg Olsiure und 15 ml Isooctan mit 3 ml
0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0) beigegeben, und die Reak-
tion wurde wihrend 3 Stunden durchgefiihrt.

Nach Ablauf der Reaktion wurde die Reaktionsmischung
filtriert. Dem so wiedergewonnenen immobilisierten Enzym
wurde erneut die gleiche Substratldsung wie im vorange-
henden beigegeben, und die Reaktion wurde erneut durchge-
fiihrt.

Die vorangehende Vorgehensweise fiir die Reaktion wurde
insgesamt fiinfmal wiederholt. Die erhaltenen Resultate sind
in der nachstehenden Tabelle 20 dargestellt.

Tabelle 20
Lauf Nr.  Immobilisierungs- Syntheseverhiltnis (%)
verfahrensweise
1 2 3 4 5
1 0] 97,7 94,8 96,5 954 96,8
2 2) 96,5 97,0 96,3 948 954

Beispiel 32

Im vornhinein wurden 1000 IE Lipase MY mit 100 mg
Celit und 0,1 ml Wasser gemischt, um dadurch die Adsorp-
tion des Enzyms auf dem Celit zu bewirken. Danach wurde
die Mischung zu einem Préparat von immobilisiertem
Enzym gemacht, indem die Vorgehensweise (2) des Beispiels
31 befolgt wurde.

Die Reaktion wurde wihrend 4 Stunden unter Verwen-
dung des vorangehenden Préparats von immobilisiertem
Enzym und einer aus 100 mg Cholesterin, 220 mg Olséure in
5 mlIsooctan und 10 ml Isooctan mit 3 ml 0,05 M Phosphat-
puffer (pH 7,0) bestehenden Reaktionsmischung durchge-
fithrt, und das Syntheseverhiltnis wurde bestimmt.

Danach wurde die Reaktionsmischung filtriert und das so
abgeschiedene immobilisierte Enzym wurde erneut der
gleichen Reaktion als immobilisiertes Enzym unterzogen.

Die vorangehende Vorgehensweise fiir die Reaktion wurde

dreimal taglich wiederholt. Beim dritten Lauf wurde allein
das Syntheseverhiltnis bestimmt, wihrend man die Reak-
tionsmischung ohne Filtration stehenliess, wobei das immo-
bilisierte Enzym und die Substrate zusammen mit dem pro-
duzierten Ester im System koexistierten. Diese Mischung
wurde am nichsten Tag filtriert und neuen Wiederholungen
der Vorgehensweise fiir die Reaktion unterzogen. Auf diese
Weise wurde die Reaktion wihrend 10 Tagen weitergefiihrt.
Die erhaltenen Resultate werden in Fig. 8 dargestellt.

In Fig, 8 ist das Syntheseverhéltnis des Esters auf der Ordi-
nate und die Zeitdauer seit der Herstellung des immobili-
sierten Enzyms auf der Abszisse eingetragen, wobei die
Werte des Syntheseverhiltnisses nach 4 Stunden Reaktions-
dauer seit dem Austausch des Substrates in Abhéingigkeit von
der Zeit dargestellt werden.

22

Aus dieser Figur geht hervor, dass bei Verwendung eines
immobilisierten Enzyms die Aktivitit des Enzyms wihrend
mindestens 10 Tagen aufrechterhalten und die Reaktion ent-
sprechend wiederholt werden kann.

5
Beispiel 33

Ein Priparat von immobilisiertem Enzym wurde aus 2000
IE (19,0 mg) Cholesterin-Esterase T-18 (ein Produkt der Toyo
Jozo) nach der Vorgehensweise (2) des Beispiels 31 herge-

10 stellt.

Dem Priparat von immobilisiertem Enzym wurden
100 mg Cholesterin, 220 mg Olsgure und 15 ml Isooctan bei-
gegeben, und die Reaktion wurde wihrend 1 Stunde durchge-
fithrt. Nach Ablauf der Reaktion wurde die Reaktionsmi-

15 schung filtriert und das so wiedergewonnene immobilisierte
Enzym wurde fiir den ndchsten Lauf im selben Reaktionssy-
stem wie beim ersten Lauf verwendet. Auf diese Weise wurde
die Reaktion, auf 12 Tage verteilt, insgesamt 36 Mal wieder-
holt. Das Syntheseverhéltnis beim 36. Lauf betrug 93,5%.
Danach wurde die Reaktionsmischung einmal téglich
ausser an Feiertagen filtriert und es wurde die gleiche Reak-
tion im gleichen Reaktionssystem unter Verwendung des
wiedergewonnenen immobilisierten Enzyms wihrend wei-
teren 120 Tagen wiederholt, wobei die Substratldsung jeden
25 Tag durch eine frische Losung ersetzt wurde. Am letzten Tag
wurde 5 Stunden nach Start der Reaktion ein Synthesever-
hiltnis von 95,0% erhalten.

20

Beispiel 34
Nach der Vorgehensweise (2) des Beispiels 32 wurde ein
Priiparat von immobilisiertem Enzym aus 2000 IE (7,1 mg)
von aus Chromobacterium viscosum abgeleiteter Lipase
(«Lipase T-01»; ein Produkt der Toyo Jozo) hergestellt.

30

35 Dem Priparat von immobilisiertem Enzym wurden

100 mg Cholesterin, 220 mg Olsdure und 15 ml Isooctan mit

3 m1 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0) beigegeben, und die

Reaktion wurde wihrend 48 Stunden durchgefiihrt. Nach

Ablauf der Reaktion wurde die Reaktionsmischung filtriert

40 und das so wiedergewonnene immobilisierte Enzym wurde
fiir den nichsten Lauf im gleichen Reaktionssystem wie beim
ersten Lauf verwendet. Auf diese Weise wurde die Reaktion
dreimal wiederholt. Das Syntheseverhiltnis beim dritten
Lauf betrug 87,8%.

45

Beispiel 35
Ein Priparat von immobilisiertem Enzym wurde herge-
stellt, indem Lipase MY in einer Proportion von 2000 IE
50 Enzym pro Gramm Harz nach der Vorgehensweise (1) des
Beispiels 31 in ENTP-4000 eingebettet wurde.

Die Reaktion wurde unter Verwendung einer jeweils in

Tabelle 21 spezifizierten Menge des vorangehenden Pripa-

55 rats von immobilisiertem Enzym und einer Kombination
von Alkohol-Komponente, Fettsdure und organischem
Losungsmittel durchgefiihrt. Nach Ablauf der Reaktion
wurde die Reaktionsmischung filtriert und das so wiederge-
wonnene immobilisierte Enzym wurde fiir die im gleichen

6 Reaktionssystem wie beim ersten Lauf durchgefiihrte Reak-
tion wiederholt verwendet.

Die erhaltenen Resultate sind in der nachstehenden
Tabelle 21 dargestellt.

In Tabelle 21 bedeutet «Bemerkung 1» beim Reaktionssy-
stem, dass das genannte Reaktionssystem ein System war, in
welchem das Losungsmittelsystem aus 15 ml Isooctan mit
3 ml 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0) bestand.

