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Abstract

Mono und —diacylglyceride (MAGs & DAGs) sind industriell bedeutende funktionelle Inhaltsstoffe mit
einer Vielzahl von Anwendungsmoglichkeiten in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie.
Verbraucher und Chemiekonzerne sind zudem auf der Suche nach einen nachhaltigeren Syntheseweg.
Hierbei stehen Ressourcen- und Energieersparnisse sowie der verwendete Katalysator im
Vordergrund. Es besteht aber aus industrieller Sicht zurzeit die groRte Herausforderung in einer
direkten I6sungsmittelfreien Synthese von hochreinen MAGs oder DAGs, und zwar aufgrund des
Phasenverhaltens der  Reaktionssysteme und der daraus resultierenden  geringen
Reaktionsselektivitdaten. In der vorliegenden Dissertation soll diese Herausforderung zusammen mit
der im Zeitalter der vierten industriellen Revolution (Industrie 4.0) zunehmend wichtigen
kontinuierlichen Prozessiiberwachung und dem Bestreben, Produktionsprozesse zu automatisieren,
bearbeitet werden. Um diese Prozessiiberwachung und automatisierende -steuerung zu ermaoglichen
wird eine reproduzierbare Online-Analytik fir Mehrphasenreaktionen bendétigt, was aber mittels
konventioneller in-situ Probenanalytik im Reaktor nicht ohne weiteres gewahrleistet werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden durch Anwendung von 5 Gew.-% des amphoteren Tensids
Cocoamidopropyl-Betain (CAPB) in der Biokatalyse zum einen eine Steigerung der Selektivitat um >10%
von MAG aufgezeigt und zum anderen eine Steigerung der Loslichkeit von Glycerol um ca. 15 Mol.-%
in der unpolaren Reaktionsphase. Dabei wurden im Reaktionsgleichgewicht MAG-Anteile von 64 Mol.-
% erreicht (bezogen auf MAG + DAG +TAG in der lipiden Phase). Diese Ergebnisse sind vergleichbar zu
dem Einsatz des organischen Lésungsmittels tert-Butanol. Durch den Einsatz von CAPB wurde die
Reaktionsselektivitat bezliglich Glycerolmonolaurat bei der enzymatischen Veresterung von Glycerol
und Laurinsdure um 9 % und bei der enzymatischen Glycerolyse von Glyceroltrilaurat um 17 %
gesteigert im Vergleich zur 16sungsmittelfreien Reaktion. Des Weiteren wurden in dieser Arbeit erste
Schritte in Richtung Digitalisierung und Automatisierung unternommen. Mit der Fourier-
Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR-Spektroskopie) unter Anwendung des Messprinzips der
abgeschwachten Totalreflexion (ATR) wurde eine Online-FTIR-Analytik erfolgreich etabliert und zur
Prozesssteuerung einer einphasigen Biotransformation von 1-Decanol und Laurinsdure verwendet.
Hierbei wurde die Zulaufrate von 1-Decanol bei der Fed-Batch Biotransformation diskontinuierlich und
kontinuierlich gesteuert. Ebenso war es mit Einschrankungen auch moglich die Mehrphasenreaktionen
online zu Uberwachen. Hierbei gelang es die Reaktionsteilnehmer Glycerol, Laurinsdure, sowie die
Partialglyceride Glycerolmono, -di und —trilaurat simultan durch die chemometrische Modellierung mit
Partial-Least-Squares Regression (PLS) und Indirect Hard Modellierung (IHM) in der lipiden
Reaktionsphase mit einem Vorhersagefehler RMSEP < 6 Mol.-% mittels ATR-FTIR-Spektroskopie online
zu verfolgen. Die Einschrankungen ergaben sich bei der Messung im Gesamtsystem bei Reaktionen mit
Glycerol im Uberschuss. Hierbei sind die Vorhersagefehler RMSEP auf iber 15 Mol.-% angestiegen. Der
Grund dafir ist die Kombination der ATR-Messmethode und des Phasenverhaltens des Systems,
wodurch eine reproduzierbare Messung nicht mehr gewahrleistet werden kann.

Auf Basis der Ergebnisse aus beiden Teilen dieser Arbeit konnte die Moglichkeit einer reproduzierbaren
Online-Analytik im gesamten Mehrphasenreaktionssystem durch den Einsatz von CAPB und die
dadurch bedingte Veranderung des Phasenverhaltens, die zur Steigerung der Selektivitat bzgl.
Glycerolmonolaurat fiihrte, gezeigt werden.



Danksagungen |V

Ich danke...

Herrn Prof. Andreas Liese fir die interessante Aufgabenstellung, das Vertrauen und die
umfangreiche Unterstiitzung.

Frau Prof. Irina Smirnova fiir die Ubernahme des Zweitgutachtens und die hilfreiche
Begleitung meiner Arbeit.

Frau Prof. Kerstin Kuchta fiir die Ubernahme des Priifungsvorsitzes.

Dr. Martin Schilling fur die sehr gute Zusammenarbeit und die Unterstiitzung von Seiten der
Evonik Industries AG.

Dr. Jennifer Chow und Prof. Wolfgang Streit von der Universitdt Hamburg fiir die tolle
Zusammenarbeit innerhalb unseres Projektes ,Steuerung der Reaktionsselektivitat der
biokatalytischen Fettsdureestersynthese”.

Dr. Daniel Sellin, Dr. Joscha Kleber, Katharina Ule und Janine Baum fiir die Korrektur der
Arbeit und die vielen hilfreichen Anregungen.

Dr. Thomas Gerlach und Dr. Erich Ritter vom Institut Thermische Verfahrenstechnik fir
deren inhaltlichen Input und Diskussionen zum Thema Fliissig-Fliissig-Gleichgewichte.

dem gesamten Institut fir Technische Biokatalyse fiir die lehrreiche und lustige Zeit.

meinen ehmaligen Blrokollegen Dr. Christian Scherkus und Dr. Bastian Kannengiesser fiir die
unvergessliche Burozeit. Ich vermisse diese Blroatmosphare immer noch.

meinen Masterstudenten, Bachelorstudenten und Praktikanten M. Sc. Valentina Daskalova,
M. Sc. Helge Berger, M. Sc. Elena EfSer, M. Sc. Yasmin Goes, B. Sc. Nadine Zerle, M Sc. Arul,
M. Sc. Juan Viamonte, die entscheidend zum Erfolg dieser Arbeit beigetragen haben.

den Mitgliedern des BMBF Clusters ,Biokatalyse 2021“ fiir die abwechslungsreichen
Clustermeetings und Kooperationen.

den Kollegen aus den Instituten der Verfahrenstechnik an der TU Hamburg-Harburg fiir die
interdisziplindare Zusammenarbeit.

meiner gesamten Familie, die mir wahrend meines Studiums und auch wahrend des
Abschlusses der Arbeit immer an meiner Seite gestanden hat.

meiner Frau Janine, die immer an mich geglaubt hat.



VI |



Inhaltsverzeichnis | VI

Inhaltsverzeichnis
L EINI@ITUNE ceeeeereerieeieeteeniettteneeeeneeeetenseereensseseeessessesssessessssesessssssesnssssssnssssssnssssssnnssssanassnnes 1
1.1 Enzyme als BioKatalySatorEn.......ueeiiiiieieciiiieeiee ettt et e e e e eesearree e e e e e e e eennes 2
1.2 Lipasen und Esterasen (EC.3.1.1.3) ..uuiiiiiieiiieceiee e eeieeceteeeete e eae e e svae e snae e saaee e 3
00 2 A 12 T a o] oY T (=T T N o - Ty =Y o SRR 4
I B =30 0 TV == ) o = o U PPPUPR 5
O B o T ] o 1Y oY g o [ UUR P UPR 6
1.4 PhasenVerhalten. ... e 6
1.4.1 Modellierung des Fliissig-Fllssig-Gleichgewichts mit COSMO-RS .........cccoccvviivieeiicciiieeeee e 8
1.5 Vorstellung der ReaktionSSYSTEME .....ccueeiiiiiiiee et e e e e e e 9
1.5.1 ENZYMAtiSCNE VEIESTEIUNG ...vvviiiiiiiiiiiiee ettt ettt e et e e s e st e e e e s saaaa e e e e s sssnraeeaeeeans 9
1.5.2 ENZyMatiSChe GIYCEIOIYSIS ...uvviiiiiiiiiiiiiee ettt s e e s s saare e e e e e e saareeeeeees 13
1.6 BlasenSauleNrEaktor........ooiiiiiiiiieceeeeeee e e 14
1.7 IR-SPEKLIOSKOPIE ..vveeeiiiiiei ittt et e e e s e e e st e e e e s abe e e e esasaaeesennsaeeesanns 15
1.8 Chemometrie und multivariate Datenanalyse.......ccceeeieiiieeiiriiieee e 17
1.8.1 Partial least squAres-AlgOrTNMUS..........cooiiiiiiiiii e e e e aaaree e 18
1.8.2 Indirect Hard Model-AlgOrItNMUS .........ccciiiiiiiiiee et errae e e e e e aaaeee e 20
03 = Lo 1o =T g =Tl o T o 22
2.1 Ubersicht der Strategien zur gezielten Synthese von MAG .........c.ccevveeveeeeseeeereieennas 22

2.2 Einsatz der FT-MIR Spektroskopie zur Online-Prozessiberwachung und -steuerung..24

3 Motivation Und ZielSEtZUNG .......cceeuueireeenieirenneiiteeeeerenneeteenneetrenssessensssesenssesssnssessennsssees 26
4 Charakterisierung der untersuchten Reaktionssysteme. .......ccccceeeeiiiiinennniiiiinnnnnneciinnnnen 27
4.1 Veresterung von 1-Decanol mit LAUMiNSAUIE .........evveveeiieecciiiiieeee et ee e e 28
4.1.1 Untersuchung der ModellreaKtion .........ccuuviiiiiiiiiieiee ettt e e erre e e e 28
4.1.2 BatCh-REAKEION ...eoeiieiiieeeeee ettt s e s 30
4.1.3 Fed-BatCh-REaktion ......ccooueiiiiiiieeeeeee e e e e e 32

4.2 Synthese von Partialglyceriden ... 34
4.2.1 Veresterung von Glycerol mit LAUriNSAUIe .......ooccviiiieiiiiiieiee ettt et e e e ssvaneee e e e 34
4.2.2 Glycerolyse von Glyceroltrilaurat .........ooccviiiieiiiciee e 37

4.3 Untersuchung des PhasenvVerhaltens... ... vccciiieeeei et e 39
4.3.1 Bindre Systeme - T,X-DiagramiMi.........cuuiiiiiiiiiiiiiiieeeee e e et e e e e e e e e e aaaeaeeeeseaas 39
4.3.2 Dreiecksdiagramm der ternare SYSLEME ....uuiiiiiiiciiiiie et ee e e e e s s eabreeeeeesenes 42

4.3.3 VerteilungskoeffiZIENTEN .....coii i 44



VIIl | Inhaltsverzeichnis

4.4 Untersuchung der AcyImigration ...........ceeeeeivieciiiiiiee e e 47
4.5 Untersuchung der Mehrphasenreaktionen ........cceeeevieiieeiciiniieeiiec e 50
4.5.1 Veresterung von Glycerol Und LAUIMNSAUIE ......coeeeeiiiiieeeccccccitnrrrrrrreee e e e e e e e e e e e e e e e 50
4.5.2 Glycerolyse von Glyceroltrilaurat ..........eeeeeeeieiiioiii e 68
4.5.3 Vergleichende Diskussion Veresterung und Glycerolyse .......ccccoocvuvveeieiiiciiiieeeesinciieeeee e 72

5 Optimierung der Reaktionen beziiglich Glycerolmonolaurat........ccccccceervmecerrenncerennneennns 73
6 Online-Analyse der Reaktionssysteme mittels FTIR-Spektroskopie ......ccccceeerrimeniirinannenns 82

6.1 Einflhrung in die FTIR-Spektroskopie und Chemometrie fiir die Reaktionssysteme.... 82

6.2 Auswertung mittels Partial Least Squares-Algorithmus (PLS)........cccceecvieeiviiieeeeecinen. 85
6.2.1 Veresterung von Glycerol und Laurinsdure im Uberschuss ..........cccoeveeveieeeeeeeiieieeieenns 86
6.2.2 Veresterung von Glycerol im Uberschuss und LaurinSEUre ..........ccooeveeveeeeeeveeveveeereerenne 90

6.2.3 Veresterung von Glycerol und Laurinsdure als Fed-Batch Reaktion mit Laurinsaurezufuhr 95

6.2.4 Glycerolyse von GlyCeroltrilaurat ........ccuueeieiiiiciiiiee e 100
6.3 Auswertung mittels Indirect Hard Modeling - IHM.........cccceeeeieciiirieeeeeee e, 106
6.3.1 Veresterung von Glycerol und Laurinsdure im Uberschuss .........ccccceeueeviveeeciececeeeenn, 107
6.3.2 Veresterung von Glycerol im Uberschuss und LaurinSaUre ..........coceeveeveveveecee e 112

6.3.3 Veresterung von Glycerol und Laurinsaure als Fed-Batch Reaktion mit Laurinsaurezufuhr

................................................................................................................................................... 117
6.3.4 Glycerolyse von GlyCeroltrilaurat ........ccuueiieiiiiciiiiee e e 121

6.4 VErglEICh PLS — IHM....oreeiiiiii ettt ettt e e e e e e et rar e e e e e e e e e s nnrreeeeeaeens 126

7 Prozesssteuerung einer Fed-Batch Veresterung........ccccceeeeiiiiieneeiciininnnnnsiinnnnneensnn, 128
7.1 Kalibrierung und Validierung des chemometrischen Modells..........ccccceeiieiinniinnnnenn. 129
7.2 Diskontinuierliche ProzessstEUEIUNG ..........uvviiieiiee et srerre e e e 131
7.3 Kontinuierliche Prozessst@UEIUNE.........oivecuireeeeeee e et eee e e eectrareee e e e e eessssrreeeeeeeens 135

8 Ubergreifende Diskussion & AUSBIICK ........cccvverereeiiineeesnesssreissneeesseesssnesssnessssesssnessssesans 139
9 ZUSAMMENTASSUNG .cccuuuriiiiiiiiiuniiiiiiiienssiiiiiinensssssssiitrrssssssssssresssssssssssressssssssssssssnsssssssans 145
Y] =T - S 147
A Material & Methoden ..........cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 147
AL MAtEIIAleN e 147
ALLL ChemiKalIEN..ciiiiiee ettt et st e e st e e st e e st e e s eab e e e s abee e s aaraee s 147
A C =T - | (ST T TSP TP TPPTR PP 147

A2 METNOTEN. ...ttt s s 148
A2 1 ANAlYEKMETNOAEN ... e 148

F N @ o T=Y0 4 Vo] 1 ¢ T=1 o (<IN 153



Inhaltsverzeichnis |IX

e B3V a1 o [T =T [P 157

B Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis......cccccciivuiiiiiniiiiiniiniiniiniineeens 159
C Tabellen- und Abbildungsverzeichnis..........ccccceiteeerierieneeiieeeettenniereenneerensneeseenseesennsnenes 161
C.1 TabelleNVerzeIiChNIS ...couuii ittt s 161
(ORI o] o 11 Lo [0 oY <43 V= =TT o o 11U PRPP 162