65
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Tabelle 21
Lauf Nr. Enzym Alkohol Fettsdure Reaktionssystem Zeitdauer Syntheseverhéltnis
(Mol auf Basis von
Alkohol) ,
(1E) () L 2. 3.
1 2000 A-1 B-1 (3) Note 1 18 97,7 96,8 97,0
2 2000 A-1 B-2 (3) Note 1 18 98,7 96,7 98,5
3 2000 A-1 B-3 (3) Note ! 18 98,4 97,5 97,9
4 2000 A-1 B-4 (3) Note 1 18 96,0 96,0 96,4
5 2000 A-1 B-8 (3) Note 1 18 94,0 94,8 o953
6 2000 A-1 B-12(3) Note 1 18 85,6 83,9 87,3
7 2000 A-1 B-6 (3) Note 1 18 56,0 57,1 56,5
8 2000 A-2 B-1 (3) Note 1 18 95,1 94,8 96,2
9 2000 A-3 B-1 (3) Note 1 18 68,8 69,5 67,8
10 2000 A-4 B-1 (3) Note 1 18 93,2 94,3 93,8
11 2000 A-5 B-1 (3) Note 1 18 55,7 56,7 56,0
12 2000 A-6 B-1 (3) Note 1 18 71,3 70,7 70,9
13 4000 A-9 B-8 (1,2) Note 1 5 87,3 87,8 87,1
14 4000 A-9 B-3 (1,2) Note 1 5 85,1 86,2 85,3
15 4000 A-9 B-1 (1,2) Note 1 5 95,5 94,7 95,2
16 4000 A-9 B-13(1,2) Note 1 5 95,2 94,8 94,9
17 4000 A9 B-6 (1,2) Note 1 24 87,8 89,3 87,9
18 . 4000 A-8 B-8 (1,2) Note 1 ' 24 65,4 66,5 65,0
19 4000 A-8 B-3 (1,2) Note 1 24 97,7 97,2 97,4
20 4000 A-8 B-1 (1,2) Note 1 5 94,5 94,5 94,7
21 4000 A-8 B-13(1,2) Note 1 5 89,7 88,9 90.0
22 4000 A-8 B-6 (1,2) Note 1 24 943 93,8 94,2
23 4000 A7 B-3 (1,2) Note 1 72 78,3 77,8 -
24 4000 A-7 B-1 (1,2) Note 1 72 97,1 93,7 -
25 4000 A-7 B-13(1,2) Note 1 72 95,4 93,9 -
26 2000 A-1 B-1 (3) S-3 18 96,7 9,0 - 97,2
27 2000 A-1 B-1 (3) S-4 18 96,8 95,9 96,0
28 2000 A-1 B-1 (3) S-5 18 96,5 95,8 96,2
29 - 2000 A-1 B-1 (3) S-6 18 96,0 95,8 96,2
30 2000 A-1 B-1 (3) S-1 18 96,4 96,3 96,8
Beispiél 36 ) 4 Maschenweite; ein Produkt der Electronucleonics), wobei
Celit Nr. 545 (40 g; ein bei der Johns Manvilles Sales Co. auf gleiche Weise vorgegangen wurde, um ein in Glutaralde-
beschafftes Produkt) wurde durch Erhitzung auf 500°C wih-  hydo-Glas und ein in Carbodiimido-Glas immobilisiertes
rend 2 Stunden in einem elektrischen Ofen aktiviert und Enzym zu erhalten. Das verwendete Enzym war Lipase MY.
danach in eine 2%ige Lésung von Aminopropyltriethoxysilan Jedem nach den vorangehenden Vorgehensweisen herge-
in Aceton bei 50°C wiihrend 20 Stunden eingetaucht. Nach s stellten Préparat von immobilisiertem Enzym wurden
dem Eintauchen wurde das Celit mit 400 ml Aceton gewa- 100 mg Cholesterin, 220 mg Olsaure, 2 ml Isooctan und 8 ml
schen und filtriert, womit silaniertes Celit erhalten wurde. 0,05 M Phosphatpuffer beigegeben, und die Reaktion wurde
Dieses silanierte Celit (20 g) wurde in eine 1%ige wissrige ~ wahrend 18 Stunden durchgefiihrt. Nach Ablauf der Reak-
Lésung von Glutaraldehyd eingetaucht und, nach Umset- tion wurde die Reaktionsmischung filtriert, das als Kuchen

zung iiber Nacht bei 4°C, mit 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) so gewonnene immobilisierte Enzym wurde zum gleichen
gut gewaschen und anschliessend filtriert, womit Aldehydo- Reaktionsgefiiss zusammen mit dem Filterpapier zuriickge-

Celit erhalten wurde. fithrt und Reaktion wurde im vorangehend erwdhnten Reak-
Zu 1 g dieses Aldehydo-Celits wurden 1500 IE Enzymund  tionssystem wiederholt. Diese Vorgehensweise wurde insge-
2ml0,1 M Phosphatpuffer beigegeben, und eine Immobili- samt dreimal wiederholt. Das bei der dritten Umsetzung
sierung wurde tiber Nacht bei 4°C durchgefiihrt. Anschlies- s5 erhaltene Syntheseverhaltnis ist in der nachstehenden
send wurde filtriert, womit ein in Glutaraldehydo-Celit Tabelle 22 dargestellt.
immobilisiertes Enzym erhalten wurde.
Gesondert wurden zu 1 g des vorangehenden silanierten Tabelle 22
Celits 1500 1E Enzym, 5 m1 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0)
und 50 mg eines Carbodiimid-Reagens (1-Cyclohexyl-3-(mor- ¢o Lauf Nr. Verwendetes Enzym Syntheseverhltnis bei
pholinoethyl)-carbodiimid-metho-p-toluolsulfonat) beige- der 3. Umsetzung (%)
geben. Nach Umsetzung iiber Nacht bei 4°C, Waschen mit :
Wasser und Filtration wurde ein in Carbodiimido-Celit 1 in Glutaraldehydo-Celit
immobilisiertes Enzym erhalten. immobilisiertes Enzym 93,5
Ausserdem wurde anstelle des Celits in den vorange- 652 in Carbodiimido-Celit
henden Vorgehensweisen ein pordses Glas verwendet immobilisiertes Enzym 94,8
(CPG00500; mittlere Porengrdsse 25,75 nm; Teilchengrosse 3 in Glutaraldehydo-Glas

entsprechend einem Sieb von 0,120-0,074 mm lichter immobilisiertes Enzym 95,6
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Tabelle 22 (Fortsetzung) Das vorangehende Priparat von immobilisiertem Enzym
— wurde einer Substratlosung aus 100 mg Cholesterin, 220 mg
LaufNr. Verwendetes Enzym Syntheseverhaltnisbei  (yigsyre und 15 ml Isooctan beigegeben, und die Reaktion

der 3. Umsetzung (%)

wurde wihrend 18 Stunden durchgefiihrt. Nach Ablauf der
s Reaktion wurde die Reaktionsmischung filtriert, und die
4 in Carbodiimido-Glas Reaktion wurde im gleichen Reaktionssystem wie bei der
immobilisiertes Enzym 97,4 ersten Reaktion unter Verwendung des so wiedergewon-
nenen immobilisierten Enzyms erneut durchgefiihrt. Die
Reaktion wurde insgesamt dreimal wiederholt.

Beispiel 37 10 AlsResultat betrug das bei der dritten Umsetzung erhal-
Priparate von immobilisiertem Enzym wurden nach der tene Syntheseverhiltnis 96,5%.
Vorgehensweise des Beispiels 36 erhalten, wobei jedoch
Lipase T-01 anstelle von Lipase MY verwendet wurde. Beispiel 40
Unter Verwendung der vier Priparate von immobili- 1 g Octyl-Sepharose CL-4B (ein Produkt der Pharmacia

siertem Enzym wurde die Reaktion im gleichen Reaktionssy- 15 Fine Chemicals), das aufgrund einer Modifikation der Aga-
stem wihrend 48 Stunden durchgefiihrt. Als Resultat wurden ~ rose mit hydrophoben Octyl-Resten eine erhhte Hydropho-
jeweilige Syntheseverhltnisse von 92,4%, 88,9%, 94,5% und ~  bizitat aufwies, wurde mit 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) gut

92,4% erhalten. gewaschen und filtriert. Dann wurde eine Losung von 3000
IE Lipase MY in 5 m1 0,05 M Phosphatpuffer beigegeben und
Beispiel 38 20 bei 0°C wihrend 1 Stunde vorsichtig geschiittelt; um die
Zu 75 g nach Waschen mit Wasser und Filtration erhal- Absorption des Enzyms auf der Octyl-Sepharose zu
tenem feuchtem Cellulofine GC-700-m (ein Produkt der bewirken. Nach 1 Stunde wurde das Harz mit 1 ml Phosphat-
Chisso Corp.) wurden 21,6 ml 1 N wissriges Natriumhy- puffer gewaschen, durch Filtration gesammelt und der

droxid und 12 ml Epichlorhydrin beigegeben. Die Mischung ~ Umsetzung unterzogen.
wurde bei 30°C wihrend 4 Stunden vorsichtig geschiittelt, 25 Die Reaktion wurde auf gleiche Weise wie im Beispiel 39

um dabei die Expoxidierung der auf der Oberfliche der durchgefiihrt, ausser dass die Reaktionsdauer 16 Stunden
Mikroporen vorhandenen hydrophilen Hydroxyl-Reste zu betrug.

bewirken. Das expoxidierte Cellulofine wurde mit 500 ml Nach 4 Wiederholungen der Reaktion betrug das bei der
destilliertem Wasser gewaschen, mit 6,7 ml Ethylendiamin vierten Umsetzung erhaltene Syntheseverhiltnis 94,8%.

und 1,05 ml 1 N wissrigen Natriumhydroxid bei 60°C wah- 39

rend 2,5 Stunden umgesetzt, danach mit Wasser gewaschen

und durch Filtration gesammelt. Zu 1 g des durch Saugfiltra- Beispiel 41

tion gesammelten, mit Ethylendiamin gekoppelten Cellulo- Zu 1 g Celit wurden 2000 IE Lipase MY oder 1000 IE
fines wurden 10 m10,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) und 1 ml Cholesterin-Esterase T-18 und 5 m! Phosphatpuffer (pH 7,0)
25%ige Glutaraldehyd-Ldsung beigegeben, und die Mischung 3sbeigegeben, und die Mischung wurde bei Raumtemperatur

wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt, mit wihrend 1 Stunde geschiittelt, um die Adsorption zu
Phosphatpuffer gewaschen und filtriert, womit ein Alde- bewirken. Nach 1 Stunde wurde das Celit durch Filtration
hydo-Cellulofine erhalten wurde. entfernt, mit 1 m! Phosphatpuffer gewaschen, zum Reak-

Das Aldehydo-Cellulofine und 1500 IE Lipase MY wurden  tionsgefdss zusammen mit dem Filterpapier zuriickgefiihrt
iiber Nacht in Phosphatpuffer umgesetzt, womit ein Priparat sund als immobilisiertes Enzym verwendet.
von in Cellulofine immobilisierter Lipase erhalten wurde. Die Reaktion wurde 5 Mal auf gleiche Weise wie im Bei-
Eine Substratlésung aus 100 mg Cholesterin, 220 mg spiel 39 wiederholt, ausser dass die Reaktionsdauer 18
Olsdure, 2 ml Isooctan und 8 ml Phosphatpuffer wurde dem Stunden betrug. Bei der fiinften Umsetzung betrug das erhal-
vorangehenden Préparat von immobilisiertem Enzym beige-  tene Syntheseverhaltnis 94,1%, wenn als immobilisiertes
geben, und die Reaktion wurde wihrend 18 Stunden durch- 45 Enzym Lipase MY verwendet wurde und 94,5%, wenn immo-
gefiihrt. Nach Ablauf der Reaktion wurde die Reaktionsmi-  bilisierte Cholesterin-Esterase verwendet wurde.
schung filtriert, und die gleiche Substratlésung wie im voran-
gehenden wurde dem wiedergewonnenen Priparat von

immobilisiertem Enzym beigegeben und die Reaktion erneut Beispiel 42
durchgefiihrt. so Indiesem Beispiel wurde der Zusammenhang zwischen
Diese Vorgehensweise wurde insgesamt dreimal wieder- dem Syntheseverhiltnis des Sterin-Esters und dem Rohstoff-
holt. Das bei der dritten Umsetzung erhaltene Synthesever- mengen-Verhéltnis (Substratverhiltnis) Fettsdure zu Sterin
héltnis betrug 94,0%. untersucht.
Dazu wurden 100 mg Cholesterin und eine spezifizierte
Beispiel 39 ss Menge Methyl-Oleat verwendet, und eine Lésung von 1000

Dowex MWA-1 (1 g) wurde mit destilliertem Wasser und IE (33,3 mg) Lipase MY in 8 m! 0,05 M Phosphatpuffer (pH
1715 M Mclivaine-Puffer (pH 5,0) gewaschen. Dann wurden  7,0) wurde dem Reaktionssystem beigegeben. Die vorge-
0,2 ml (1500 IE) einer wissrigen Losung von Lipase MY bei-  nannten Substrate wurden in 3,0 ml Isooctan geldst, so dass

gegeben. Die Mischung wurde iiber Nacht bei 8°C geschiit- das Reaktionssystem ein Zweiphasen-System Wasser - orga-
telt, um die Absorption zu bewirken, worauf 1 m! Mcllvaine- ¢ nisches Losungsmittel war. Das verwendete Reaktionsgefiss
Puffer und 80 ul 25%ige Glutaraldehyd-Losung beigegeben war ein mit einer Schraubkappe versehener zylindrischer

wurden. Die Mischung wurde wihrend 10 Minuten bei 8°C Glaskolben von 3 cm Innendurchmesser und 5 cm Hohe. In
geschiittelt, um die Kopplung mit dem Ionenaustausch-Harz ~ den nachfolgenden Beispielen sind die gleichen Angaben
zu bewirken. Schliesslich wurden 0,2 m1 20%iges Natriumbi-  anwendbar, wenn nichts anderes spezifisch angegeben ist.
sulfit beigegeben und die resultierende Mischung wurde with- s Das nach 2 Stunden Reaktionsdauer erhaltene Synthese-
rend 10 Minuten bei 80°C geschiittelt, um das {iberschiissige ~ verhiltnis des Cholesterin-Oleats ist in der nachfolgenden
Glutaraldehyd zu entfernen. Nach dem Waschen mit Wasser ~ Tabelle 23 fiir jeden Lauf aufgefiihrt. Das Verhéltnis wurde
wurde ein Préiparat von immobilisiertem Enzym erhalten. gemiss der folgenden Gleichung (2) berechnet:
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Syntheseverhiltnis (%) = ' (2) Anbetracht der Resultate dieses Beispiels upd des Beispiel§ 42
" . kann geschlossen werden, dass jeder der beiden Substrate im
(Peak-Flache filr Cholesterin-Oleat) ., Uberschuss vorhanden sein kann und dass ein grosserer
(Peak-Fliche fiir Cholesterin-Oleat + Unterschied in der Anzahl Mol zu einem grosseren Synthese-
Peak-Fliche fiir Cholesterin) 5 verhiltnis fiihrt.
In den nachfolgenden Beispielen wurde das Syathesever- Beispiel 44
hiltnis unter Verwendung der vorstehenden Gleichung (2) In diesem Beispiel wurde das Syntheseverhéltnis des
berechnet, wenn nichts anderes angegeben ist. 10 gewiinschten Esters in einem System mit einem wissrigen
Medium und in einem System mit einem wissrigen organi-
Tabelle 23 ' schen Losungsmittel untersucht.
—— Dazu wurde das Reaktionsgefiss mit 100 mg Cholesterin,
Lauf Nr. Menge Methyl-Oleat Syntheseverhaltnis %) 930 o Methyl-Oleat und 1000 IE Lipase MY geladen, dann