D LiteraturVerzZEIChNIS cuuceuveureieireiieireireireereireereerseraeraessssssssssssssssasssssassassssssssassassassassassase 168






Einleitung |1

1 Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wird die biokatalytische Synthese von Fettsaureestern betrachtet.
Sie werden als Emulgatoren in der Lebensmittel- und Kosmetikindustrie angewendet,
beispielsweise in Lotionen und Cremes. Das Interesse sowohl aus Sicht der Chemiekonzerne,
als auch der Verbraucher, diesen Syntheseweg ,griin“ zu gestalten, wachst fortan.
Nachwachsende Rohstoffe wie beispielsweise Fettsdauren, Glycerol oder Glycerolderivate
stellen einige wenige Molekiile dar, die die Rohstoffbasis weg von Erddélkomponenten
verschieben sollen [Biermann et al. 2011; Haas und Skerra 2008]. Im Rahmen dieser Arbeit
wird die Synthese von Fettsdureestern in einem Blasensdulenreaktor betrachtet [Hilterhaus
et al. 2008]. Es wurde detailliert die Reaktion von Glycerol und einer Fettsaure oder eines
Glyceroltriglycerids untersucht. Bei dieser Art von Reaktionen entsteht eine Vielzahl von
Glycerolpartialglyceriden als mdgliche Produkte. Dabei ist es von groRem Interesse ein
bestimmtes Produktverhaltnis von Glycerolmono-, di- und triglyceriden oder eine hohe
Reinheit bezilglich eines Glycerolpartialglycerids zu erhalten. Insbesondere das
Glycerolmonoglycerid ist dabei interessant aufgrund seiner bevorzugten Emulgierfahigkeit. In
der USA werden beispielsweise 85000 Tonnen Glycerolmono- und diglyceride jahrlich
verbraucht [Zhong et al. 2014]. Die Reaktionsselektivitat spielt hierbei eine lbergeordnete
Rolle. In dieser Arbeit wird durch die Charakterisierung des Reaktionsmechanismus und durch
die Betrachtung des Phasenverhaltens der Reaktionssysteme ein besseres Verstandnis fiir die
Reaktionsselektivitat bei der gezielten Synthese von Glycerolmonoglyceriden erhalten. Die
Untersuchungen wurden zusatzlich durch die Anwendung der FTIR-Spektroskopie unterstitzt.
Die Online-FTIR-Analytik ermdglicht es dabei, direkt aus dem Reaktor Informationen in
Echtzeit zu gewinnen und die Daten flr eine Prozesssteuerung zu nutzen. Die Grundlagen fir
das Verstandnis der Arbeit werden in dieser Einleitung dargestellt. In den einzelnen
Ergebniskapiteln werden die zum Verstindnis notigen theoretischen Grundlagen separat
eingefihrt. In der Einleitung wird nur kurz auf die in Abbildung 1.1 dargestellten Themen
eingegangen:

Biokatalytische Online-
Reaktion Spektroskopie

Phasenverhalten

Biokatalysator

* Enzyme (Lipasen)
+ Immobilisierte Lipase

Emulgatoren * Losungsmittelfreie + Multivariate
Phasendiagrame Veresterung & Datenanalyse
(T,x-Diagramme & Glycerolysis

Dreiecksdiagramme

COSMO-RS

Abbildung 1.1: Themendarstellung in der Einleitung
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1.1 Enzyme als Biokatalysatoren

Bei der chemischen Reaktion zwischen Molekiilen, beispielsweise in lebenden Zellen, missen
einerseits die Reaktionspartner chemisch kompatibel zueinander sein und zusatzlich eine
bestimmte Energie aufweisen, damit es zur Reaktion kommen kann. Diese Energie wird
Aktivierungsenergie genannt und ist entscheidend dafiir, ob die Reaktion zwischen den
Molekilen stattfinden kann. Die Aktivierungsenergie muss fiir eine Reaktion liberwunden
werden. Katalysatoren dienen hierbei als Reaktionsbeschleuniger, indem sie die
Aktivierungsenergie durch das voriibergehende Binden an die Substrate und die dadurch
verbundene chemische Modifikation der Molekiile, herabsetzen (siehe Abbildung 1.2)
[Bisswanger 2000].

r

E

pot

— nicht katalysiert
- - katalysiert

Produkt

>
>

s

Abbildung 1.2: Energiediagramm einer nicht katalysierten und einer katalysierten Reaktion. Die
Energieniveaus von Edukt und Produkt, ihre Aktivierungsenergien Ex sowie die Reaktionsenthalpie AgH
sind in Abhangigkeit der Reaktionskoordinate § aufgetragen [K. Goldberg 2005].

Ein weiteres Charakteristikum von Katalysatoren ist, dass sie aus einer chemischen Reaktion
ohne Verdanderung hervorgehen. Neben der groBen Vielfalt an chemischen Katalysatoren, auf
die hier nicht naher eingegangen werden soll, gibt es eine grofRe Vielzahl an Biokatalysatoren
(Enzyme). Enzyme sind Proteine, die aus Aminosauren bestehen und Uber Peptidbindungen
miteinander verknipft sind und so eine spezifische raumliche Struktur bilden. Sie kdnnen
aufgrund ihrer spezifischen Struktur mit einer Vielzahl von Molekiilen reagieren. Das aktive
Zentrum des Enzyms, welches aus spezifischen Aminosaureresten besteht, ist der Bereich des
Proteins, an der die Reaktion stattfindet. Wahrend der Reaktion binden dort die Substrate und
es wird voribergehend ein Enzym-Substrat-Komplex gebildet. Zwischen den Aminosauren
und dem gebundenen Substrat kommt es zu Ladungsiibergdngen. Somit kommt es zu einer
Veranderung der Molekile (Abspaltung und Einbindung von Atomen und Molekiilen) und das
Produkt wird gebildet und im Anschluss freigesetzt. Nach der Reaktion tritt das Enzym
unverandert im Ausgangszustand aus der chemischen Reaktion hervor und kann weitere
Reaktionen katalysieren. Biokatalysatoren besitzen im Gegensatz zu chemischen
Katalysatoren meist eine ausgepragte Reaktionsselektivitdt aufgrund der vielfaltigen
Anordnung der Aminosauren im aktiven Zentrum. Somit kann eine starke Selektivitat der



Einleitung |3

Substrate erreicht werden [Loffler und Petrides 2013]. Je nach den Reaktionen, die Enzyme
katalysieren, sind diese in sechs Enzymklassen einzuteilen (siehe Tabelle 1.1).

Tabelle 1.1: Einteilung der Enzymklassen [Liese et al. 2006].

Enzymklasse Reaktionstyp Beispiel
1. Oxidoreduktasen | Oxidations-/Reduktions-Reaktionen Oxidase
2. Transferasen Ubertragung funktioneller Gruppen Transaminase
3. Hydrolasen Hydrolyse Reaktion Lipase/Esterase
4, Lyasen Spaltung/Bildung von Bindungen: C-C, C-O, C-N | Aspertase
.. . Glucose-
5. Isomerasen Isomerisierungs-Reaktion
Isomerase
. Spaltung/Bildung von Bindungen unter .
.L DNA-L
6. Ligasen Energieverbrauch: C-C, C-0O, C-N NA-Ligase

In der vorliegenden Arbeit wird mit Lipasen gearbeitet. Diese gehoren zur dritten Enzymklasse,
der Hydrolasen. Sie stellen fiir die Industrie eine wichtige Untergruppe dar. Im folgenden
Unterkapitel wird auf die Lipasen und deren Besonderheiten eingegangen.

1.2 Lipasen und Esterasen (EC.3.1.1.3)

Lipasen und Esterasen gehoéren zur Enzymklasse der Hydrolasen und stellen eine wichtige
Untergruppe dar. Mehrere Eigenschaften machen die Lipasen zu sehr interessanten
Biokatalysatoren in der Chemie. Sie besitzen ein sehr grofRes Substratspektrum, sind sehr
stereo-, regio- und enantioselektiv und sie katalysieren eine Vielzahl von Reaktionen. Lipasen
und Esterasen katalysieren Hydrolyse-, Veresterungs-, Glycerolyse-, Alkoholyse- und
Umesterungsreaktionen [Bornscheuer 2000]. In der Natur lGbernehmen Hydrolasen eine
wichtige Funktion fir die Verdauung, denn sie brechen groBere Molekiile zu kleineren auf.
Lipasen beispielsweise hydrolysieren Lipide (Triglyceride) unter Wasserverbrauch zu Glycerol
und Fettsduren [Bornscheuer und Kazlauskas 2006]. Eine bedeutende Rolle nehmen sie in
industriellen Prozessen ein, wie z. B. der Veresterung von Fettsauren und Alkoholen zur
Synthese von Esterverbindungen, die beispielsweise als Emulgatoren ihre Verwendung finden.
Bei der biokatalytischen Reaktion spielt die katalytische Triade aus den Aminosauren
Asparagat, Histidin und Serin eine wichtige Rolle [Kraut 1977]. Durch einen Protonenentzug
wird das Serin katalytisch aktiv und das Nucleophil greift am Carboxylkohlenstoff einer
Carbonsaure an, wodurch ein Enzym-Substrat-Komplex entsteht und Wasser gebildet wird.
Letztlich reagiert die Hydroxylgruppe des zweiten Substrates Alkohol mit dem Enzym-
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Substrat-Komplex und es wird das Produkt Carbonsaureester gebildet und das urspriingliche
Enzym wird wieder frei.
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Abbildung 1.3: Reaktionsmechanismus einer enzymatischen Veresterung durch eine Lipase/Esterase.
Unter Wasserabspaltung wird aus der Saure und dem Alkohol ein Ester {iber die drei Aminosaduren
Asparagat, Histidin und Serin gebildet [Hilterhaus 2007].

Lipasen und Esterasen konnen basierend auf ihrer Spezifitat und Selektivitat in drei Gruppen
eingeteilt werden [Bornscheuer 2000]:

1. Regiospezifische Lipasen
Fettsdurespezifische Lipasen

3. Lipasen, welche spezifisch fiir bestimmte Acylglycerine sind, z. B. Mono-, Di- oder
Triacylglyceride.

Lipasen werden auflerdem in vielen anderen Industriezweigen angewendet. In der
Herstellung von Waschmitteln werden beispielsweise durch Lipasen wichtige Detergenzien
synthetisiert. Fiir die Kosmetikindustrie sind die Modifikation von natiirlichen Fetten und Olen
und die Synthese von Zuckerestern und einfachen Estern zur Herstellung von
Kosmetikinhaltsstoffen wichtig. So werden beispielsweise Molekdle, die als Konsistenzgeber
in Cremes dienen, enzymatisch produziert [Thum 2004; Buchholz et al. 2012].
Biokatalysatoren machen einen groRBen Anteil der Produktionskosten aus, da sie
vergleichsweise teure Katalysatoren sind. Die Wiederverwendbarkeit der Katalysatoren und
die damit verbundenen Kosteneinsparungen sind wichtige Kriterien fir die Industrie. Daher
werden Enzyme auf unterschiedlichsten Tragermaterial immobilisiert.

1.2.1 Immobilisierte Lipasen

In industriellen Prozessen ist der Einsatz von Biokatalysatoren oftmals eine groRe
Herausforderung. Einen nicht unerheblichen Anteil an den Prozesskosten stellen die
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Enzymkosten dar. AuBerdem koénnen freie Enzyme oftmals nur mit hohem technischem
Aufwand aus dem Reaktionsmedium abgetrennt werden [Hopp 2000]. Membrantechnologien
ermoglichen eine Methode zur Zuriickhaltung von freien Enzymen. Dabei ergeben sich jedoch
durch starke Druckverluste im System verursacht durch die hohe Viskositat der
Prozessfliissigkeit oftmals erhebliche Probleme. Die Immobilisierung eines Katalysators auf
einen inerten Trager ist eine attraktive Alternative. Dadurch koénnen Biokatalysatoren
effizienter abgetrennt und wiederverwendet werden [Liese et al. 2006]. Zusatzlich kann durch
die Immobilisierung neben der Wiederverwendbarkeit auch die Stabilitdt des Enzyms in vielen
Fallen erhoht werden. Es haben sich verschiedene Methoden zur Immobilisierung von
Enzymen etabliert. Es kann bei der Immobilisierung zwischen adsorptiver, ionischer,
kovalenter Bindung, sowie der Quervernetzung (cross linked enzyme aggregate: CLEA) und
dem Einschluss von Enzymen in eine Matrix unterschieden werden [Buchholz et al. 2012]. In
der vorliegenden Arbeit wird ausschlieflich das Immobilisat Novozym 435® verwendet. Dabei
liegt die Lipase B aus Candida antarctica adsorptiv auf einem pordsen Polymethacrylat-Trager
vor.

1.3 Emulgatoren

Eine Emulsion ist eine kolloidale Dispersion, in der eine Flussigkeit in Form von kleinen
Tropfchen in einer weiteren kontinuierlichen Flissigkeitsphase dispergiert ist. Aufgrund
unterschiedlicher Polaritdten sind beide Fllssigkeiten nicht miteinander mischbar [Schramm
2006]. Oftmals ist die eine Flissigkeit aufgrund von z. B. Hydroxylfunktionen eine polare
Komponente wie Wasser und die andere Flissigkeit aufgrund von Kohlestoffwasserketten
eine unpolare Komponente wie Ol. So wird grundsitzlich zwischen zwei Typen der Emulsion
unterschieden [Mo6bius et al. 2001]:

- Olin Wasser (O/W) Emulsion, in der Oltrépfchen in Wasser dispergiert sind und
- Wasser in Ol (W/0) Emulsion, in der Wassertrépfchen in Ol dispergiert sind.

Unter Einbringung von Energie, z. B. durch das Mischen mit einem Rihrorgan, kann die
Emulsion stabilisiert werden, sodass die Tropfchen homogen im System dispergiert sind.
Sobald die Emulsion jedoch in einer Ruhephase ist, kommt es zur Koaleszenz der Tropfchen
bis sich beide Phasen komplett entmischt haben. Der Einsatz von Emulgatoren kann dieses
Phdanomen beeinflussen. Emulgatoren sind grenzflaichenaktive Molekiile, die sich
grundsatzlich aus zwei funktionellen Gruppen zusammensetzen, wobei die eine Gruppe
hydrophile und die andere Gruppe hydrophobe Eigenschaften besitzt. Aufgrund des
amphiphilen Charakters lagern sich Emulgatoren bevorzugt an der Grenzflache zweier nicht
mischbaren Flissigkeiten an (siehe Abbildung 1.4).



6|Einleitung

OH

1

1

1

1

1

1

1

:

| HO o
[ *
Ll

1

1

1

1

1

1

Hydrophil

Abbildung 1.4: Schematische Darstellung eines Emulgators anhand Glycerol-1-monolaurats (links). Der
Glycerolrest stellt den hydrophilen Kopf dar und die C11-Kette stellt den hydrophoben Teil dar. Aufbau
einer Mizelle (rechts).

Durch die charakteristische Struktur der Emulgatoren und deren Oberflachenaktivitat wird die
Grenzflachenspannung beider Phasen reduziert und die Emulsion erheblich stabilisiert
[Hasenhuettl 2008]. Durch das Charakteristikum dieser Molekile wird die Bedeutung fiir die
Industrie deutlich. In unterschiedlichsten Industriezweigen sind Emulgatoren unverzichtbar
[Bahrle-Rapp 2013]. Beispielsweise werden diese in der Lebensmittelindustrie bei der
Herstellung von Margarine verwendet oder in der Kosmetikindustrie als Konsistenzgeber in
Cremes und Duschgelen zugesetzt. Industriell wichtige Emulgatoren stellen Partialglyceride
dar.

1.3.1 Partialglyceride

Partialglyceride sind Molekiile, deren Basis Glycerol ist und mindestens eine Hydroxylfunktion
des Glycerols frei ist, also nicht verestert ist (siehe Abbildung 1.4). Dazu gehoren
Glycerolmono- und diacylglyceride. Eine wesentlich héhere Oberflachenaktivitat weillen
Glycerolmonoacylglyceride (MAG) im Gegensatz zu Glyceroldiacylglyceriden (DAG) auf, da
MAG zwei freien Hydroxylunktionen besitzt. Glycerolmono- und diacylglyceride aus
Speisefetten sind die am meisten verwendeten Emulgatoren (75% Anteil) in der Kosmetik- und
Lebensmittelindustrie [Zhong et al. 2014]. Sie sind weltweit als Nahrungserganzungsmittel
zugelassen und gehoren in Europa der Zusatzstoffklasse E471 an [Negi 2006].
Glycerolmonoacylglyceride kénnen als oberflaichenaktive Substanzen das Phasenverhalten
eines Mehrphasensystems beeinflussen.

1.4 Phasenverhalten

Das Phasenverhalten der Mehrkomponentensysteme kann unter Zuhilfenahme von
sogenannten T,x-Diagrammen (siehe Abbildung 1.5; T: Temperatur, x: Molenbruch) firr binare
Systeme, sowie Dreiecksdiagrammen (siehe Abbildung 1.6) fir ternare Systeme beschrieben
werden. Das Flissig-Flissig-Gleichgewicht eines binaren Systems fiir Komponente A und B ist
in Abbildung 1.5 durch ein T,x-Diagramm dargestellt. Die Loslichkeitskurve trennt den Bereich
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der Mischungsliicke (heterogene Mischung) vom homogenen Bereich mit vollstandiger
Mischbarkeit. Im Bereich der Mischungsliicke zerfallen die Mischungspunkte in zwei
koexistierende Phasen entlang einer waagerechten Konoden in eine A-reiche Phase und eine
B-reiche Phase [Baehr und Kabelac 2012]. Die Zusammensetzung beider koexistierenden
Phasen innerhalb der Mischungsliicke bleibt konstant bei einer Temperatur. Es dndern sich
jeweils nur die Volumina der beiden Phasen. Das vorliegende T,x-Diagramm ist ein T,x-
Diagramm mit oberer kritischer Entmischungstemperatur. Eine Temperaturerhohung bewirkt
in diesem Fall eine Verkleinerung der Mischungsliicke. Beim Erreichen der kritischen
Entmischungstemperatur werden beide Phasen identisch [Liidecke und Lidecke 2013].

370
365 |
Vollstandig mischbar +«———— Mischungsliicke
360 - (homogene Mischung) (heterogene Mischung)
355
350
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_§ 345
e
g 340
E >
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—_—
XA [mol/mol]
—
xB [mol/mol]

Abbildung 1.5: T,x-Diagramm Ausschnitt fiir ein bindres System aus den Komponenten A, B.

Die Darstellung der Zusammensetzung von Dreikomponentensystemen (beispielsweise
Komponente A, B und C), sogenannten terndren Systemen, erfolgt in einem gleichseitigen
Dreieck. Hierbei entsprechen die Eckpunkte des Dreiecks den Reinstoffkomponenten A, B und
C des terndren Systems. Entlang der Dreiecksseite dndert sich der Molenbruch der
Komponenten bis zur nachsten Ecke. Die Seiten des Dreiecksdiagramms beschreiben die
jeweiligen bindren Systeme bei konstanter Temperatur und Druck. Der Bereich innerhalb des
Dreiecks stellt die Zusammensetzung des terndren Gemisches dar und die Dreiecksseite AB in
Abbildung 1.6 das bindre System flr die Komponenten A und B bei einer konstante
Temperatur (siehe Abbildung 1.5). In diesem binaren System existieren im Gleichgewicht eine
A-reiche Phase und eine B-reiche Phase, in der anteilig die Komponente A geldst ist. Das bindre
System BC ist beispielsweise vollstindig ineinander mischbar bei dieser konstanten
Temperatur und diesem Druck. Wird diesem bindren System AB nun die Komponente C
hinzugefiigt, verteilt sich die Komponente C entlang der Konoden in zwei koexistierende
Phasen. Die Konoden verbinden jeweils die Zustandspunkte der beiden Phasen [Baehr und
Kabelac 2012]. Werden alle Endpunkte der Konoden miteinander verbunden ergibt sich die
Binodale. Diese trennt den homogenen Bereich mit vollstandiger Mischbarkeit von dem
Bereich der Mischungsliicke, welches eine heterogene Mischung ist, ab. Im Bereich der
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Mischungsliicke liegt ein Zweiphasengebiet vor, in dem Mischungspunkte entlang der
Konoden zu zwei koexistierenden Phasen zerfallen. Dabei ist Zusammensetzung der beiden
koexistierenden Phasen fiir eine Konode konstant. Es dndert sich jeweils nur die Volumina der
beiden Phasen [Lidecke und Ludecke 2013].

0,0 C

1,0

N- 0,1
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 010
Boo 01 02 03 04 05 06 07 08 009 10 A
X, [mol/mol]

Abbildung 1.6: Dreiecksdiagramm fiir ein ternares System aus den Komponenten A, B, C bei
konstanter Temperatur und Druck.

1.4.1 Modellierung des Flussig-Fliissig-Gleichgewichts mit COSMO-RS

COSMO-RS (kurz fur ,Conductor-like screening model” fiir ,real solvents”) basiert auf
Berechnung der Quantenchemie und der statistischen Thermodynamik und wird fiir die
Modellierung von molekularen Wechselwirkungen von Molekiilen in fliissigen Systemen
genutzt [Klamt 1995, 2018; Klamt und Eckert 2000; Klamt et al. 2009; Klamt et al. 1998]. Die
COSMO-Berechnungen liefert die Ladungsdichte s, aus der anhand der Haufigkeitsverteilung
die Verteilungsfunktion der Ladungsdichte P(s) erstellt werden kann. Das Verteilungsprofil (o-
Profil) ist fir jedes Molekil individuell [Buggert 2008].

Haufigkeit P(s)

-2 0 2
Ladunasdichte s

Abbildung 1.7: Entstehung des Sigma-Profils von Wasser aus der Molekilstruktur [Spuhl et al. 2003].
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Abbildung 1.7 zeigt beispielhaft das Vorgehen zur Berechnung des o-Profils fliir Wasser. Im
Wassermolekil tragen die Wasserstoffatome eine positive Partialladung, welche im o-Profil
durch den negativen Peak dargestellt wird. Das Sauerstoffatom besitzt eine negative
Partialladung im Wassermolekiil und tragt entsprechend zum positiven Peak im o-Profil bei.
Die Ergebnisse der COSMO-RS Berechnung liefern letztlich ein pseudochemisches Potenzial W
der Komponente i in der Mischung, aus der dann Aktivitatskoeffizienten berechnet werden
konnen. Damit konnen Vorhersagen beziglich Verteilungskoeffizienten und
Phasengleichgewichten getroffen werden [Buggert 2008].

1.5 Vorstellung der Reaktionssysteme

In der vorliegenden Arbeit wurden drei Lipase-katalysierte Reaktionssysteme eingehend und
ndher betrachtet. Dabei wurde jeweils die Lipase B aus Candida antarctica als Immobilisat
Novozym 435® (NVZ 435®) verwendet.

Bei der Untersuchung der Reaktionen mit Glycerol als Triol wurde die Reaktionsselektivitat in
zwei Reaktionsmechanismen —der Veresterung und der Glycerolysis - untersucht. Diese ist bei
der Reaktion mit dem dreiwertigen Alkohol Glycerol und Laurinsdure als gesattigte Fettsaure
oder Glyceroltrilaurat (TL) als Triacylglycerid von groem Interesse, da hier aufgrund der drei
Hydroxylfunktionen des Glycerols mehrere Produkte entstehen koénnen. Die
Reaktionsselektivitat gibt Aufschluss dariiber, wie selektiv bei der Reaktion ein Hauptprodukt
von mehreren moglichen Produkten gebildet wird.

Anhand der Veresterung von 1-Decanol als Monoalkohol und Laurinsaure als Fettsdaure wurde
eine Online-Prozesssteuerung mittels Fourier Transform Infrarot Spektroskopie (FTIR-
Spektroskopie) etabliert. Im Folgenden werden diese Reaktionssysteme vorgestellt.

1.5.1 Enzymatische Veresterung

Bei der Lipase-katalysierten Veresterung reagieren im aktiven Zentrum der Lipase ein Alkohol
und eine Carbonsdure in einer reversiblen Gleichgewichtsreaktion in mehreren
Zwischenstufen zu einem Carbonsaureester unter Abspaltung von Wasser (siehe Kapitel 1.2).

R1 O. H B — RL O. H
Y H + \O,R2 —VK o : RZ + H\O/
atalysator
o y o)

Abbildung 1.8: Vereinfachtes Reaktionsschema einer Veresterung.

Monoalkohol

Bei der enzymatischen Veresterung von 1-Decanol mit Laurinsdure spielt die Reaktions-
selektivitat keine Rolle, da 1-Decanol als Monoalkohol nur eine Hydroxylfunktion besitzt. Nach
der Reaktion mit Laurinsdure entsteht neben Wasser das Hauptprodukt Decyllaurat. Das
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Nebenprodukt Wasser wird in einem Blasensaulenreaktor durch Strippen mit trockener Luft
aus dem Reaktionssystem ausgetragen. Somit verschiebt sich das Reaktionsgleichgewicht
nach Le Chatelier auf die Seite der Produkte, in diesem Fall zu Decyllaurat. Dieses ist ein nicht-
ionisches Tensid, welches als Weichmacher in der kosmetischen Industrie eingesetzt wird
[Goldenberg 1971]. Das flissige Reaktantengemisch ist bei der Reaktionstemperatur von
65 °C einphasig. Der heterogene Katalysator Novozym 435® liegt suspendiert im
Reaktionssystem vor. 1-Decanol ist bei der Reaktion nicht nur Reaktionsteilnehmer, sondern
auch Loslichkeitsvermittler fir die Laurinsadure.

e _OH
Novozym 435 0
+ - V\/\/\/\/\f
\H/\COOH - H,0
9

Abbildung 1.9: Reaktionsschema der enzymatischen Veresterung von 1-Decanol und Laurinsdure zu
Decyllaurat. Das Reaktionswasser wird im Blasensaulenreaktor durch Strippen mit trockener Luft aus
dem System ausgetragen, um das Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite zu schieben.

Triol

Bei der Reaktion von Fettsduren mit Glycerol als dreiwertigen Alkohol (Triol) entstehen
Fettsaureglycerolester. Dabei wird zwischen Glycerolmono, -di und triacylglyceriden
unterschieden (MAG, DAG & TAG), je nach Anzahl der mit dem Glycerolmolekil veresterten
Fettsauremolekile. Bei der enzymatischen Reaktion von Laurinsaure und Glycerol kénnen
demnach eine Vielzahl von Produkten entstehen (siehe Abbildung 1.13): Glycerol-1-
monolaurat (1-ML), Glycerol-2-monolaurat (2-ML), Glycerol-1,2-dilaurat (1,2-DL), Glycerol-
1,3-dilaurat (1,3-DL) und Glyceroltrilaurat (TL). Bei der Synthese von Monoacylglyceriden aus
Glycerol und Laurinsdure ist die Reaktionsselektivitat ein sehr wichtiger Parameter, der
Informationen darlber liefert, wie selektiv die Synthese von MAG verlauft. Eine
I6sungsmittelfreie Synthese von hochreinem MAG ist kommerziell nicht realisierbar aufgrund
der niedrigen Reaktionsselektivitat bezliglich MAG und der geringen Mischbarkeit der
Substrate Glycerol und Laurinsdure. Glycerol ist durch die drei Hydroxylfunktionen ein sehr
polares Molekil, wohingegen die Laurinsdure durch die lange Kohlenstoffwasserkette
(gesattigte C12-Fettsdure) ein unpolares Molekil darstellt. Die beiden Substrate sind im
flissigen Aggregatzustand nicht miteinander mischbar. Das Reaktantengemisch ist bei der
Reaktionstemperatur von 65 °C zweiphasig und fliissig. Der unpolare heterogene Katalysator
Novozym 435 liegt suspendiert in der unpolaren Phase und in der Grenzschicht zur polaren
Glycerol-Phase vor.
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Abbildung 1.10: Vereinfachtes Reaktionsschema der enzymatischen Veresterung von Laurinsdure und
Glycerol zu Glycerol-1-monolaurat (1-ML). Zusatzlich ist die Mehrphasigkeit des Reaktionssystems
schematisch dargestellt (dunkelblau (links): polare Glycerol-Phase; hellblau (rechts): unpolare Phase).
Als Nebenprodukte entstehen Glycerol-2-monolaurat (2-ML), Glycerol-1,2-dilaurat (1,2-DL), Glycerol-
1,3-dilaurat (1,3-DL) und Glyceroltrilaurat (TL). Das Reaktionswasser wird im Blasensaulenreaktor
durch Strippen mit trockener Luft aus dem System ausgetragen, um das Reaktionsgleichgewicht auf
die Produktseite zu schieben.

Bei der klassischen Veresterungsreaktion von Glycerol und Laurinsdure handelt sich es um
eine konkurrierende Folgereaktion (detaillierte Darstellung in Kapitel 4). Die wahrend der
Reaktion entstehenden Fettsdaureglycerolester ML, DL und TL sind nur in der unpolaren
Laurinsdaure-Phase l6slich. Aufgrund der Molekdlstruktur der Partialglyceride ML und DL steigt
das Loslichkeitsvermdgen von Glycerol in der unpolaren Phase wahrend der Reaktion an (das
Phasenverhalten der Reaktionssysteme wird in Kapitel 4 ,,Charakterisierung der Reaktionen”
detailliert untersucht).

Einschub: Konkurrierende Folgereaktionen

Durch folgendes Schema kann das System einer konkurrierenden Folgereaktion
veranschaulicht werden [Hofmann et al. 1992]:

k
AL+ A, 5 A, (1)

k
As+ A, S A, (2)

Fir die Stoffmengendanderungsgeschwindigkeiten ergeben sich folgende Beziehungen:

dCl

1‘1 == _k]_ClCZ = E (3)
dc
rZ = _k1C1C2 — k2C3C2 = d_tz (4)
dc
r3 = k1C1C2 - k2C3C2 = d_: (5)
dc
I‘4 = k2C3C2 = d_: (6)
K . mol
onzentration c [T]
Geschwindigkeitskoeffizient k [ﬁ]
Reaktionsgeschwindigkeit r "L‘—‘;l
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Es ergeben sich Reaktionen von formal zweiter Ordnung, falls die Konzentrationen der
Reaktionspartner in gleicher GréRenordnung liegen. Drei Moglichkeiten der Reaktionsfiihrung
ergeben sich (vgl. Abbildung 1.11).