(Mol pro Mol Cholesterin) 15 wurden 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0) und/oder Isooctan

in den jeweiligen in Tabelle 25 aufgefithrten Mengen beige-

1 1,0 41,9 geben. Danach wurde die Reaktion wihrend 4 Stunden
2 1,5 43,3 durchgefiihrt. Die so erhaltenen Resultate werden in der
3 2,0 63,4 nachfolgenden Tabelle 25 aufgefiihrt.
4 3,0 69,1 »
5 4,0 71,6
6 5.0 74,0 ‘ Tabelle 25
7 6,0 98,3 Lauf Nr. Isooctan (ml) Posphatpuffer (ml)  Syntheseverhiltnis
)
7 25
Die Daten zeigen eine ansteigende Tendenz des Synthese- 1 0 10 59,5.
verhiltnisses, wenn das Mol-Verhiltnis Methyl-Oleat/Chole- 2 1 9 96,8
sterin ansteigt. 3 2 8 97,3
4 3 7 93,4
Beispiel 43 30 5 4 6 78,2
Die Reaktion wurde auf gleiche Weise wie im Beispiel 42 6 5 5 55,5
durchgefiihrt, ausser dass 100 mg Cholesterin, eine in Tabelle 7 6 4 64,4
24 spezifizierte Menge Methyl-Oleat, 2 ml Isooctan, 8 m10,05 8 7 3 25,3
M Phosphatpuffer (pH 7,0) und 500 IE Lipase MY verwendet 9 8 2 51,2
wurden, und dass die Reaktionsdauer 6 Stunden betrug. Die 35 10 9 | 85,4
erhaltenen Resultate sind in der nachfolgenden Tabelle 24 11 10 0 21,1
aufgefithrt. Da Cholesterin in grossem Uberschuss ver-
wendet wurde, wurde das Syntheseverhéltnis gemdss der fol-
genden Gleichung (3) berechnet: Tabelle 25 zeigt, dass, wenn das Gesamtvolumen der Reak-
40 tionsmischung 10 m! betriigt, das Syntheseverhdltnis bei
Syntheseverhiltnis (%)= 3) einem Verhiltnis Isooctan: Phosphatpuffer von etwa 2:8 ml
. " . ein Maximum erreicht. Bei einem System, das frei von Phos-
(Peak-Flache fiir Cholesterin-Oleat) phatpuffer ist, findet die gewiinschte Reaktion anscheinend
(Peak-Fliche fiir Cholesterin-Oleat + als Resultat der Expression der Aktivitit des Enzyms dank
Peak-Fléche fiir Cholesterin + 45 dem Wasser statt, das in den mit Wasser gesittigten Isooctan,
Peak-Fliche fiir Olsure) Substraten und Enzym enthalten ist. In diesem Falle ist das
Syntheseverhiltnis niedrig, vermutlich weil das Enzym in
Tabelle 24 der Reaktionsmischung als Feststoff verbleibt und Flocken
bildet. Dem vermutlich an der Grenzfliche zwischen Wasser
Lauf Nr. Menge Methyl-Oleat Syntheseverhiltnis (%) 50 und hydrophoben Schicht wirksamen Enzym ist es daher
(Mol pro Mol Cholesterin) anscheinend schwierig, eine geniigende Kontaktflache zu
haben. Folglich steht im Vergleich zu anderen Reaktionsbe-
1 1,0 81,2 dingungen eine so kleine Menge Wasser fiir die Hydrolyse
2 0,8 81,1 des Fettsdure-Esters als Rohstoff zur Verfiigung, dass diese
3 0,7 82,2 55 Hydrolysereaktion fiir die Reaktionsgeschwindigkeit bestim-
4 0,6 . 87,0 mend wird.
5 0,5 89,3
6 0,4 90,3 Beispiel 45 :
7 0,3 90,2 Die Reaktion wurde unter Verwendung von Isooctan und
8 0,2 94,4 60 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0) in den in Tabelle 26 aufge-
9 0,1 97,3 fithrten Mengen durchgefiihrt. Als Reaktionsgefiss diente

ein Sakaguchi-Kolben von 500 ml. Die Reaktionsbedin-
gungen waren die gleichen wie im Beispiel 44, ausser dass der
Sakaguchi-Kolben auf einem Schiittler (ein Produkt der

Im Gegensatz zur Tabelle 23 zeigen die Daten der Tabelle 24, 65 Iwashiya Bio-Science Co., Ltd.) mit einem Hub von 6 cm und
dass, wenn Cholesterin im Uberschuss verwendet wird, das einer Frequenz von 120 Perioden pro Minute geschiittelt
Syntheseverhiltnis ansteigt, wenn die Menge Methyl-Oleat, ~ wurde. Die erhaltenen Resultate sind in Tabelle 26 ange-

also das Mol-Verhiltnis Methyl-Oleat/Cholesterin sinkt. In ~ geben.
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Tabelle 26 zeigt, dass dieses System eine sinkende Tendenz

Tabelle 26 (Fortsetzung)

des Syntheseverhiltnisses aufweist, wenn das Gesamtvo-

lumen der Reaktionsmischung steigt, und dass das Verhaltnig  Leuf Nr. Gesamtvolumen  Isooctan/Phosphat-  Syntheseverhiltnis
. . . . (ml) Puffer-Volumen- (%)
steigt, wenn die Proportionen von Phosphatpuffer im Reak- verhiltnis
tionssystem steigen, und zwar unabhingig vom Volumen der s
Reaktionsmischung.
18 300 3/2 35,7
19 300 2/3 76,2
Tabelle 26 . 20 390 174 78,1
Lauf Nr. Gesamtvolumen  Isooctan/Phosphat-  Syntheseverhiltnis
(ml) Puffer-Volumen- (%) Beispiel 46
verhdltnis In diesem Beispiel wurde, um das gewiinschte Cholesterin-
Oleat zu erhalten, die Reaktion in einem System mit einem

1 30 4/1 54,4 15 wissrigen Medium durchgefiihrt (in welchem einzig 0,05 M

2 30 3/2 91,4 Phosphatpuffer [pH 7,0] ohne organisches Lésungsmittel ver-

3 30 2/3 95,1 wendet wurde), wobei 1000 IE Lipase MY sowie als Substrat

4 30 1/4 96,2 Cholesterin und Methyl-Oleat in den jeweiligen in Tabelle 27

5 60 4/1 68,9 aufgefithrten Mengen verwendet wurden (wobei das Mol-

6 60 372 88,5 20 Verhéltnis Cholesterin/Methyl-Oleat konstant bei 1:2 blieb).

7 60 2/3 93,4 Die so erhaltenen Resultate werden in der nachfolgenden

8 60 1/4 95,7 Tabelle 27 aufgefiihrt.

9 100 4/1 64,7 Bei den Systemen, bei welchen 0,05 M Phosphatpuffer (pH
10 100 3/2 80,1 7,0) in einer Menge von 0,5 ml verwendet wurde, wurde eine
11 100 2/3 88,3 25 Glaskugel von 12 mm Durchmesser in das Reaktionsgefdss
12 100 1/4 94,1 gelegt, um die Vermischung zu verbessern.

13 200 4/1 40,7 In Tabelle 27 sind auch Synthesemengen von Cholesterin-
14 200 3/2 56,1 Oleat aufgefiihrt, die berechnet wurden, indem eine Konver-
15 200 2/3 82,6 sionstabelle Fldche-zu-Gewicht verwendet wurde, die unter
16 200 1/4 89,7 30 Verwendung von Normldsungen von Cholesterin-Oleat auf-
17 300 4/1 16,5 gestellt worden war.
Tabelle 27
Lauf Nr. Cholesterin Methyl-Oleat Phosphat-Puffer Zeitdaver Syntheseverhiltnis Menge
Cholesterin-Oleat
(mg) (mg) (ml) ®) %) (mg)

1 100 153 0,5 23 94,8 141

2 100 153 8,0 23 70,3 97

3 100 153 20,0 23 88,8 126

4 200 307 0,5 23 75,4 210

5 800 1227 0,5 48 30,4 392

6 800 1227 8,0 48 88,2 996

7 800 1227 20,0 48 75,1 836

8 1000 1534 8,0 48 85,8 1200

9 1000 1534 20,0 48 83,3 1157
10 1200 1840 8,0 48 84,5 1412
11 1200 1840 20,0 48 80,7 1344
12 1400 2147 8,0 48 80,8 1571
13 1400 2147 20,0 43 79,8 1554
14 1600 2454 8.0 160 84,4 1880
15 1600 2454 20,0 160 93,6 2197
16 1800 2760 8,0 160 86,9 2196
17 1800 2760 20,0 160 91,7 2376
18 2000 3067 8,0 160 84,4 2350
19 2000 3067 20,0 160 83,7 2330

Beispiel 47

In diesem Beispiel wurden Anderungen des Synthesever- 60 Tabelle 28
hiltnisses in Abhingigkeit von der Art des Lésungsmittels - —
untersucht, indem man die Reaktion unter Verwendung Lauf Nr. Verwendetcs organisches Syntheseverhaltnis (%)
eines Systems aus 100 mg Cholesterin, 230 mg Methyl-Oleat, Losungsmitte
500 IE Lipase MY und einem Verhéltnis 2:8 ml vom organi-
schen Losungsmittel zum 0,05 M Phosphatpuffer (pH7,0) 65 1 Isooctan 99,0
wihrend 29 Stunden durchfiihrte. Die verwendeten organi- 2 Cyclohexan 99,5
schen Losungsmittel sowie die erhaltenen Resultate sind in 3 n-Hexadecan 69,5

der nachfolgenden Tabelle 28 aufgefiihrt.