1. A2 wird vorgelegt und Al wird langsam zugegeben (Fedbatch)

Hierbei reagiert das Zwischenprodukt A3 sofort weiter, weil A2 im Uberschuss vorliegt. Der
sich ergebende Konzentrationsverlauf ist qualitativ in Abbildung 1.12 links dargestellt.

2. A1l wird vorgelegt und A2 wird langsam zugegeben (Fedbatch)

Hierbei reagiert A2 in zwei Parallelreaktionen zu den Produkten A3 und A4 weiter. Der sich
ergebende Konzentrationsverlauf ist qualitativ in Abbildung 1.12 rechts dargestellt.

3. A1l und A2 wird gleichzeitig in den Reaktor gegeben (Batch)

Auch hier reagiert A2 in zwei Parallelreaktionen zu den Produkten A3 und A4 weiter. Es ergibt
sich also der gleiche Reaktionsverlauf wie in Option 2, weil die Parallelreaktionen beziiglich
des Reaktanden A2 nach der gleichen Reaktionsordnung ablaufen.

Bei Parallelreaktionen mit gleicher Reaktionsordnung lasst sich die Produktverteilung nicht
durch die Konzentrationsfiihrung beeinflussen [Hofmann et al. 1992]. Eine Beeinflussung ist
nur durch die Veranderung des Verhaltnisses der Geschwindigkeitskonstanten k1 und k2
moglich (z. B. durch Temperaturanderung oder Katalysatorwahl). Diese Betrachtungen gelten
unter der Annahme eines einphasigen Reaktionssystems und unter Vernachldssigung der
Rickreaktionen (Hydrolyse).

Abbildung 1.11: Unterschiedliche Reaktionsfiihrung bei konkurrierenden Folgereaktionen; 1: A2 wird
vorgelegt und Al wird langsam zugegeben; 2: Al wird vorgelegt und A2 wird langsam zugegeben; 3:
Al und A2 wird gleichzeitig in den Reaktor gegeben [Hofmann et al. 1992].

Zugabe an A4, D Verbrauch an A;

Abbildung 1.12: Konzentrationsverlaufe entsprechend der Zugabe Strategien nach Abbildung 1.11
[Hofmann et al. 1992].
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1.5.2 Enzymatische Glycerolysis

Eine weitere Alternative Partialglyceride, speziell Glycerolmonolaurat, zu synthetisieren, stellt
die Glycerolyse von Glyceroltrilaurat dar. Bei der Glycerolyse handelt es sich um eine
Umesterungsreaktion von Glyceroltrilaurat (TL) mit Glycerol zu den Partialglyceriden 1,2-DL,
1,3-DL, 2-ML und 1-ML. Die Glycerolyse ist verglichen zur klassischen Veresterungsreaktion
eine parallel laufende Reaktion (detaillierte Darstellung in Kapitel 4). Bei der Glycerolyse liegt
ebenfalls bei der Reaktionstemperatur von 65 °C ein mehrphasiges Reaktionssystem vor.
Glycerol als eines der beiden Substrate stellt hierbei die polare Phase dar und TL als zweites
Substrat die unpolare Phase. Der Biokatalysator NVZ 435€ liegt suspendiert in der unpolaren
Phase, sowie in der Grenzschicht vor.

C1H
O:< 11H23 OH oH
o 5 OH }OH OH j\ OH
}O)J\Cnst oH \> O Ci1Hag + é* OH :>_O C11H23+ 2 {> 8
o o) OH o
O% O:< O_ﬂ/
CiiHa3 Ci1H2s3 C11H23 3011H2
TL 1,2-DL 1-ML 2-ML 1-ML
T Acylmigration T Acylmigration
C11Ho3 OH
o= on
6] OH OH
OH
—OH %*OH + %*OH
6] (@] O
(e}
CiiH23 CiiHas Ci1Ha3
1,3-DL 1-ML 1-ML

Abbildung 1.13: Reaktionsschema der enzymatischen Glycerolyse von Glyceroltrilaurat (TL) zu
Glycerol-1-monolaurat (1-ML). Als Nebenprodukte entstehen Glycerol-2-monolaurat (2-ML), Glycerol-
1,3-dilaurat (1,3-DL) und Glycerol-1,2-dilaurat (1,2-DL).

Zundachst reagieren Glycerol und TL zu 1,2-DL und 1-ML. Der biokatalytischen Reaktion ist
zusatzlich eine Acylmigration Uberlagert, die rein chemisch ablduft. Hier lagert sich eine
Acylgruppe am Glyceridmolekiil um. Durch die Acylmigration bildet sich 1,3-DL, welches dann
wieder mit Gycerol weiter zu 1-ML reagiert. Zusatzlich reagiert 1,2-DL mit Glycerol zu 2-ML,
welches wiederum durch eine Acylmigration zu 1-ML umgewandelt werden kann.
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1.6 Blasensaulenreaktor

Der Blasensaulenreaktor ist ein Mehrphasenreaktor und besitzt ein breites Anwendungsfeld.
Meistens kommt der Reaktor fir Reaktionen, bei denen mindestens ein Gas und eine
Fllssigkeit involviert sind, zum Einsatz [Deckwer und Field 1992]. AuRerdem eignet sich der
Blasensaulenreaktor flir heterogene I6sungsmittelfreie Biokatalysen mit viskosen Reaktanden
[Hilterhaus et al. 2008] (siehe Abbildung 1.14).

Gasausgang

Gaseingang

Abbildung 1.14: Schematische Darstellung eines Blasensaulenreaktors [Hilterhaus et al. 2008; Baum
et al. 2016].

Der Blasensdulenreaktor ist im Allgemeinen dadurch charakterisiert, dass in eine Flissigkeit
ein Gas eingebracht wird. Der Energieeintrag wird iber die disperse Gasphase gewahrleistet.
Am Boden des Blasensaulenreaktors wird dafiir Gas durch eine perforierte Platte geleitet und
Gasblasen steigen entlang des Zylinders auf und formen eine Gas-/Fliissigkeits-Grenzschicht.
Dadurch ist ein optimaler Gas-Flissigkeitsaustausch gewahrleistet. Die Gas-Phase erfillt
hierbei zwei Funktionen. Einerseits dient sie der schonenden Durchmischung der
Reaktionsmischung mit geringem mechanischem Stress auf die heterogenen
Biokatalysatoren. Andererseits bendtigt der Blasensdulenreaktor keine beweglichen
Einbauten, wodurch die Scherkrafte, die durch einen Rihrer verursacht wiirden, minimiert
werden und die Langzeitstabilitat des heterogenen Biokatalysators erhoht wird. AuRerdem
wird durch den Eintrag des Gases Reaktionswasser aus dem Reaktor getragen und das
thermodynamische Gleichgewicht kann auf die Seite der Produkte verschoben werden [Baum
et al. 2016]. In der vorliegenden Arbeit wird der Blasensaulenreaktor fiir ein Vier-Phasen
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Reaktionssystem eingesetzt (siehe Abbildung 1.15). Die fllissige Phase setzt sich dabei aus dem
viskosen Glycerol als polare Phase und der Laurinsdure (Veresterung) oder Glyceroltrilaurat
(Glycerolyse) als unpolare Phase zusammen. Die synthetisierten Partialglyceride ML und DL
liegen ebenfalls in der unpolaren Phase vor. Die heterogenen Biokatalysatoren bilden eine
dritte feste Phase, wobei sie als dispergierte Partikel in der unpolaren Phase und an der
Grenzschicht zur polaren Phase vorliegen. Die vierte Phase stellt die eingebrachte Luft dar, die
dem Stoffaustausch zwischen Gas- und Fliissigkeitsphase dient.

Polare Phase: Gasphase: Luftblasen
Glycerol

Unpolare flissige Phase
(S = Substrat: LS oder TL, geldstes
Glycerol. Partialglyceride: ML, DL)

Polare fliissige Phase (Glycerol)

Feste Phase:
Biokatalysator NVZ 435®

Abbildung 1.15: Schematische Darstellung des Mehrphasen-Reaktionssystems. In diesem Beispiel liegt
Glycerol im Uberschuss vor und stellt somit die kontinuierliche polare Phase dar. LS, TL, sowie die
Partialglyceride ML, DL stellen die dispergierte unpolare Phase dar. Der Biokatalysator liegt dispergiert
in der unpolaren Phase, sowie in der Grenzschicht zur polaren Phase vor.

1.7 IR-Spektroskopie

Spektroskopische Messmethoden bekommen eine immer groflere Bedeutung in der
chemischen Industrie. Die steigende Kompaktheit, das sinkende Preisniveau und die immer
besser werdenden Rechnerleistungen zur multivariaten Datenanalyse tragen immens dazu
bei, dass diese Methoden fortan Einzug in die Industrie finden werden [Kessler 2012].

Die Infrarot-Spektroskopie ist eine Schwingungsspektroskopie und beruht auf der
Wechselwirkung der elektromagnetischen Strahlung mit den funktionellen Gruppen von
Molekilen. Dabei wird in Nahinfrarot (NIR im Wellenlangenbereich: 700 - 2500 nm oder
Wellenzahlbereich: 4000 — 14200 cm™), mittleren IR-Bereich (MIR im Wellenlangenbereich:
2500 -15400 nm oder Wellenzahlbereich: 650 — 4000 cm™) und fernes IR (FIR im Bereich ab
15,4 um) unterschieden (siehe Abbildung 1.16).
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UV-VIS- IR-Spektroskopie H'-, C"”- N"- P*-NMR-
Spektroskopie Raman Spektroskopie
uv < Infrarot Mikrowellen Funkwellen
2 10 nm-400nm » 740nm-=1mm Tmm-1m >1m
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Abbildung 1.16: Das elektromagnetische Spektrum [Chmiel 2011].

Im mittleren Infrarot werden Absorptionsbanden detektiert, die im Wesentlichen
Grundschwingungen funktioneller Gruppen im Molekil zuzuordnen sind [Kessler 2012]. Die
Lage der Absorptionsbande wird in der Einheit Wellenzahl [cm™] angegeben. Diese ist
antiproportional zur Wellenlange. Der MIR-Bereich wird in zwei Bereiche unterteilt. Im
Bereich oberhalb von 1500 cm™ absorbieren funktionelle Gruppen der Molekile. Im Bereich
unterhalb von 1500 cm™, im sogenannten Fingerprint Bereich, absorbieren neben den
funktionellen Gruppen der Molekile zusatzlich die Geriistschwingungen der Molekiile. Daher
kénnen auch strukturdahnliche Molekiile unterschieden werden. Jedes Molekil besitzt
sozusagen einen eigenen ,Fingerabdruck” [Otto 2011].

In situ Lichtleitersonden, die unter Ausnutzung des Prinzips der abgeschwachten
Totalreflexion (ATR, engl. attenuated total reflection) funktionieren, machen die IR-
Spektroskopie im mittleren IR auch fir die Prozesstechnik interessant. Die ATR-Sonden
konnen einfach in den Reaktor implementiert werden im Gegensatz zur
Transmissionsmessung, in der das Infrarotanregungslicht ein Teil, des zu untersuchenden
Mediums, im Bypass durchlaufen muss. Aullerdem kommt es bei der Transmissionsmessung
in Mehrphasensystemen durch Lichtstreuungseffekte zu Verfdlschungen in der Messung.
Dieses Problem tritt bei der Messung mit dem ATR Prinzip nicht mehr auf, da die
Absorptionsbanden des Mediums an der Oberfliche eines ATR-Kristalls wiedergegeben
werden (siehe Abbildung 1.17). Uber flexible Fasern (hier Silberhalogenid fiir Infrarotstrahlung
im MIR) werden die Strahlungen zu einem Reflexionselement (IRE), meist Kristalle mit einem
hohen Brechungsindex (hier Diamant), gefiihrt. An der Oberfliche des IRE werden die
Strahlungen gebrochen und zum Detektor zurlickgefiihrt. Ein Teil der Strahlung dringt in das
angrenzende Medium, welches einen geringeren Brechungsindex aufweist als Diamant, ein
und wird absorbiert. An der ATR-Kristall Oberflache entsteht durch die interne Reflexion eine
sogenannte evaneszente Welle, die in das angrenzende Medium eindringt und absorbiert wird
[Kessler 2012].
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[ Detektor ]

Abbildung 1.17: Prinzip eines ATR (attenuated total reflection)-Kristalls.

Die Eindringtiefe der evaneszenten Welle liegt im Bereich von 0,5 bis 5 um [Chmiel 2011] und
berechnet sich nach Formel 8 wie folgt [Kessler 2012]:

A

P 2m\/n? sin (@) — n32

(7)

Eindringtiefe der evaneszenten Welle dp [nm]
Wellenlange der einfallenden Strahlung A [nm]
Brechungsindex des ATR-Kristalls (Diamant = 2,4) ni [-]
Brechungsindex des Mediums n; [-]
Einfallswinkel der Strahlung Q) [°]

1.8 Chemometrie und multivariate Datenanalyse

Die Chemometrie findet Anwendung bei der Analyse und Auswertung von komplexen
Datenmengen, so auch bei den spektralen Daten der IR-Spektroskopie. Dabei werden fir die
multivariate Datenanalyse gezielt Methoden aus der Statistik und Mathematik angewendet.
Das Hauptziel hierbei ist zum einen die Einordnung und Klassifizierung der Daten durch die
Reduktion der Datenmenge auf ein Bruchteil der Daten mit einem relevanten
Informationsgehalt. In der Regel rechnen mathematische Algorithmen aus dem komplexen
Datensatz die Teile heraus, die relevante Information enthalten, sodass die Daten z.B.
klassifiziert werden konnen. Aus einem groRen Datensatz kénnen so beispielsweise
Messwerte zusammengefasst werden, die den gleichen Informationsgehalt besitzen. Eine
Methode, die so zum Einsatz kommt, ist die Hauptkomponentenanalyse (PCA, engl. Principal
Component Analysis) [Kessler 2012]. Auf die Hauptkomponentenanalyse wird in dieser Arbeit
nicht naher eingegangen. Durch die Klassifizierung und die damit verbundene Reduktion der
Datenmengen der IR-spektroskopischen Messung konnen zundchst qualitative
Datenauswertungen durchgefiihrt werden. Aus den spektralen Daten kdonnen jedoch nur
bedingt quantitative Informationen gewonnen werden. Mit Hilfe von Algorithmen der
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multivariaten Regressionsverfahren werden funktionale Zusammenhange zwischen einfach
messbaren GrofRen (z. B. Absorptionsspektren) mit schwer messbaren GréBen (ZielgréRen,
z. B. Produktkonzentration) hergestellt. Durch sogenannte chemometrische Modelle kdnnen
gualitative und quantitative Aussagen Uber die Konzentration der Produkte und Edukte in
einer Reaktionsmischung getroffen werden [Kessler 2007].

Bei der multivariaten Regression wird zwischen Soft- und Hardmodel unterschieden. Beim sog.
Softmodel ist die Kenntnis der inneren Beschaffenheit des Systems nicht notwendig und wird
bei der Modelbildung nicht berlicksichtigt. Beispiel hierfiir ist der Partial-Least-Squares-
Algorithmus (PLS Regression, siehe Kapitel 1.8.1), welcher auf statistische Methoden der
Mathematik zurlickgreift. Diese multivariate Regressionsmethode hat sich in der chemischen
Analytik besonders durchgesetzt. Beim Hardmodel wird statt linearer Regressionsmethoden
aus der Statistik, ein nichtlineares, phanomenologisches Modell verwendet, welches die
wesentlichen spektralen Eigenschaften nachbildet [Engel et al. 2009]. Hier findet der ,,Indirect
Hard Modell“ Algorithmus (IHM) Anwendung (IHM Algorithmus, siehe Kapitel 1.8.2).

1.8.1 Partial least squares-Algorithmus

Die Anfange hatte die PLS-Regression in den frithen 70er Jahren durch Herman Wold, der fiir
die Auswertung von 6konomischen Daten einen Algorithmus entwickelte [Wold 1974]. Ende
der 70er Jahre gab es dann die ersten Anwendungen der PLS-Regression in der Chemie zur
Auswertung von komplexen Datenmengen [Gerlach et al. 1979]. Inzwischen gehort die PLS-
Regression zu der am meisten etablierten multivariaten Regressionsmethode. In vielen
Wissenschaften findet diese Anwendung zur Auswertung von hoch komplexen Datenmengen
[Kessler 2007].

Der PLS-Algorithmus verknipft in einem gemeinsamen Modell mehrere Y-Werte (ZielgroRen
wie z.B. Eduktkonzentration und Produktkonzentration) mit multiplen X-Werten
(MessgroBen: hier die Absorptionsspektren). Die Korrelation geschieht Uiber eine
Transformation der Konzentrations- und Spektrenmatrix (Y und X) in sogenannte score-
Matrizen (T und U) und loading-Matrizen (P"und Q’), sowie Fehlermatrizen (E und F). Uber ein
iteratives Verfahren werden die Parameter variiert, um die Fehlermatrizen zu minimieren
(siehe Abbildung 1.18). Auf eine genaue Herleitung wird hier verzichtet und auf die folgende
Quelle verwiesen [Kessler 2007].
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Innere Beziehung = duRere Beziehung

Abbildung 1.18: Mathematische Zusammenhange fiir die Verknipfung der MessgrofReninformationen
X (Absorptionsspektren) mit den ZielgroReninformationen Y (Konzentrationsdaten), (X =
Spektrenmatrix, Y = Konzentrationsmatrix; T, U = score-Matrizen; P‘,Q’ = loading-Matrizen; E, F =
Restmatrizen; B = Verbindungsmatrix)

Der Vorteil der PLS-Regression ist, dass keinerlei Informationen liber das zu modellierende
System als solches notwendig sind (Blackbox-Ansatz). Ein wesentlicher Nachteil ist, dass eine
Anwendung des Modells auf nicht kalibrierte Bereiche, d.h. eine Extrapolation z. B. auf andere
Temperaturbereiche streng genommen nicht moglich ist. Die Kalibrierung bei der PLS-
Regression ist zeitaufwandig und muss regelmaRig tberpriift werden. Es werden bei der PLS-
Regression aulRerdem nichtlinearen Effekte wie Banden-Verschiebungen oder Bandenform-
Veranderungen, sowie Basislinieneffekte nicht bertcksichtigt [Engel et al. 2009]. Abbildung
1.19 zeigt die Vorgehensweise der Modellerstellung mittels der PLS-Regression.

1. Entwicklung eines chemometrischen Modells

experimentelle Daten y, FT-IR Daten X, chemometrisches Modell M

n=Xb,+e,

Partial Least Squares

2. Anwendung des chemometrischen Modells (externe validierung)

FT-IR Daten X, chemometrisches Modell M vorhergesagte Dateny,

Partial Least Squares

Abbildung 1.19: Erstellen eines multivariaten Modells Giber die Verknlipfung von Konzentrationsdaten
mit den Infrarotspektren und Validierung bzw. Anwendung des Modells zur Auswertung von
unbekannten Spektren [Miiller 2012].
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Bei der PLS-Regression ist das Kalibriermodell und das Spektralmodell identisch und die
Modellbildung erfolgt in einem Schritt. Uber den PLS-Algorithmus werden in diesem Fall
zunachst die Konzentrationsdaten Y1 mit den Spektrendaten X in Korrelation gebracht. Dabei
entsteht ein sogenanntes chemometrisches Modell. Fiir die Modellbildung ist es wichtig, eine
maximale Anzahl an Hauptkomponenten n festzulegen. Die Hauptkomponenten stellen
Faktoren dar, die das spektrale System am besten darstellen. Diese Anzahl dieser
Komponenten stellt den Rang n der Matrix dar und bestimmt die Anzahl der Faktoren, die das
System am genauesten beschreiben. Werden zu viele Faktoren gewahlt, kann es zum
Overfitting kommen. Dabei werden zuféllige Veranderungen (z. B. Rauschen) eventuell im
Modell beriicksichtigt und eine genaue Vorhersage ist nicht mehr gewahrleistet. Im Gegensatz
dazu kann es zum Underfitting kommen, sobald zu wenige Faktoren fiir die Modellerstellung
gewdhlt werden. Dabei kann das Modell weniger genau vorhersagen als es die Daten erlauben
(siehe Abbildung 1.20). Eine Faustregel fiir die Wahl der Faktoren fiir die Modellerstellung
mittels PLS-Regression liefert Kessler: ,, Die minimale Anzahl der Kalibrierproben sollte die zu
erwartende Anzahl der Hauptkomponenten multipliziert mit vier nicht unterschreiten.”
[Kessler 2007]. Die Summe aus Modellfehler (Kalibrierfehler) und Schatzfehler stellt den
Gesamtfehler des Modells dar und wird Vorhersagefehler genannt.

0.6
o "Underfitting"
\ (zu wenige Komponenten) "Overfitting"
(zu viele Komponenten)
N
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Abbildung 1.20: Prinzipielle Zusammensetzung des Validierfehlers bei der multivariaten Kalibrierung
in Abhéngigkeit von der Modellkomplexizitdt (Rang) [Kessler, 2005].

1.8.2 Indirect Hard Model-Algorithmus

Beim der Indirect Hard Model-Regression (IHM) wird statt linearer Regressionsmethoden aus
der Statistik ein nichtlineares, phanomenologisches Modell verwendet, welches die
wesentlichen spektralen Eigenschaften nachbildet [Engel et al. 2009]. Dieser Algorithmus
berlicksichtigt nichtlineare spektrale Phianomene wie Basislinieneffekte,
Bandenformanderungen und -verschiebungen [Kriesten et al. 2008]. Im Gegensatz zur PLS-
Regression wird dadurch die Anwendung auf nicht kalibrierte Bereiche ermdglicht, d.h eine
Extrapolation auf andere Temperaturbereiche ist erlaubt. Dabei setzt sich das IHM-Modell aus
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zwei Teilmodellen zusammen, dem Spektralmodell (siehe Abbildung 1.21 oben) und dem
Kalibriermodell (siehe Abbildung 1.21 unten). Im ersten Schritt wird das Spektralmodell
erstellt. Hierfiir werden die mathematischen Modelle zu den spektralen Eigenschaften des zu
modellierenden Systems erstellt. Durch die Anpassung parametrisierter Banden-Funktionen
an die Reinstoffspektren, kénnen nichtlineare Effekte, wie Temperaturdanderungen oder
Wechselwirkungen zwischen den Molekilen, berlicksichtigt werden. Im zweiten Schritt
entsteht das Kalibriermodell. Hier findet, wie bei der PLS-Regression, die Korrelation der
spektralen Daten mit Konzentrationsdaten statt. Das Kalibriermodell ist durch das Trennen
vom Spektralmodell unabhangig von nichtlinearen Effekten [Engel et al. 2009].

Erstellungeines Indirect Hard Modells (IHM)

Jedes einzelne Reinstoffspektrum Summe der Peaks
I'l
\ ] _
| _ sl || 57 =S v(0,0,,7)
| T3 i ] Jj
8 < |
£ [ A
. _,/" NN / \
*/\/ ‘ Wellenzahl
k ! ﬂ\, |
NS, ]
Wellenzahl
Mischungsspektrum Linearkombination der Reinstoffspektren

+ U’l;_; b
+ ws -

Absorption
Absorption

Wellenzahl Wellenzahl

Abbildung 1.21: Schritte des Indirect Hard Modeling von Mischungsspektren zur Bestimmung der
Konzentrationen einzelner Komponenten. Reinstoffmodell S,fei" ist die Summe der Voigt-Funktionen
V(v, Bi‘j) welche von der Wellenzahl v und dem Vektor 9£J der peak-Parameter aller peaks abhangt.
Das Mischungsmodell S ist die Summe der Reinstoffmodelle S7¢™ multipliziert mit den

Gewichtungsfaktoren wy [Kriesten et al. 2008].
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2 Stand der Technik

In diesem Kapitel soll der Stand der Technik fiir die untersuchten Thematiken dieser Arbeit
kurz dargestellt werden. Im Folgenden wird auf den Reaktionsmechanismus beziglich
Monoacylglyceride (MAG) eingegangen, sowie auf die Anwendung der Online-Spektroskopie
zur Uberwachung und Steuerung eines Prozesses.

2.1 Ubersicht der Strategien zur gezielten Synthese von MAG

Monoacylglyceride (MAGs) sind nichtionische Tenside, die durch ihre emulgierenden
Eigenschaften, einen grofRen Anwendungsbereich in der Lebensmittel-, Pharma- und
Kosmetikindustrie besitzen. Besonders MAGs besitzen aufgrund ihrer molekularen Struktur,
mit zwei freien Hydroxylfunktionen, eine hohe Oberflachenaktivitdit. Deshalb werden
besonders MAGs (teilwesie DAGs) beispielsweise als Verdickungsmittel in der
Lebensmittelindustrie eingesetzt und haben dort einen weltweiten Marktanteil von 75 %
[Corma et al. 1998; Hasenhuettl 2008]. Daher ist die Herstellung von MAG industriell wichtig.
Hier werden MAGs herkdmmlich durch eine chemische Glycerolysis von TAGs oder durch eine
Veresterung von Glycerol und einer Fettsaure mit starken Sauren als Katalysator bei Giber 200
°C hergestellt. Je nach Substratverhaltnis kann der MAG-Anteil in der Lipid-Phase (MAG + DAG
+ TAG) 35-60 Gew.-% erreichen. Dabei ist die maximale MAG Ausbeute durch das
Reaktionsgleichgewicht und die Loslichkeit beider Substrate in einander limitiert. Hierbei fihrt
eine weitere Erhéhung der Glycerolkonzentration nicht zur weiteren MAG-Bildung, da die
Loslichkeit von Glycerol in der Lipid-Phase limitiert ist und sich ein Zweiphasen-System
ausbildet. Um héhere MAG-Ausbeuten zu erhalten, miissen die Reaktionsmischungen nach
der Reaktion weiter aufgereinigt werden, beispielsweise durch Molekulardestillation. Die
weiteren Aufreinigungsschritte wirken sich erheblich auf die Produktionskosten aus. [Negi
2006; Damstrup et al. 2006; Hasenhuettl 2008]. Weitere Syntheserouten zur Produktion von
MAG’s sind die direkte und die partielle Hydrolyse eines TAGs oder die Umesterung zwischen
Glycerol und eines Fettsdureesters [da S.Machado et al. 2000]. In den vergangenen
Jahrzehnten wurden umfangreiche Forschungen durchgefiihrt, um chemische, als auch
biokatalytische Reaktionsrouten mit hoher Selektivitat beziiglich MAG zu identifizieren. So
berichtete Zhong et al. in 2014 in einem Review Artikel (iber mehrere Strategien zur Erhéhung
der MAG Selektivitdt in der Reaktion. Die wichtigsten Strategien sind in der Tabelle 2.1
aufgelistet. Dazu gehoren die selektive Ausfallung von MAG wéahrend der Reaktion [McNeill
und Yamane 1991], das rationale Design von Katalysatoren [Diaz et al. 2001; Jerome et al.
2004] sowie die Nutzung von Solvationseffekten [Damstrup et al. 2006; Guo und Xu 2005].
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Tabelle 2.1: Ubersicht zu den Strategien zur Erhéhung der Selektivitat beziiglich MAG [Zhong et al.
2014]. Alle gegebenen Ergebnisse beziehen sich auf den MAG-Anteil in der Lipid Phase. (MAG:
Monoacylglycerid, DAG: Diacylglycerid und TAG: Triacylglycerid).

Rationales Design von

Selektive heterogenen Katalysatoren
Strategie Ausfillung von Solvatation
MAG Porendurch- | Katalysator-
messer oberfléche
Prinzip Temperatur § Boore <Pors | Caieerol, Keq
=>MAG Oberflache A+B ‘_h. C ‘+ D
Loslichkeit in Jc. ch _ Nelp _ XcXpYcVp
der Reaktions- e Al XAXBYATB
mischung v Oberflache
Limitierung
in der
DAG/TAG
Bildung
Idee Reaktionsgleich- | Unterbind- Hydrophile Mischbarkeit der
gewicht ung der Oberflache Reaktanten v
verschiebt sich DAG/TAG interagiert Losungsmittel X interagiert
auf die Seite Bildung bevorzugt bevorzugt mit
des Produkts mit Glycerol Komponente C (MAG)
MAG => Aktivitatskoeffizient
Ve ¥
=> Molare Fraktion xvac 4
Ergebnis Glycerolyse von [ Veresterung 81 % MAG (a)80% MAG in tert.-
Olivenol mit von Glycerol | Selektivitat, Alkohol
90 % MAG & 60 % MAG (b)Bis zu 90 % MAG in
-16 h bei 42 °C Laurinsaure molare Glycerolyse
-4dbei5°C mit 75 % Ausbeute
MAG (basierend
Anteilen auf Glycerol)
Nachteil Reaktionsge- Nur fir Keine - lonische Flissigkeiten
schwindigkeity Veresterungs | Enzyme (giftig).
-reaktionen + Reaktion - Org. Losungsmittel
& keine im (grofRer Aufwand im
Enzyme Losungsmitt Downstream Processing)
el DMSO
Quelle [McNeill und [Diaz et al. [Jerome et (b)[Guo und Xu 2005]
Yamane 1991] 2001] al. 2004] (a)[Damstrup et al. 2006]
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Bei der Ausfallung von MAG in der Reaktion wird eine Erniedrigung der Loslichkeit von MAG
in der Reaktionsmischung durch Temperaturabsenkungen herbeigefihrt. Dadurch verschiebt
sich das thermodynamische Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite (MAG) durch den
Entzug von MAG aus der Reaktionsmischung und bei der Glycerolyse von Olivendl werden
90 % MAG-Anteile in der Lipid-Phase erreicht. Der Hauptnachteil dieser Strategie sind die
niedrigen Reaktionsgeschwindigkeiten aufgrund der beno6tigten niedrigen Temperatur. Daher
ist dieser Ansatz nicht anwendbar in der Industrie.

Wird der Porendurchmesser oder die Oberfliche eines heterogenen Katalysators rational
designt, kann dadurch gezielt Einfluss auf die Reaktionsselektivitdt genommen werden.
Einerseits wird der Porendurchmesser so gestaltet, dass kein DAG Molekiil durch die Pore zum
Katalysator durchdringen kann. Somit wird die DAG und TAG-Bildung bei einer Veresterung
gehemmt. Bis zu 75 % MAG-Anteile wurden in der Lipid-Phase erreicht. Zusatzlich kann die
Oberflache des Katalysators so designt werden, dass bevorzugt Glycerol mit der hydrophilen
Katalysatoroberflache interagiert. Die Glycerolkonzentration an der Katalysatoroberflache ist
demnach groRer als die Esterkonzentration und die Bildung von DAG und TAG sind dadurch
erganzend limitiert. Dabei konnten 81 % MAG -Selektivitat erreicht werden. Hauptnachteile
dieser beiden Strategien sind, dass diese bis heute nicht fiir die Biokatalyse genutzt werden
kénnen und das Lésungsmittel, wie z. B. DMSO, eingesetzt werden miissen.