Beispiel 48

In diesem Beispiel wurden Anderungen des Synthesever-
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Tabelle29 (Fortsetzung)

hiltnisses in Abhingigkeit von der Zeit untersucht, indem 32 6,0 4/6 95,2
man die Reaktion unter Verwendung cines Systems aus 33 6,0 3/7 95,6
100 mg Cholesterin, 230 mg Methyl-Oleat, 1000 IE Lipase 5 34 6,0 2/8 97,2
MY und einem Verhiltnis 5:5 ml bis 1:9 m! vom Isooctan 35 6,0 1/9 96,2
zum 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0) durchfiihrte. Die erhal- 36 16,0 5/5 94,6
tenen Resultate sind in der nachfolgenden Tabelle 29 aufge- 37 16,0 4/6 96,2
fiihrt. ' 38 16,0 3/7 97,3
10 39 16,0 2/8 97,3
40 16,0 179 96,3
Tabelle 29 Die Daten der Tabelle 29 zeigen, dass auch in Systemen
Lauf Nr. Reaktionsdauer  Isooctan-Phosphat- Syntheseverhiltnis Isooctan/Phosphatpuffer, bei denen die Reaktionsgeschwin-
Puffer 15 digkeit niedrig ist, ein Syntheseverhéltnis von 95% erreicht
) (ml/ml) (%) werden kann, wenn man die Reaktionsdauer verldngert.
1 0,5 5/5 1,0 Beispiel 49
2 0,5 4/6 2,6 Die Reaktion wurde durchgefiihrt, indem 100 mg Chole-
3 0,5 3/7 4.6 . 20 sterin und eine in Tabelle 30 angegebene spezifizierte Menge -
4 0,5 2/8 17,0 . eines Fettsaure-Methyl-Esters, ein Enzym sowie Isooctan/
5 0,5 1/9 47,5 0,05 M Phosphatpuffer (ph 7,0) verwendet wurden. Die
6 1,0 5/5 4,2 Reaktionsdauer und die erhaltenen Resultate sind ebenfalls
7 1,0 4/6 8,5 in Tabelle 30 aufgefiihrt. Das Syntheseverhaltnis wurde
8 1,0 3/7 12,1 25 gemiss der folgenden Gleichung (4) berechnet:
9 1,0 2/8 . 33,1
10 1,0 1/9 64,4 Syntheseverhiltnis (%) = ()
i;_ %:8 ijg ;g’g (Peak-Fliche fiir Cholesterin-Ester) % 100
13 2,0 - 3/7 57:5 39 (Peak-Fléche fiir Cholesterin-Ester +
14 2,0 2/8 65,8 Peak-Fliche fiir Cholesterin)
15 2,0 179 96,6
16 3,0 5/5 33,1 Die in Tabelle 30 verwendeten Symbole sind entweder wie im
17 3,0 4/6 47,0 vorangehenden oder wie folgt definiert:
18 3,0 371 66,7 35
19 3,0 2/8 88,6 Fettsdure-Ester
20 3,0 179 95,6 C-1 Methyl-Propionat
21 4,0 5/5 54,8 C-2  Methyl-Caprinat
22 4,0 4/6 77,8 C3 Methyl-Stearat
23 4,0 /7T 93,3 4 C4 Methyl-Behenat
24 4,0 2/8 97,2 C-5 Methyl-Oleat ‘
25 4,0 1/9 96,8 C-6 Methyl-Ester von Lanolin-Fettsduren (ein Produkt
26 5,0 5/5 90,5 der Yoshikawa Oil and Fat Co., Ltd.)
27 5,0 4/6 89,6 C-1 Methyl-Isostearat (aus dem Isostearinsdure-Produkt
28 5,0 3/7 94,1 4 der Emery Industries Inc. hergestellt)
29 5,0 2/8 97,5 C-8  Methyl-Linoleat
30 5,0 179 96,6 C9 Methyl-12-Hydroxystearat
31 6,0 5/5 92,6 C-10  Dimethyl-Succinat
Tabelle 30
Lauf Nr. Enzym Fettsaure-Ester Isooctan/Phosphat-Puffer Reaktionsdauer Syntheseverhiltnis
Molverhaltnis zu
Cholesterin
(IE) (ml/ml) ) %)
1 E-1(1000) C-1 (1,2 2/8 120 43,3
2 E-1(1000) C-2 (1,2) 2/8 24 94,7
3 E-1(1000) C-3 (1,2) 2/8 24 80,4
4 E-1(1000) C4 (1,2 2/8 24 69,4
5 E-1(1000) C-5 (1,2 2/8 24 97,3
6 E-1(1000) C-6 (1,2) 2/8 48 82,2
7 E-1(1000) C-7 (1,2) 2/8 24 74,6
8 E-1(1000) C-8 (1,2) 2/8 24 92,7
9 E-2 (1000) C-2 (1,2 2/8 120 78,2
10 E-2 (1000) C-3 (1,2) 2/8 48 92,2
11 E-2(1000) C-4 (1,2) 2/8 48 74,2
12 E-2 (1000) — C-5 (2,0 3/8 21 84,5
13 E-2 (1000) C-7 (1,2) 2/8 48 85,5
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Tabelle 30 (Fortsetzung)

Lauf Nr. Enzym Fettsdure-Ester [sooctan/Phosphat-Puffer ~Reaktionsdauer Syntheseverhiltnis

Molverhiltnis zu

Cholesterin

(IE) (ml/ml) (h) %)
14 E-2 (1000) C-8 (1,2) 2/8 48 92,9
15 E-2 (1000) CI (1,2 2/8 120 63,0
16 E-3 (1000) C-3 (1,2) 2/8 43 : 62,4
17 E-3 (1000) C4 (1,2) 2/8 96 71,3
18 E-3 (1000) C5 (2,0 3/8 45 89,9
19 E-3 (1000) C-10(1,2) 2/8 120 65,3
20 E-7(1000) C-3 (L,2) 2/8 96 75,9
21 E-7 (1000) C-5 (1,2) 2/8 96 88,3
22 E-7(1000) C-6 (1,2) 2/8 72 50,5
23 E-7 (1000) C-8 (1,2) 2/8 120 69,7
24 E-5( 350) C-5 (2,0) 3/8 2 96,8
25 E-6 ( 500) C-5 (2,0 2/8 3 97,4
Beispiel 50 Tabelle 32 (Fortsetzung)

Die Reaktion wurde durchgefiihrt, indem 100 mg einer in - —
Tabelle 31 angegebenen Sterin-Komponente, Methyl-Oteat 24N iettszm'fs}efr als Syntheseverhdltnis (%)
(in einem Mol-Verhiltnis von 1,2 zum Cholesterin), 1000 IE 55 tegangssto
Lipase MY sowie Isooctan-Phosphatpuffer im Verhiltnis .