Eine weitere mogliche Strategie ist der Solvationseffekt, bei dem organischen Losungsmittel
wie tert-Pentanol oder ionische Fliissigkeiten eingesetzt werden, um die Reaktionsselektivitat
beziglich MAG zu steigern. In diesem Fall wir die Loslichkeit der Reaktanten, speziell die von
Glycerol, in der Lipid-Phase erhoht. Dies flihrt zu einer Verschiebung des
Reaktionsgleichgewichts zu MAG. Die Hauptnachteile sind hierbei jedoch die Anwendung von
giftigen Losungsmitteln und deren aufwendigen Downstream-Prozessen. Eine neuartige
Strategie stellt die Anwendung von amphoteren Tensiden dar, die selbst flir kosmetische
Produkte verwendet werden und auf die in dieser Arbeit der Diskussionsfokus gelegt werden
soll (siehe Kapitel 5).

2.2 Einsatz der FT-MIR Spektroskopie zur Online-Prozessiiberwachung und
-steuerung

Im Zeitalter der industriellen Digitalisierung und der Industrie 4.0 nimmt der Einsatz an
Analyseverfahren zur Echtzeitiiberwachung und Steuerung von Prozessen stetig zu und wird
unter dem Begriff Prozessanalysetechnik (PAT) zusammengefasst. In der Petrochemie haben
sich PAT neben klassischen MessgroBen wie Temperatur und Druck bereits fest etabliert.
Dadurch wachst das Prozesswissen und dadurch kann die Prozesseffizienz gesteigert werden.
Im Life-Science-Bereich, speziell in der Biotechnologie, hat diese Entwicklung ebenfalls
begonnen [Gerlach et al. 2016]. Die Echtzeitiiberwachung mittels Online-Analytik ist in der
Biotechnologie noch nicht so stark verankert wie in der klassischen Chemiebranche. Jedoch
zeigt die ,,Technologie Roadmap 2005-2015“ [Abele et al. 2005] einen eindeutigen Trend, dass
auch in der Life-Science-Branche die Verwendung von Online-Analytik stark zunimmt. Unter
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den Technologien zahlt die MIR-Spektroskopie zu den innovativsten Technologien ab 2015
[Maiwald 2010]. Eine Weiterentwicklung von MIR-Spektrometern ist die Miniaturisierung der
Messgerate [Babel et al. 2013; Georg et al. 2015]. Durch die so gewonnene Kompaktheit und
die damit verbundene Preissenkung wird das Interesse an der MIR-Spektroskopie und deren
Einsatzmoglichkeiten als Online-Analytik weiter steigen.

So sind unterschiedlichste Anwendungen der MIR Spektroskopie fiir die Online-Analytik
bekannt.  Beispielsweise sind  Kristallisationsprozesse in  der  Pharmaindustrie
Grundoperationen, bei denen die MIR-Spektroskopie zur Echtzeiterfassung der PartikelgroRe
und der PartikelgroBenverteilung eingesetzt werden [Févotte 2002]. In der Biotechnologie
wird die MIR-Spektroskopie zur Uberwachung und Steuerung von Kultivierungsprozessen
eingesetzt [Pollard et al. 2001; Haake et al. 2009]. Dariiber hinaus wird die Analyse-Technik
fiir die Uberwachung von enzymatischen Synthesen eingesetzt [Natalello et al. 2013; Zhang et
al. 2013].

Erganzend wird in der Literatur beschrieben wie gewonnene Daten aus der
Prozessiiberwachung unter Verwendung der MIR-Spektroskopie direkt fiir die
Prozesssteuerung verwendet werden konnen. Beispielsweise findet die Messtechnik
Anwendung bei der Prozesssteuerung von Kristallisationen in der Pharmaindustrie, um
Kristalle mit definierter GroRe herzustellen [Fujiwara et al. 2005; Liotta und Sabesan 2004;
Gron et al. 2003]. Nagy und Braatz beschreiben verschiedene Losungsansatze der
Prozesssteuerung mittels eines PI-Reglers (PI-Regler verstirken die Prozessvariable durch
einen proportionalen und integralen Anteil) zur Optimierung der Kristallisation bezliglich
KristallgrofRe und polymorpher Identitdt [Nagy und Braatz 2012].

In Vorarbeiten zu dieser Arbeit am Institut der Technischen Biokatalyse wurde bereits FT-MIR-
Spektroskopie mittels einer ATR-Sonde zur Uberwachung von ein- und mehrphasigen
enzymatischen Reaktionen verwendet. Unter anderem wurde die FT-MIR-Spektroskopie mit
gangiger Offline-Referenzanalytik wie Titration, GC und HPLC verglichen und kalibriert. Dabei
stellte sich heraus, das bedingt durch die Inhomogenitiat eines Mehrphasensystems die
Probennahme fiir die Offline-Analytik erschwert wird und die Genauigkeit der Bestimmung
durch den Einsatz eines FT-MIR-Spektrometers erhéht werden konnte [Miiller et al. 2010].
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3 Motivation und Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen enzymatische Syntheserouten von Glycerolmonolaurat (ML) in Bezug
auf die Reaktionsselektivitat zu ML untersucht werden. Dazu werden im Folgenden zwei
Reaktionsmechanismen, die Veresterung von Glycerol und Laurinsdure, sowie die Glycerolyse
von Glyceroltrilaurat detailliert erforscht. Ein Ziel hierbei ist es ein erweitertes
Prozessverstandnis fiir die komplexen Vorgange, im Speziellen die moéglichen Einflussfaktoren
auf die Reaktionsselektivitat beziiglich Glycerolmonolaurat, zu erreichen.

Forschungsgegenstand sind dabei die Untersuchung des Phasenverhaltens der
Mehrphasensysteme, die Untersuchung der Acylgruppenwanderung am Glycerid-Molekiil,
sowie die Auswirkung von inerten Loslichkeitsvermittlern auf das Phasenverhalten und die
damit verbundene Auswirkung auf die Reaktionsselektivitat. Dafiir wird das amphotere Tensid
Cocoamidpropyl Betain mit dem aus der Literatur bekannten organischen Losungsmittel tert-
Butanol verglichen. Ein Ziel hierbei ist es, die Syntheseroute durch die Steigerung der
Selektivitat bezlglich Glycerolmonolaurat zu optimieren.

Fir eine simultane automatisierte Bestimmung der Konzentrationen aller Reaktions-
komponenten in den hier untersuchten komplexen Mehrphasensystemen soll eine Online-
FTIR-Analytik entwickelt werden, welche die Konzentrationen aller Komponenten
automatisch und mit einer hohen Datendichte in-situ bestimmen kann und als Grundlage fiir
eine spdtere Prozesssteuerung dienen soll. Dafilir soll zundachst das weniger komplexe
einphasige Reaktionssystem von 1-Decanol und Laurinsdure mit der Online-ATR-FTIR-Analytik
im Hinblick auf den Reaktionsfortschritt und die zeitlichen Konzentrationsverldaufe der
Reaktionskomponenten untersucht und eine Prozesssteuerung zur automatisierten Dosierung
von 1-Decanol im Fed-Batch-Verfahren etabliert werden. Diese Kenntnisse sollen dann
nachfolgend auf die Mehrphasensysteme Ubertragen werden. Im Fokus hierbei steht in erster
Linie die Online-FTIR-Analyse flir Mehrphasensysteme zu etablieren. Untersuchungs-
gegenstand in dieser Arbeit ist hierbei der Vergleich zweier mathematischer Algorithmen,
dem PLS-Algorithmus (Partial Least Squares) und dem IHM-Algorithmus (Indirect Hard Model),
zur chemometrischen Auswertung der FTIR-Spektren. Das Ziel hierbei ist es, eine Online-
Analytik mittels ATR-FTIR-Spektroskopie fiir die Mehrphasensysteme zu entwickeln, welche
eine direkte Bestimmung aller Konzentrationen im Reaktor ermdoglicht.
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4 Charakterisierung der untersuchten Reaktionssysteme

Gegenstand dieses Kapitels ist die Darstellung und Untersuchung folgender
Reaktionssysteme:

1. Die enzymatische Veresterung von 1-Decanol als Monoalkohol mit Laurinsdure (Batch
und Fed-Batch Reaktionsfiihrung).
o Diese Reaktion dient als Modellsystem fir die Prozesssteuerung einer
Biotransformation mittels FT-MIR-Spektroskopie (siehe Kapitel 7).

2. Die enzymatische Veresterung von Glycerol als Triol mit Laurinsaure
o Llaurinsdure als unpolare Komponente im  Uberschuss (Batch
Reaktionsfiihrung)
o Glycerol als polare Komponente im Uberschuss (Batch und Fed-Batch
Reaktionsfiihrung im Vergleich)

3. Die enzymatische Glycerolyse von Glyceroltrilaurat als polare Komponente im Uberschuss
(Batch Reaktionsfiihrung).
o Die Reaktionen mit Glycerol als Triol dienen der Untersuchung der
Reaktionsselektivitat beziiglich Glycerolmonolaurat.

Anhand folgender Untersuchungsparameter wurden alle Reaktionssysteme experimentell
analysiert:

Beschreibung des Reaktionsmechanismus

Untersuchung des Phasenverhaltens bei den Reaktionen mit zwei fliissigen Phasen
o Flissig-Flussig-Gleichgewichte in Tx-Diagrammen und Dreiecksdiagrammen

Offline-Analyse der Reaktionsverlaufe
o Konzentration-Zeit Verlaufe
o Umsatz-Zeit-Verlaufe
o Ausbeute A’
o Selektivitat S*
Untersuchung der Acylmigration mittels NMR Spektroskopie®

Alle Reaktionen wurden in einem Blasensdulenreaktor (siehe Kapitel 1.6) unter Verwendung
des Biokatalysators Novozym 435® (NVZ 435€® - Lipase B aus Candida antarctica ist adsorptiv
auf einem hydrophoben Polymethacrylat immobilisiert) durchgefiihrt. Dabei wurde Druckluft
als gasformiges Medium zur Durchmischung und zum Austrag von Reaktionswasser im
Blasensaulenreaktor verwendet.

* Untersuchungsparameter zur Darstellung der Reaktionsselektivitit bzgl. Glycerolmonolaurat.
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4.1 Veresterung von 1-Decanol mit Laurinsaure®

Dieses Reaktionssystem, welches ebenfalls als Modellreaktion zur Prozesssteuerung (siehe
Kapitel 7) verwendet wurde, ist ein vierphasiges Reaktionssystem (siehe Abbildung 4.1). Die
beiden Substrate 1-Decanol und Laurinsdure sowie das Produkt Decyllaurat stellen die erste
flissige, kontinuierliche Phase dar. Hierbei dient 1-Decanol gleichzeitig als
Loslichkeitsvermittler fir die Laurinsdure und das Produkt Decyllaurat. Dies hat Vorteile fiir
die spatere beschriebene Etablierung der FTIR-Online-Spektroskopie mittels ATR-Sonde zur
Prozesssteuerung, da ausschlieRlich in der kontinuierliche, fliissige Phase gemessen wird (auf
die Online-Prozesssteuerung der Modellreaktion wird in Kapitel 7 eingegangen). Bei der
Veresterungsreaktion, katalysiert durch die Lipase B aus Candida antarctica, eingesetzt in
immobilisierter Form als NVZ 435®, entsteht neben Decyllaurat als Produkt ebenfalls
dquimolar das Nebenprodukt Wasser. Dieses sogenannte Reaktionswasser ist in der
kontinuierlichen Phase dispergiert und bildet die zweite fllissige Phase. Der Biokatalysator
NVZ 435° ist in der kontinuierlichen Phase als Feststoffpartikel suspendiert und liegt als dritte
Phase vor. In einem Blasensdulenreaktor wird Luft als Gasphase (vierte Phase) zur
Durchmischung durch den Reaktor geleitet. Zusatzlich zur Durchmischung wird das
Nebenprodukt Wasser durch Strippen mit der Gasphase ausgetragen und nach Le Chatelier
[Le Chatelier 1887] verschiebt sich durch den Entzug eines Produkts das
Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite und das Hauptprodukt Decyllaurat wird weiter
gebildet.

Kontinuierliche Phase
e~ OH Decyllaurat
1-Decanol \/W\/\/\fo+

+
A N N NG Ny ¢
Laurinsaure \H\COOH
9

Gasphase
Luft

Abbildung 4.1: Reaktionsschema des 4-Phasensystems der enzymatischen Synthese von Decyllaurat.
Kontinuierliche Phase: 1-Decanol, Laurinsdure & Decyllaurat; disperse Phase: Wasser; feste Phase:
Biokatalysator (NVZ 435®); Gasphase: Luft.

4.1.1 Untersuchung der Modellreaktion

Zur Untersuchung der Modellreaktion wurden Batch-Versuche mit unterschiedlichen
Substratverhaltnissen sowie Fed-Batch-Versuche durchgefiihrt (siehe Tabelle 4.1). Bei den
Batch-Versuchen wurden beide Substrate im Blasensdulenreaktor vorgelegt, auf 55,6 °C
temperiert und durch einen Luftvolumenstrom von 0,75 L/min durchmischt (siehe Abbildung
4.2 links). Bei den Fed-Batch-Versuchen wurde jeweils die Laurinsdaure im Blasensaulenreaktor
bei 55,6 °C vorgelegt und 1-Decanol aus einem separaten Becherglas zugefiihrt (siehe
Abbildung 4.2 rechts). Bei der manuellen Zugabe wurde in definierten Zeitabstanden jeweils
20 mmol (3,8 mL) 1-Decanol mittels einer Pipette zum Reaktor hinzugegeben. Beim Fed-Batch

@ Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Masterarbeit von M.Sc. Valentina Daskalova
erzeugt: Prozessautomatisierung einer enzymatischen Veresterung, Masterarbeit, TU-Hamburg-Harburg, 2013
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mit konstanter Zulaufrate von 1-Decanol wurden konstant 0,4 mL/min (2,1 mmol/min)
zugefuhrt. Durch die Zugabe des Biokatalysators NVZ 435® wurden die Reaktionen jeweils
gestartet. Neben der Probenentnahme fiir die Referenzanalytik wurden parallel mittels einer
ATR-Sonde in situ FT-MIR spektroskopische Messungen durchgefiihrt. Die im Folgenden
durchgefiihrten Reaktionen dienen als Datensatz fiir die chemometrische Modellierung. Die
Chemometrie ist ein wichtiger Bestandteil der Etablierung einer Online-Prozesssteuerung (auf
die FT-MIR-Spektroskopie, chemometrische Modellierung und die Prozesssteuerung wird in

Kap 7 eingegangen).

Abbildung 4.2: Versuchsaufbau fiir die Batch-Reaktion (links) und die Fed-Batch-Reaktion (rechts).
Einzelne Komponenten: 400 mL Blasensaulenreaktor (1), integrierte ATR-FT-MIR-Sonde (2), Druckluft-
Begasung (3), Zu- und Ablauf fir den Thermomantel (4,5), Mikrozahnradpumpe (6), Vorlagebehilter
1-Decanol (7), Mess- und Steuerungsgerdt mit analogen/digitalen Ein- und Ausgangen (8).
(Geratespezifikationen siehe Anhang A.1.2 Gerate).