2:8 ml vom Isooctan zum 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0) g ISOb;ll t{ I-Palmitat 97,4
verwendet wurden. Die Reaktionsdauer und die erhaltenen Methyl-Stearat 97.6
Resultate sind ebenfalls in Tabelle 31 aufgefiihrt. Das Syn-
theseverhdltnis wurde gemdss der folgenden Gleichung (5) 3
berechnet: Beispiel 52
Die Reaktion wurde wihrend 1,5 Stunden durchgefiihrt,
Syntheseverhiltnis (%) = (5) indemalsSubstrate 100 mg Cholesterin und eine in Tabelle
B . . 33 angegebene Menge Olivensl zusammen mit 500 IE Lipase
(Peak-Flache fiir Sterin-Ester) X 100 35 MY in einem Isooctan-Phosphatpuffer-Losungsmittel im
(Peak-Fliche fiir Sterin-Ester + Verhiltnis 2:8 ml vom Isooctan zum 0,05 M Phosphatpuffer
Peak-Flache fiir Sterin) (ph 7,0) verwendet wurden. In allen Reaktionstiufen wurde
das Olivendl in 1,5 Stunden vollstindig hydrolisiert. Die
Tabelle 31 erhaltenen Resultate sind in Tabelle 33 aufgefiihrt. Das Syn-
a0 theseverhiltnis wurde fiir die Laufe Nr. I-und 2 gemiiss der
Lauf Nr.  Sterin-Komponente Reaktionsdauer ~ Syntheseverhltnis  vorangehenden Gleichung (2) und das Syntheseverhiltnis
() () fiir die Laufe Nr. 3 bis 5 gemiss der nachfolgenden Glei-
chung (6) berechnet:
| Cholesterin 24 92,2
2 B-Sitosterin 24 89,7 45 Syntheseverhiltnis (%) = (6)
‘31 Etrlgg;tas:ie;m gi gizg (Peak-Fliche fiir Cholestefin-Oleat) % 100
5 Dihydrocholesterin 72 93,1 (Peak-Fliche fiir Cholesterin-Oleat +
Peak-Fliche fiir Fettsiure)
50
Beispiel 51

Die Reaktion wurde wihrend 70 Stunden durchgefiihrt, Tabelle 33
indem als Substrate 100 mg CPolesterin und 200 mgeinesin - T~ NI Olivend! (mg) Syntheseverhaltnis (%)
Tabelle 32 angegebenen Fettsdure-Esters als Ausgangsstoff
zusammen mit 1000 IE Lipase MY in einem Isooctan-Phos- 55
phatpuffer-Losungsmittel im Verhéltnis 5:10 ml vom 1 299 96,6
Isooctan zum 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0) verwendet 2 114,5 94,5
wurden. Das auf gleiche Weise wie im Beispiel 42 berechnete 3 76,3 96,3
Syntheseverhéltnis ist in Tabelle 32 aufgefiihrt. 4 57,2 97,1

P 45,8 97,5
Tabelle 32
Lauf Nr. Fettsdure-Ester als Syntheseverhiltnis (%)
Ausgangsstoff Beispiel 53
6 Die Reaktion wurde durchgefiihrt, indem als Substrate
1 Methyl-Palmitat 99,2 100 mg Cholesterin und spezifizierte Mengen eines in
2 Ethyl-Palmitat 98,3 Tabelle 34 angegebenen Ols oder Fetts zusammen mit 1000
3 Isopropyl-Palmitat 98,7 IE Lipase MY verwendet wurden. Das Reaktionssystem, die
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Reaktionsdauer und die erhaltenen Resultate sind in Tabelle
34 aufgefiihrt. Das Syntheseverhiltnis wurde gemdss der vor-
angehenden Gleichung (2) berechnet.

Tabelle 34
Lauf Nr. Ol oder Fett Isooctan/ Reaktions- Synthese-
Phosphat- dauer verhiltnis
puffer
(mg) (ml/m) ) () .
1 Rizinusol (240) 2/8 96 61,4
2 Rizinusol (240) 10/15 96 73,8
3 Hydrogeniertes
Rizinusdl (235)  2/8 45 623
4 Hydrogeniertes
Rizinus6l (235) 10/15 45 59,6
Beispiel 54 20

Die Reaktion wurde durch 3 Stunden langes Riihren einer
Mischung aus 100 mg Cholesterin, 153 mg Methyl-Oleat,

2 ml Isooctan, 8 ml 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0) und 1000
IE Lipase MY durchgefiihrt. Dann wurde aus der oberen
Schicht eine Probe entnommen und auf das Synthesever-
hiltnis von Cholesterin-Oleat untersucht.

Danach wurde die Mischung stehengelassen, die obere
Isooctan-Schicht ohne die mit der wiissrigen Schicht in Kon-
takt stehende Grenzschicht entfernt, und es wurden 16 ml
Isooctan erneut beigegeben. Nach Rithren und Stehenlassen 3o
wurden 15 ml Isooctan entfernt, um dadurch die in der
Grenzschicht vorhandenen nicht umgesetzten Substrate und
Reaktionsprodukt wegzuwaschen. Nach ingesamt zweima-
liger Wiederholung der vorangehenden Vorgehensweise
wurden der Enzym enthaltenden wissrigen Schicht erneut
100 mg Cholesterin, 153 mg Methyl-Oleat und 1 ml Isooctan
beigegeben und die Reaktion wurde wihrend 3 Stunden
durchgefiihrt.

In Ausiibung der Erfindung wurde die vorangehende Vor-
gehensweise, umfassend das auf die Umsetzung folgende
Entfernen der oberen, Substrate und Reaktionsprodukt ent-
haltenden Isooctan-Schicht ohne die wiissrige, Lipase enthal-
tende Schicht und die Grenzschicht, und dann das Beigeben
von neuen Portionen von Substraten und Isooctan, insgesamt
7 Mal wiederholt.

Die so erhaltenen Resultate sind in Tabelle 35 aufgefiihrt.
Wiihrend der Zeitdauer von der Untersuchung des Synthese-
verhaltnisses bis zur Beigabe von neuen Portionen von Sub-
straten wurde die Reaktionsmischung in einem Zustand

35

40

45

gehalten, bei welchem das Enzym und die Substrate mitein- sp

ander in Kontakt blieben.

Tabelle 35

Wiederholter Reaktionslauf Nr. Syntheseverhiltnis (%)
5!

96,0
91,4
90,4
91,1
92,3
90,5
89,6

6
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Die Daten in Tabelle 35 zeigen, dass die Wiederholung der
vorangehenden Synthesereaktion zu {iberhaupt keinem Ver-
lust von Enzymaktivitét fihrt.
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Beispiel 55
Die Vorgehensweise des Beispiels 21 wurde unter Verwen-
dung von 230 mg Methyl-a-Hydroxypalmitat anstelle von
o-Hydroxypalmitinsiure wiederholt.
Das Syntheseverhiltnis betrug in der ersten Reaktion
72,5% und in der zweiten Reaktion 70,4%.

Beispiel 56

Es wurde die im Flussdiagramm der Fig. 6 dargestellte
Apparatur zur kontinuierlichen Umsetzung verwendet, der
Teil (G2) der Kolonne wurde mit 500 ml einer 108 IE/ml
Lésung von Lipase MY in 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0)
gefiillt, und eine aus Cholesterin/Methyl-Oleat/Isooctan
bestehende Substratldsung (im Verhaltnis 1200 mg: 1840 mg
600 m1) wurde in den die wissrige Enzymlosung enthal-
tenden Schichtteil (G2) eingeleitet, und zwar in Form von
kleinen dligen Tropfchen mit einer Fliessgeschwindigkeit
von 8,52 ml/Minute mittels der Pumpe (P1) durch dieam
Boden der Kolonne angeordnete Diise (N1). Die aus dem
oberen Teil (G1) der Glaskolonne entzogene, das Reaktions-
produkt enthaltende Isooctan-Schicht wurde kontinuierlich
entzogen und mit einer Fliessgeschwindigkeit von 0,127 ml/
Minute in den Tank fiir die Reaktionsmischung (T4) einge-
leitet. Die aus dem Auffangsbehélter (T1) iberlaufende
Isooctanldsung wurde in das Mischgefiss (T2) eingeleitet und
mit einer neuen Substratlésung von gleicher Zusammenset-
zung wie im vorangehenden gemischt, wobei diese Substrat-
16sung aus dem Rohstofftank (T3) mit einer Fliessgeschwin-
digkeit von 0,127 ml/Minute mittels der Pumpe (P3) zuge-
leitet wurde. Die resultierende Substratlésung wurde erneut
mit einer Fliessgeschwindigkeit von 8,52 ml/Minute in den
Teil (G2) der Glaskolonne mittels der Pumpe (P1) durch die
Diise (N1) hindurch eingeleitet.