Tabelle 4.1: Durchgefiihrte Versuche mit unterschiedlichen Molverhéltnissen als Batch-Reaktion und
Fed-Batch-Reaktion. 40,0 g Laurinsdure (LS) und 31,7 g 1-Decanol (1-DeOH) entsprechen 200 mmol.
ab Bej den Fed-Batch-Versuchen wurden 200 mmol LS im Blasensiulenreaktor vorgelegt und
200 mmol 1-DeOH wurde jeweils in einen separaten Behélter gefillt. © Manueller Fed-Batch: Zugabe von jeweils
20 mmol 1-DeOH (3,8 mL) in definierten Zeitabstanden. ¢ Fed- Batch mit konstanter Fedrate von 1-DeOH von 0,4
mL/min (2,1 mmol/min).

Versuchsparameter Molverhaltnis @ Masse Substrate ® Masse NVZ
P LS/1-DeOH LS [g] / 1-DeOH [g] 435° [g]
aquimolar 1,00 /1,00 40,00/ 31,70 0,72
Batch Uberschuss 1-DeOH 0,67 /1,00 26,80/ 31,70 0,59
Uberschuss LS 1,50/ 1,00 60,00/ 31,70 0,92
nicht kontinuierlicher
Fed- Feed 1-DeOH © 1,00: 1,00 40,00/ 31,70
Batch | kontinuierlicher Feed 0,72
(0,4 mL/min 1-DeOH) @ 1,00:1,00 40,00/ 31,70
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4.1.2 Batch-Reaktion

Zunichst wurde eine Batch-Reaktion mit einem geringen Uberschuss an LS als
Substratverhaltnis durchgefiihrt und mittels Saurezahl-Titration (siehe Abbildung 4.3 oben,
Umsatzverlauf der Laurinsdure) und GC sowie der Wasseranteil, der wiahrend der Reaktion
akkumuliert (siehe Abbildung 4.3 unten, Stoffmengenverlaufe) analysiert.
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Abbildung 4.3: Umsatzverlauf (oben) und Stoffmengenverlaufe der einzelnen Komponenten (unten)
einer Batch-Reaktion von Laurinsdure und 1-Decanol im Blasensdulenreaktor. Reaktionsbedingungen:
T = 55,6 °C, Luftbegasungrate 0,75 L/min bei 1 atm., 1 Gew.-% (0,72 g) Novozym 435®, 200 mmol
(40 g) Laurinsaure, 180 mmol (28,53 g) 1-Decanol.

In Abbildung 4.3 ist zu erkennen, dass das Reaktionsgleichgewicht nach 120 Minuten bei
einem Umsatz an Laurinsdure von ca. 95 % erreicht ist. Dabei wird ein Umsatz von 93 % (iber
die Bestimmung mit der Sdurezahltitration ermittelt (siehe Abbildung 4.3 oben) und von 97 %
Uber die Bestimmung durch die GC Analyse (siehe Abbildung 4.3 unten). Die Reaktion wurde
laut GC-Analyse mit einem geringen Uberschuss an Laurinsiure gestartet und entspricht nicht
exakt einem dquimolaren Verhaltnis (siehe Abbildung 4.3 unten). Beide Substrate nehmen
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gleichmaRig mit zunehmender Reaktionszeit ab und Decyllaurat bildet sich. Anhand der Karl-
Fischer-Titration wurde der Wasseranteil im Reaktionsgemisch in Stoffmenge (mmol)
bestimmt. Das Nebenprodukt Wasser wird kontinuierlich aus dem Blasensdulenreaktor
ausgetragen und in der Reaktionsmischung akkumuliert sich somit nur eine sehr geringe
Menge. Zu Beginn der Reaktion betragt der Wasseranteil bereits 2 mmol. Durch den Austrag
des Wassers mittels Desorption in die trockene Luft, die in den Blasensdulenreaktor
eingebracht wird, verschiebt sich nach Le Chatelier das Reaktionsgleichgewicht auf die
Produktseite und der Stoffmengenanteil von Decyllaurat ndhert sich bei hohen Umsatzen von
Laurinsdure an einen Stoffmengenanteil von eins an. Durch die hohe anfiangliche
Reaktionsgeschwindigkeit steigt die Wasser-Akkumulationsmenge auf ein Maximum von ca.
3 mmol Wasser nach 20 min an (siehe Abbildung 4.3). Die Bildungsrate von Wasser ist zu
diesem Zeitpunkt hoher als die Austragsrate von Wasser. Die Reaktionsgeschwindigkeit der
Hinreaktion zum Produkt nimmt iber die Reaktionszeit ab und ist im Reaktionsgleichgewicht
gleich der der Riickreaktion. Im Gleichgewicht wurde eine Wassermenge von < 0,5 mmol
bestimmt. So konnte gezeigt werden, dass der Blasensaulenreaktor ein geeigneter Reaktortyp
flir Veresterungsreaktionen ist, da durch die eingebrachte Luft das Wasser effizient
ausgetragen werden kann. Hierbei ist zu beobachten, dass der Austrag von Wasser aus
unpolaren Reaktionssystemen schneller und effizienter funktioniert als aus polaren
Reaktionssystemen, in denen sich das Wasser in der polaren Phase I6sen kann [Miiller 2012].
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Abbildung 4.4: Stoffmengenverldaufe der einzelnen Komponenten einer Batch-Reaktion mit
Uberschuss Laurinsdure (links) und Uberschuss 1-Decanol (rechts) im Blasensdulenreaktor.
Reaktionsbedingungen links: T = 55,6 °C, Luftbegasung mit 0,75 L/min bei 1 atm., 1 Gew.-% (0,92 g)
Novozym 435%®, 300 mmol (60 g) Laurinsdure, 200 mmol (31,7 g) 1-Decanol.

Reaktionsbedingungen rechts: T = 55,6 °C, Luftbegasung mit 0,75 L/min bei 1 atm., 1 Gew.-% (0,59 g)
Novozym 435®, 134 mmol (26,8 g) Laurinsaure, 200 mmol (31,7 g) 1-Decanol.

In Abbildung 4.4 sind die Stoffmengenverldaufe der einzelnen Komponenten jeweils fir eine
Batch-Reaktion mit Uberschuss an Laurinsdure (Abbildung 4.4 links) und Uberschuss an
1-Decanol (Abbildung 4.4 rechts) dargestellt. Das Substrat das im Unterschuss vorliegt, wird
in beiden Fallen zum Ende der Reaktion komplett umgesetzt. Der Unterschied ist, dass die
Umsetzung von 1-Decanol im Reaktionssystem mit Laurinsdure im Uberschuss (Abbildung 4.4
links) schneller ist und nach ca. 80 Minuten das Reaktionsgleichgewicht erreicht wird. Im
Reaktionssystem mit 1-Decanol im Uberschuss (Abbildung 4.4 rechts) wird das
Reaktionsgleichgewicht erst nach ca. 120 min erreicht. Die Lipase B aus Candida antarctica
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besitzt eine hohere Affinitdt zum Substrat 1-Decanol. Der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der enzymatischen Veresterung ist der nucleophile Angriff am Carboxylkohlenstoff der
Laurinsaure.

4.1.3 Fed-Batch-Reaktion

Des Weiteren wurden fir die Modellreaktion von 1-Decanol und Laurinsdaure Fed-Batch-
Experimente durchgefiihrt, die ebenfalls als Datensatz zur chemometrischen Modellierung
herangezogen worden sind. Dieser zusdtzliche Datensatz ist die Grundlage einer
Prozesssteuerung mittels FT-MIR-Spektroskopie fiir eine Fed-Batch-Reaktionsfiihrung. Die
aufgenommenen ATR-FTIR-Spektren der manuellen Fed-Batch-Experimente dienten als
Kalibrierdatensatz fiir das chemometrische Modell, welches spater fiir die Prozesssteuerung
eingesetzt wurde. Das Fed-Batch-Experiment mit kontinuierlicher Zufiihrung von 1-Decanol
diente zur externen Validierung des chemometrischen Modells (siehe Kap. 7). Zunachst wurde
eine Fed-Batch-Reaktion mit manueller Zugabe von 1-Decanol durchgefiihrt (siehe Abbildung
4.5). Es wurden jeweils 5 Minuten nach jedem Messpunkt erneut 20 mmol (3,8 mL) 1-Decanol
per Pipette manuell zugefiihrt. Die GC-Messpunkte bis zu einer Versuchdauer von ca 370
Minuten stellen jeweils die Stoffmengenanteile im wieder erreichten Reaktionsgleichgewicht
dar, in welchem die zugefiihrte Menge an 1-Decanol vollstdndig mit der Laurinsdure zu
Decyllaurat umgesetzt worden ist. Insgesamt wurden 180 mmol (34,2 mL) 1-Decanol zu der
Reaktionsmischung dosiert. Bei der letzten Dosierung wurde kurz nach der Zugabe ein
Messpunkt analysiert. Bei 380 Minuten tritt eine Verdinnung durch die Zugabe von
1-Decanol ein, da an diesem Messpunkt der Verdiinnungseffekt durch 1-Decanol die Reaktion
Uberlagert und sich der Messpunkt nicht in einem thermodynamischen Gleichgewicht
befindet.
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Abbildung 4.5: Stoffmengenverldaufe der einzelnen Komponenten der Fed-Batch-Reaktion im
Blasensdulenreaktor mit manueller Dosierung von 1-Decanol.

Reaktionsbedingungen: T = 55,6 °C, Luftbegasung mit 0,75 L/min. bei 1 atm, 1 Gew.-% (0,72 g)
Novozym 435®, 200 mmol (40,0 g) Laurinsdure im Reaktor vorgelegt, jeweils 20 mmol (3,8 mL)
1-Decanol 5 min nach jedem Messpunkt und zu Beginn der Reaktion manuell per Pipette zugefiihrt.
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In Abbildung 4.6 ist der Stoffmengenverlauf des Fed-Batch-Experiments mit kontinuierlicher
Zugabe von 1-Decanol mit einer Feed-Rate von 0,4 mL/min (2,1 mmol/min) dargestellt. Hier
wurde 1-Decanol mit einer Mikrozahnradpumpe in den Reaktor gefordert. Die Versuchsdauer
betrug 60 Minuten. Dieses Experiment wurde zur externen Validierung des chemometrischen
Modells in Kapitel 7 herangezogen.
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Abbildung 4.6: Stoffmengenverlaufe der einzelnen Komponenten der Fed-Batch-Reaktion im
Blasensaulenreaktor mit konstanter Dosierung von 1-Decanol.
Reaktionsbedingungen: T =55,6 °C, Luftbgasung mit 0,75 L/min. bei 1 atm, 1 Gew.-% (0,72 g) Novozym
435%, 200 mmol (40,0 g) Laurinsdure im Reaktor vorgelegt, konstant 0,4 mL/min
(2,1 mmol/min) 1-Decanol per Mikrozahnradpumpe zugefiihrt.

Die Zugabe von 1-Decanol wurde nach 60 Minuten gestoppt. In dieser Reaktionszeit von 60
Minuten wurden insgesamt 24 mL (126 mmol) 1-Decanol dem Reaktor zugefiihrt. Das
entspricht am Ende der Reaktion in etwa einer Batch-Reaktion mit Laurinsdure im Uberschuss
mit einem molaren Substratverhaltnis von ca. 1,5/ 1,0 (Laurinsdure/1-Deacnol). Im Vergleich
mit der Batch-Reaktion mit Laurinsdure im Uberschuss (siehe Abbildung 4.4 links) welche
einen Decyllaurat-Stoffmengenanteil von 0,4 bereits nach 30 Minuten besitzt, verlauft diese
schneller als die Fed-Batch-Reaktion mit 0,4 nach 60 Minuten. Bei der Batch-Reaktion wurden
0,92 g NVZ 435® auf insgesamt 500 mmol Substrate (300 mmol Laurinsdure und 200 mmol
1-Decanol) eingesetzt. Das entspricht einem relativen Wert von 1,84 mgnyzzase/mmolsypstrat. Bei
der Fed-Batch-Reaktion wurden im Vergleich 2,21 mgnvzzaseymmolsubstrat €ingesetzt (0,72 mg
NVZ 435® auf 200 mmol Laurinsaure und 126 mmol 1-Decanol). Somit kann die langsamere
Reaktionsgeschwindigkeit nicht durch unterschiedliche Anteile von Enzym-Praparat erklart
werden. Bei der Fed-Batch-Reaktion ist jedoch eine deutlich geringere Stoffmenge an
1-Decanol vorhanden verglichen zur Batch-Reaktion, wodurch die
Gesamtreaktionsgeschwindigkeit limitiert war. Nach 60 Minuten hat sich beim Fed-Batch der
Stoffmengenanteil von 1-Decanol zu 0,113 mol/molgesamt akkumuliert. Der Stoffmengenanteil
der Laurinsaure liegt nach 60 Minuten durch die Umsetzung zu Decyllaurat und einem
Uberlagerten Verdiinnungseffekt bei 0,482 mol/molgesamt. Durch die Umsetzung beider
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Substrate sind 0,405 mol/molgesamt Decyllaurat entstanden. Bei der Batch Reaktion liegt diese
Zusammensetzung schon nach 30 Minuten vor (siehe Abbildung 4.4 links).

4.2 Synthese von Partialglyceriden

Bei der Lipase-katalysierten Synthese von Partialglyceriden, bestehend aus Glycerol und
Laurinsdure als Fettsdurerest, werden im Folgenden die zwei verschiedenen Synthesewege
vorgestellt und analysiert. Zum einen die |16sungsmittelfreie enzymatische Veresterung von
Glycerol und Laurinsdure und zum anderen die I6sungsmittelfreie enzymatische Glycerolyse
von Glyceroltrilaurat.