Auf diese Weise wurde die Substratlésung durch die wiss-
rige Enzymlosung hindurch mehrmals rezykliert, wihrend
in 3-stiindigen Zeitabstinden Proben aus der Reaktionsmi-
schung vom automatischen Probensammler (A) entnommen
wurden. Die Resultate der Untersuchung der Proben in
bezug auf das Syntheseverhiltnis des Esters sind in Fig. 9 dar-
gestellt, die auf gleiche Weise wie Fig. 7 erhalten wurde.

Bis 48 Stunden nach Beginn der Reaktion befand sich die
Isooctan-Schicht im oberen Teil (G1) der Glaskolonne in
einem emulgierten Zustand. Phasentrennung begann jedoch
mit dem Ablauf der Umsetzung, und sie war nach etwa 64
Stunden vollstindig.

Fig. 9 zeigt, dass, wenn man die vorangehende Vorgehens-
weise befolgt, der gewiinschte Ester unter wiederholter Ver-
wendung des Enzyms kontinuierlich synthetisiert und das
Syntheseverhiltnis auf nicht weniger als 80% gehalten
werden kann, ohne dass man das Enzym wihrend 240
Stunden oder noch mehr auswechseln oder nachfiillen muss.

Beispiel 57
Ein Reaktionsgefiss wurde mittels Duraguard 2500 in zwei

s Riume unterteilt. Der untere Raum (Kapazitit 8 cm®) unter-

halb dieser Membran wurde mit 8 cm? einer wéssrigen
Lésung von Lipase MY mit einer Enzymkonzentration von
595 IE/ml gefiillt. Ein mit diesem Raum verbundenes Ver-
bindungsrohr war ebenfalls mit der gleichen wiassrigen
Enzymldsung gefiillt, so dass der Fliissigkeitspegel in diesem
Rohr etwa 30 cm héher stand als die Membran.

Der obere Raum des vorgenannten Gefisses wurde mit
einer Substratldsung geladen, die aus 1000 mg Cholesterin,
152 mg Methyl-Oleat und 10 ml Isooctan bestand. Die Reak-
tion wurde wihrend 48 Stunden durchgefiihrt, wihrend das
gesamte Gefiss auf einem Schiittler mit einem Hub von 6 cm
und einer Frequenz von 120 Perioden pro Minute geschiittelt
wurde. Als Resultat wurde ein Syntheseverhéltnis von 87,2%
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erhalten. Das Reaktionssystem war nicht emulgiert. Es
wurde kein Eindringen von Wasser in die Substratphase
beobachtet.

Beispiel 58

Duraguard 2500 wurde in Methanol und in Wasser einge-
taucht, um dadurch die Membran als Resultat der Substitu-
tion des Inhalts der Mikroporen durch Wasser hydrophil zu
machen. Diese hydrophile Membran wurde anstelle der im
Beispiel 57 verwendeten Membran Duraguard 2500 ver-
wendet. Die von der Membran getrennten Rdume wurden
jeweils mit der gleichen Substratlésung und wissrigen
Enzymldsung wie im vorangehenden geladen. Bei diesem
Beispiel stand jedoch der Fliissigkeitspegel im Verbindungs-
rohr gleich hoch wie die Membran.

Die Reaktion wurde auf gleiche Weise wie im Beispiel 57
durchgefiihrt, und als das Syntheseverhéltnis 90% oder mehr
erreichte, wurde die Substratldsung ersetzt. Die Reaktion
wurde auf diese Weise insgesamt 10 Mal wiederholt. Das Syn-

Die erhaltenen Resultate sind in Fig. 10 dargestellt. In
dieser Figur wird auf der Abszisse die Reaktionsdauer (h)
und auf der Ordinate die Menge Cholesterin-Oleat (mg)
angegeben.

Fig. 10 zeigt, dass wenn eine hydrophile Membran ver-
wendet wird, die wissrige Enzymlésung durch die Mikro-
poren der Membran hindurch tritt und mit den Substraten
im oberen Teil der Membran in Kontakt kommt, um dort die
Reaktion zu katalysieren, so dass die Reaktion weitergefiihrt

10 werden kann, ohne dass man das Enzym wihrend 500

Stunden oder noch mehr auswechseln oder nachfiillen muss,
und nach 500 Stunden 1280 mg Cholesterin-Oleat liefert.

Beispiel 59
Die Vorgehensweise vom Beispiel 57 wurde unter Verwen-
dung von 5 Arten von Membranen wie in Tabelle 36 darge-
stellt befolgt. Das Volumen des unteren Raumes betrug
8 cm3. Die Reaktion wurde auf gleiche Weise wie im Beispiel

theseverhiltnis und die Menge Cholesterin-Oleat wurden bei 20 57 durchgefiihrt. Die so erhaltenen Resultate sind ebenfalls

jedem Lauf bestimmt.

in Tabelle 36 dargestellt.

Tabelle 36
Lauf Nr. 1 2 3 4 5
Membranmaterial Regenerierte Cellulose Tefton Nitrocellulose Nitrocellulose *)
Mittlere Porengrosse (um) 0,45 0,5 0,45 3,0 0,1
Hohenunterschied zwischen
Verbindungsrohr und Membran (cm) 0 30 0 0 0
Reaktionsdauer (h) 48 48 48 48 48
Syntheseverhiltnis (%) 90,4 85,6 90,3 92,6 93,2
Emulgierung keine keine keine keine keine

(*) Im Beispie! 58 erhaltene hydrophile Membran

Tabelle 36 zeigt, dass die Synthesereaktion mit jeder Mem-
bran ohne Emulgierung des Reaktionssystems gleichméssig
abléuft.

Beispiel 60
Eine Glaskolonne von 2 cm Innendurchmesser und 46 cm
Linge wurde bis zu einer Hohe von etwa 36 cm mit 900 000
1E (30 g) von auf gleiche Weise wie in der Vorgehensweise (2)
des Beispiels 31 immobilisierter Lipase MY geladen. Eine aus
1000 mg Cholesterin, 1534 mg Methyl-Oleat und 150 ml
Isooctan bestehende Substratlésung wurde mit einer Fliessge-

schwindigkeit von 6,3 ml/Minute durch die Kolonne durch- s 4

geleitet. Als das Syntheseverhéltnis vom Cholesterin-Oleat
etwa 80% erreichte, wurde die Substratlosung mit einer fri-
schen Substratldsung ersetzt und die Reaktion wiederholt.

Wie im Beispiel 46 (Tabelle 27) wurde das bei jedem Lauf
erhaltene Syntheseverhiltnis in die Synthesemenge von
Cholesterin-Oleat umgerechnet und der Zusammenhang
zwischen dieser Menge und der Reaktionsdauer untersucht.
Die Resultate sind in Fig. 11 auf gleiche Weise wie in Fig. 10
dargestellt.

Beispiel 61
Zu 2000 IE (19,0 mg) der immobilisierten Cholesterin-
Esterase T-18 wurden 100 mg Cholesterin, 153 mg Methyl-
Oleat und 15 ml Isooctan beigegeben, und die Reaktion

wihrend weiteren 79 Tagen wiederholt, wobei die Substratlo-

40 sung jeden Tag durch eine frische Lsung ersetzt wurde. Der

Zeitablauf der Reaktion am 80. Tag wird in Tabelle 37 darge-
stellt.

Tabelle 37
Real;tionsdauer (h) Syntheseverhaltnis (%)
1 29,4
3 72,1
81,9
18 84,6
23 91,7
Beispiel 62

Jedem auf gleiche Weise wie im Beispiel 36 hergesteliten
Priparat von immobilisiertem Enzym wurden 100 mg Chole-
sterin, 230 mg Methyl-Oleat, 2 ml Isooctan und 8 m1 0,05 M

6 Phosphatpuffer (pH 7,0) beigegeben, und die Reaktion

wurde wihrend 24 Stunden durchgefiihrt. Nach Ablauf der
Reaktion wurde die Reaktionsmischung filtriert, das so als
Kuchen gewonnene immobilisierte Enzym wurde zum
gleichen Reaktionsgefiss zusammen mit dem Filterpapier

wurde durchgefiihrt. Die Reaktionsmischung wurde einmal 65 zuriickgefiihrt und die Reaktion wurde im gleichen Reak-

téglich ausser an Feiertagen filtriert und die Reaktion wurde

im gleichen Reaktionssystem wie beim ersten Lauf unter Ver-

wendung des so wiedergewonnenen immobilisierten Enzyms

tionssystem wie im vorangehenden wiederholt. Diese Vorge-
hensweise wurde insgesamt dreimal wiederholt. Das bei der
dritten Umsetzung erhaltene Syntheseverhéltnis ist in der



nachfolgenden Tabelle 38 fiir jedes Priparat von immobili-
siertem Enzym dargestelit. :

Tabelle 38
Lauf Nr. Enzympriparat Syntheseverhiltnis bei
der 3. Umsetzung (%)
1 in Glutaraldehydo-Celit
immobilisiertes Enzym 78,9
2 in Carbodiimido-Celit
immobilisiertes Enzym 54,6
3 in Glutaraldehydo-Glas
immobilisiertes Enzym 70,6
4 in Carbodiimido-Glas
immobilisiertes Enzym 65,4
Beispiel 63

Dem auf gleiche Weise wie im Beispiel 38 hergestellten
Priparat von immobilisiertem Enzym wurde eine Substratl-
sung aus 100 mg Cholesterin, 230 mg Methyl-Oleat, 2 ml
Isooctan und 8 m10,05 M Phosphatpuffer (pH 7,0) beige-
geben, und die Reaktion wurde wihrend 24 Stunden durch-
gefithrt. Nach Ablauf der Reaktion wurde die Reaktionsmi-
schung filtriert, dem wiedergewonnenen Préparat vom
immobilisiertem Enzym wurde die gleiche Substratlosung
wie im vorangehenden beigegeben, und die Reaktion wurde
erneut durchgefithrt.

Diese Vorgehensweise wurde dreimal wiederholt. Das bei
der dritten Umsetzung erhaltene Syntheseverhiltnis betrug
95,2%.

Beispiel 64

Unter Verwendung von jeweils in Tabelle 39 angegebenen
spezifizierten Mengen eines Enzyms, einer Alkohol-Kompo-
nente und einer Fettsiure- oder Fettsiure-Ester-Komponente
wurde die Reaktion in 3:8 ml Isooctan und 0,05 M Phosphat-
puffer (pH 7,0) durchgefiihrt. Die Reaktionsdauer und das
erhaltene Resultat sind in derselben Tabelle angegeben.

Die in Tabelle 39 verwendeten Symbole sind entweder wie
im vorangehenden oder wie folgt definiert:

Fettsdure-Ester

C-11  Triolein (ein Produkt der Tokyo Kasei Kogyo Co.,
Ltd.)
C-12  Tristearin (ein Produkt der Tokyo Kasei Kogyo Co.,
Ltd.)
C-13  Trilaurin (ein Produkt der Tokyo Kasei Kogyo Co.,
Ltd.)
C-14  Tributylin (ein Produkt der Tokyo Kasei Kogyo Co.,
Ltd.)
C-15 Sojabohnenél
C-16 Talg
C-17  Baumwollsamend!
C-18 Olivenol
Tabelle 39
Lauf Enzym Alkohol Fettsdure oder Reak-  Synthese-
Nr. Fettsiure-Ester tions-  verhiltnis
dauer
(IE) (mg) (mg) ) ()
1 E-1(1000) A-7 (51,8) B-1 (147) 24 764
2 E-1(1000) A-8 (78,1) B-1 (147) 1 .993
3 E-1(i1000) A-9 (90,5) B-1 (147) 3 945
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Tabelle 39 (Fortsetzung)
Lauf Enzym Alkohol Fettsdure oder Reak-  Synthese-
Nr. Fettsdure-Ester tions-  verhiltnis
dauer
5 ap (mg) (mg) ® oW
4 E-1(1000) A-10(69,7) B-1 (147) 24 99,3
5 E-1(1000) A-7 (51.8) C-5 (153) 120 75,4
1 6 E-1(1000) A-8 (78,) C-2 (96,3) 3 89,5
7 E-1(1000) A-8 (78,1) C-3 (154) 3 86,6
8 E-1(1000) A-8 (78,1) C-5 (153) 3 99,1
9 E-1(1000) A-9 (90,5 C-2 (96,3) 5 854
10 E-1(1000) A-9 (90,5) C-5 (153) 5 89,7
1511 E-1(1000) A-10(69,7) C-3 (154) 24 93,3
12 E-1(1000) A-10(69,7) C-5 (153) 3 95,8
13 E-1{(1000) A-1 (100) C-11(229) 3 96,4
14 E-1(1000) A-1 (100) C-12(231) 3 922
15 E-1(1000) A-1 (100) C-13(165) 3 893
2016 E-1(1000) A-1 (100) C-14(78,2) 24 83,6
17 E-1{(1000) A-1 (100) C-15(226) 3 92,0
18 E-1(1000) A-1 (100) C-16(222) 3 94,4
19 E-1(1000) A-1 (100) C-17(224) 3 952
20 E-4(66,7) A-l (100) B-1 (147) 3 96,6
521 E-6(67) A1 (100) C-5 (153) 3 946
22 E-4(66,7) A-1 (100) C-5 (153) 24 95,4
23 E-6( 6,70 A-1 (100) C-18(227) 1 97,5
24 E-4(66,7) A-1 (100) C-18(227) 3 97,4
25 E6(67) Al (100) B-12(147) 24 86,7
026 E-4(66,7) A-1 (100) B-12(147) 5 90,8
27 E-1(1000) A-10(69,7) B-6 (159) 40 91,4
28 E-1(1000) A-10(69,7) B-12(147) 40 904
29 E-1(1000) A-8 (78,1) B-6 (159) 40 96,2
30 E-7(1000) A-8 (78,1) B-6 (159) 112 73,1
3531 E-1(1000) A-8 (78.1) B-12(147) 40 94.8
32 E-7(1000) A-8 (78,1) B-12(147) 112 73,6
33 E-3(1000) A-8 (78,1) B-1 (147) 24 83,0
34 E-6(6,7) A-8 (78,1) B-1 (147) 1 99,7
35 E-4(66,7) A-8 (78,1) B-1 (147) 1 998
36 E-6(67 A8 (78,1) C-5 (153) 1 96,1
37 E-4(66,7) A-8 (78,1) C-5 (153) 1 96,0
38 E-6(6,7) A-8 (78,1) C-18(227) 1 995
39 E-4(66,7) A-8 (78,1) C-18(227) 1 99,8
40 E6(67) A8 (78,1) B-12(147) 24 937
45 41 E-4(66,7) A-8 (78,1) B-12(147) 1 96,0
42 E-6(6,7) A-8 (78,1) B-6 (159) 24 94,8
43 E-4(66,7) A-8 (78,1) B-6 (159) 24 88,2
44 E-1(1000) A-1 (100) B-14(216) 1,5 93,2
45 E-8(1000) A-8 (78,1) C-18(227) 48 93,1
s0 46 E-8(1000) A-8 (78,1) B-12(147) 48 86,9
47 E-6(67) A-l (100) B-6 (159 48 728
48 E-9(133) A8 (78,1) B-8 (138) 94 615
49 E-9(13,3) A-8 (78,1) B-1 (146) 122 64,4
50 E-6(6,7) A-6 (100) B-1 (146) 122 92,1
55 51 E-6(6,7) A-6 (100) C-18(227) 122 81,6
60 Beispiel 65

65

Eine Mischung von 10 g Dihydrocholesterin, 11 g Olsdure,
333 mg (10 000 IE) Lipase MY und 5 ml Cyclohexan wurde
bei 200 Umdrehungen pro Minute wihrend 64 Stunden
geriihrt.

Das nach 40 Stunden Reaktionsdauer bestimmte Synthese-
verhltnis betrug 73,1% und nach 64 Stunden betrug das Syn-
theseverhiltnis 83,1%.

Nach Ablauf der Reaktion wurde die Reaktionsmischung
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mit wissrigem Methanol extrahiert, um die nicht umge- Entfernen der Cyclohexanschicht durch Destillation ergab
setzten Dihydrocholesterin und Olsdure zu entfernen. Das 12,40 g vom gewiinschten Dihydrocholesterin-Olséure-Ester.
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