4.2.1 Veresterung von Glycerol mit Laurinsdure

Die Veresterungsreaktion zur Untersuchung der Reaktionsselektivitat ist ein 4-Phasen-System
(siehe Abbildung 4.7 und Abbildung 4.8). Dabei stellt Glycerol als Triol die polare Phase dar.
Laurinsdure als zweites Substrat sowie Glycerolmono-, di- und trilaurat bilden die unpolare
Phase. Die eingebrachte Luft im Blasensaulenreaktor bildet die Gasphase. Diese dient neben
der Durchmischung auch dem Austrag des Nebenprodukts Wasser. Je nachdem wie das
molare Verhaltnis der beiden Substrate zum Beginn der Reaktion ist oder sich wahrend der
Reaktion verandert, bilden sich unterschiedliche Mehrphasensysteme aus. Bei einem
Uberschuss an Laurinsiure stellen Laurinsdure und die Glyceride die kontinuierliche Phase
dar, in der das polare Glycerol dispergiert ist (siehe Abbildung 4.7). Sobald Glycerol im
Uberschuss vorliegt, stellt das polare Glycerol die kontinuierliche Phase dar, in der die
Laurinsaure sowie die Glyceride als unpolare Phase in Tropfchen dispergiert sind (siehe
Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.7: Reaktionsschema der Veresterung von Glycerol als Triol mit Laurinsdure im Uberschuss.
1-ML: Glycerol-1-monolaurat, 2-ML: Glycerol-2-monolaurat, 1,3-DL: Glycerol-1,3-dilaurat, 1,2-DL:
Glycerol-1,2-dilaurat, TL: Glyceroltrilaurat.
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Die Veresterungsreaktion wird wiederum durch die Lipase B aus Candida antarctica katalysiert
(Novozym 435®=NVZ 435®). Die Lipase B ist adsorptiv auf einem hydrophoben pordsen Carrier
aus Polymethacrylat immobilisiert, was dazu fiihrt, dass der Biokatalysator NVZ 435® jeweils
in der unpolaren Phase als Feststoffpartikel suspendiert und nur an der Grenzphase zum
Glycerol vorliegt. Die Reaktion findet demnach ausschlieflich in der unpolaren Phase statt.
Damit das Glycerol an der Reaktion teilnehmen kann, muss sich ein Anteil in die unpolare
Phase l6sen. Mit der Zunahme vom Reaktionsprodukt Glycerolmonolaurat ML steigt die
Loslichkeit von Glycerol in der unpolaren Phase (siehe Kapitel 4.3). Es liegt ein
Phasengleichgewicht fiir Glycerol zwischen der polaren Phase (Glycerol) und der unpolaren
Phase (Laurinsdure und Glyceride) vor, welches durch ML verschoben werden kann.
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Luftblasen

Abbildung 4.8: Reaktionsschema der Veresterung von Glycerol (Gly) als Triol mit Laurinsdure (LS).
Glycerol liegt im Uberschuss vor. 1-ML: Glycerol-1-monolaurat, 2-ML: Glycerol-2-monolaurat, 1,3-DL:
Glycerol-1,3-dilaurat, 1,2-DL: Glycerol-1,2-dilaurat, TL: Glyceroltrilaurat.

Bei der Veresterungsreaktion von Glycerol und Laurinsdure handelt es sich um eine
konkurrierende Folgereaktion. Dabei werden die Substrate Glycerol (Gly) und Laurinsdure (LS)
in einer mehrstufigen Veresterungsreaktion unter Abspaltung des Nebenproduktes Wassers
zu den Produkten Glycerolmonolaurat (ML), Glyceroldilaurat (DL) und Glyceroltrilaurat (TL)
umgesetzt. Die Partialglyceride liegen in Form der Isomere Glycerol-1-monolaurat und
Glycerol-2-monolaurat sowie Glycerol-1,3-dilaurat und Glycerol-1,2-dilaurat vor. Der
biokatalytischen Reaktion ist eine Acylmigration tberlagert. Dabei lagert sich eine Acylgruppe
von einem sekundaren Kohlenstoffatom am Glyceridmolekiil an ein primares Kohlenstoffatom
um. Fiir das betrachtete Reaktionssystem ergeben sich folgende Reaktionsgleichungen (1-3),
wobei folgende Einschrankungen vorliegen: Es werden keine Isomere betrachtet, die
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Reaktionsprodukte ML, DL, TL und LS sind beliebig miteinander mischbar, wahrend Gly nicht
mischbar mit LS ist (siehe Kapitel 4.3). Das Abspaltungsprodukt Wasser wird in folgender
Betrachtung vernachlassigt. Gleichung 11 stellt die makroskopische Gesamtgleichung dar.

k
Gly + LS = ML+ H,0 (8)
k
ML + LS = DL+ H,0 (9)
ks
DL + LS = TL + H,0 (10)
K 11
Gly + 3 *LS = TL+ 3 * H,0 (11)

Folgende Gleichungen fiir die Reaktionsgeschwindigkeiten r fiir die einzelnen Produkte
ergeben sich daraus:

rmL = s * (KiCqly — Kaemi) (12)
rp,. = Cis* (Kpemp — kscpr) (13)
rr, = Kkscprcs (14)

Fur die Gleichgewichtskonstanten ergeben sich daraus folgende vereinfachte Gleichungen
(Annahme: Minimale Stoffmenge  Laurinsdure wird im  thermodynamischen
Reaktionsgleichgewicht vernachlassigt):

Kl,Veresterung = );W;bj:—fgz: (15)
KZ,Veresterung = % (16)
Kz veresterung = % (17)
K4,Veresterung = g—f;[%: (18)
Reaktionsgeschwindigkeit der Komponente i ri [mol L' s
Geschwindigkeitskoeffizient der Komponentei  k; [L mol?t st
Stoffmengenkonzentration Ci [mol L]
Stoffmengenanteil Xi [mol mol™]

Die Gleichungen (12-14) hdangen gleichermalien von der Konzentration der Laurinsdure cis ab.
Dahingegen wird die Bildung von Glycerolmonolaurat zusatzlich durch die Konzentration an
Glycerol cgly beeinflusst (Gleichung 12). So kann der Anteil an Glycerolmonolaurat im
Endprodukt durch die Erhhung der Konzentration an Glycerol bewirkt werden [McNeill et al.
1990; Hasenhuettl 2008].
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4.2.2 Glycerolyse von Glyceroltrilaurat

Die Glycerolysereaktion von Glyceroltrilaurat zur Untersuchung der Reaktionsselektivitat ist
ebenso ein 4-Phasen-System (siehe Abbildung 4.9). Dabei stellt Glycerol als Triol die polare
Phase dar. Glyceroltrilaurat als zweites Substrat, sowie die Partialglyceride Glycerolmono- und
dilaurat bilden die unpolare Phase. Das verwendete Glyceroltrilaurat wurde im 2-L Mal3stab
in einem Blasensaulenreaktor selbst synthetisiert. Das Endprodukt enthalt dabei noch geringe
Anteile an Laurinsdure, Glycerolmono- und dilaurat. Die eingebrachte Luft im
Blasensaulenreaktor ist die Gasphase. Diese dient bei der Glycerolyse hauptsachlich der
Durchmischung. Zusatzlich soll dadurch das Nebenprodukt Wasser ausgetragen werden,
welches durch eine Reaktion des Restanteils Laurinsdaure mit Glycerol entstehen kann. Die
Glycerolyse wird durch den Biokatalysator Novozym 435® (NVZ 435®) katalysiert. Dieser ist in
der unpolaren Phase, sowie in der Grenzphase zum Glycerol als Feststoffpartikel suspendiert.
Das polare Glycerol muss sich ebenfalls in der unpolaren Phase |6sen, in der die Reaktion
stattfindet. Es liegt hier ein Phasengleichgewicht zwischen der polaren Phase (Glycerol) und
der unpolaren Phase (Glyceride) vor. Bei der Glycerolyse von Glyceroltrilaurat handelt sich es
um eine parallel verlaufende Umesterungsreaktion. Dabei werden die Substrate Glycerol (Gly)
und Glyceroltrilaurat (TL) zu den Produkten Glycerolmonolaurat (ML) und Glyceroldilaurat
(DL) umgesetzt. Die Partialglyceride liegen in Form der Isomere Glycerol-1-monolaurat (1-ML)
und Glycerol-2-monolaurat (2-ML) sowie Glycerol-1,3-dilaurat (1,3-DL) und Glycerol-1,2-
dilaurat (1,2-DL) vor. Durch den regioselektiven Biokatalysator NVZ 435® werden zunachst
1,2-DL und 1-ML gebildet. Durch die Uberlagerung der chemischen Acylmigration bildet sich
1,3-DL. Dieses wird mit Glycerol wiederum zu 1-ML umgesetzt. 1,2-DL wird mit Glycerol weiter
durch die regioselektive Umesterung zu 2-ML und 1-ML umgesetzt. 2-ML wird durch die
Acylmigration chemisch zu 1-ML umgewandelt.
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Abbildung 4.9: Reaktionsschema der Glycerolyse von Glyceroltrilaurat (TL). 1-ML: Glycerol-1-
monolaurat, 2-ML: Glycerol-2-monolaurat, 1,3-DL: Glycerol-1,3-dilaurat, 1,2-DL: Glycerol-1,2-dilaurat.
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Fiir das betrachtete Reaktionssystem ergeben sich folgende Reaktionsgleichungen (19-21)
unter Beachtung folgender Einschrankungen: Es werden keine Isomere betrachtet, die
Reaktionsprodukte ML, DL, und TL sind beliebig miteinander mischbar, wahrend Glycerol nur
zum Teil in der unpolaren Phase I6slich ist [siehe Kapitel 4.3.2].

Reaktionsgleichungen:

Kk
Glycerol + TL — ML + DL (19)
k
Glycerol + DL — ML + ML (20)
ke
2 Glycerol + TL —» 3 ML (21)
Gleichgewichtskonstanten:
K _ XML * XpL (22)
1,Glycerolyse XoLy * X7L
K _ i (23)
2,Glycerolyse — m
XL
K3,Glycerolyse = 2 (24)

2
XoLy * XTL
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4.3 Untersuchung des Phasenverhaltens®

In diesem Unterkapitel wird das Phasenverhalten der Mehrphasenreaktionen (vergleiche
Kapitel 4.2.1 & 4.2.2) experimentell untersucht und mit der Modellrechnung mittels COMOS-
RS verglichen. Dabei werden folgende Komponenten der Reaktion betrachtet: Laurinsdure
(LS), Glycerol (Gly), Glycerolmonolaurat (ML), Glyceroldilaurat (DL), Glycroltrilaurat (TL).
Wiederum werden zur Vereinfachung keine Isomere der Partialglyceride berlicksichtigt.
Zunachst werden die binaren Systeme aller Reaktionsteilnehmer in Temperatur-Molenbruch-
Diagrammen (T,x-Diagrammen) beschrieben (siehe Kapitel 4.3.1). Das Flussig-Flussig-
Gleichgewicht der terndren Systeme aus Kombinationen der Reaktionsteilnehmer kénnen in
Dreiecksdiagrammen dargestellt werden (siehe Kapitel 4.3.2). In Kapitel 4.3.3 werden die
Verteilungskoeffizienten der Glyceride in einer Glycerol/Laurinsdure Mischung diskutiert.

4.3.1 Bindre Systeme - T,x-Diagramm

Das Fllssig-Flussig-Gleichgewicht eines bindren Systems aus Glycerol und Laurinsaure (LS) und
Glycrol (Gly) und Glyceride (ML, DL, TL) kann in einem T,x-Diagramm dargestellt werden.
Folgende bindre Systeme werden dargestellt: Gly/LS, Gly/ML, Gly/DL & Gly/TL.

Bindre Gemische aus Laurinsdure / Glyceride

Die Untersuchung der bindren Systeme aus Laurinsdure und den Glyceriden ML, DL und TL
(siehe Abbildung 4.10) hat gezeigt, dass die bindren Systeme keine Mischungsliicke bilden.
Alle Komponenten sind komplett ineinander 16slich und das System bleibt einphasig. Daher
wird auf die Darstellung in einem T,x-Diagramm verzichtet.

Abbildung 4.10: Bindre Gemische (jeweils x = 0,5) aus LS/ML, LS /DL und LS /TL bei 65 °C (von links
nach rechts).

b Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von B.Sc. Nadine Zerle erzeugt:
Untersuchung des Phasenverhaltens von Glycerin, Laurinsdure und deren Partialglyceriden, Bachelorarbeit, TU-
Hamburg-Harburg, 2014
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Bindre Gemische aus Glycerol / Laurinsdure & Glycerol / Glyceride

Die bindren Systeme mit Glycerol als eine Komponente bilden jeweils 2-Phasen Mischungen
aus (siehe Abbildung 4.11). Da die untere Versuchstemperatur von 65°C zu dicht am
Schmelzpunkt von Glycerolmonolaurat (Tschmelz,Mutiteratur = 63 °C) liegt, wurde die minimale
Versuchstemperatur auf 70 °C fir die Phasentrennung von Glycerol und ML gesetzt.
AuBerdem wurden alle bindren Systeme bei einer maximalen Versuchstemperatur von 75 °C

untersucht.

Abbildung 4.11: Bindre Gemische aus Gly + LS, Gly + DL und Gly + TL bei 65 °C (von links nach rechts),
sowie Gly + ML bei 70 °C (ganz rechts). Die roten Pfeile zeigt die Phasengrenzflache beider Phasen in
den Fotographien an.

In der Abbildung 4.11 zeigen die roten Pfeile die Grenzschicht zwischen der oberen polaren
Glycerol-reichen Phase und der unteren unpolaren Phase an. Die Phasenzusam-
mensetzungen der untersuchten Systeme sind in Abbildung 4.12 anhand des Molenbruchs
von Gly in den zwei Phasen dargestellt. Die Proben wurden dreifach angesetzt, jeweils doppelt
bestimmt und die Mittelwerte aus 6 Messwerten mit der Standardabweichung (Fehlerbalken)
aufgetragen. In der Abbildung 4.12 sind des Weiteren die mit CORMO-RS modellierten Daten
als Linien aufgetragen. Der rechte Rand der Abbildung 4.12 bei xaly -> 1 stellt die Glycerol-
reiche Phase dar (entspricht der oberen Phase in Abbildung 4.11). Der linke Rand der
Abbildung 4.12 bei xaly -> O stellt die unpolare Phase dar (entspricht der unteren Phase in
Abbildung 4.11). Der Bereich zwischen den beiden Randpunkten stellt die Mischungsliicke dar,
in der die Zusammensetzung der bindren Mischung entlang waagerechter Konoden in jeweils
eine Glycerol-reiche Phase (rechts) und eine unpolare Phase (links) zerfdllt. Die
experimentellen Daten (Symbole in Abbildung 4.12) zeigen, dass sich bei der Phasentrennung
dieser bindren Systeme jeweils eine polare Glycerol-Phase und eine unpolare Phase, in der
Glycerol zum Teil gelost vorliegt, ausbilden. Die unpolare Phase besteht in diesem Fall
hauptsachlich aus der zweiten Komponente des binaren Systems (hier LS oder den Glyceriden
ML, DL und TL). Ebenfallsist in der Abbildung 4.12 zu erkennen, dass sich der Anteil an gelosten
Glycerol in der unpolaren Phase von TL Uber DL und LS zu ML steigert. In der
Glycerolmonolaurat-reichen Phase 16st sich am meisten Glycerol. Bei allen bindren Systemen
steigt die Loslichkeit des Glycerols in der unpolaren Phase mit steigender Temperatur
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(65°C/70°C auf 75°C). Dadurch wird die Mischungsliicke aller hier untersuchten binadren
Systeme mit steigender Temperatur kleiner.
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Abbildung 4.12: : T,x-Diagramm zum Vergleich von experimentell bestimmten Daten (geschlossene
Symbole) sowie mittels COSMO-RS berechneter Daten (offene Symbole) aller untersuchten binéren
Systeme: Gly/LS, Gly/ML, Gly/DL und Gly/TL.

Der Vergleich der experimentellen Daten mit COSMO-RS zeigt, dass COSMO-RS die Tendenz,
welcher Stoff Glycerol am besten |0st, richtig darstellt. Sowohl aus den Versuchswerten als
auch aus den Daten von COSMO-RS geht hervor, dass sich Glycerol am wenigsten in TL |6st
und die Mischungsliicke daher auf der linken Seite des Diagramms am groRten ist. Auch die
Tendenz, dass sich Glycerol aufsteigend in Glyceroldilaurat, Laurinsdure und
Glycerolmonolaurat besser 10st, gibt das theoretische Modell richtig wieder. Die
Mischungsliicke fir die bindren Systeme Gly/LS, Gly/TL und Gly/DL wird durch COSMO-RS
unterschatzt und fir Gly/ML stark tGberschéatzt. Lediglich die Glycerol-reiche Phase (rechter
Rand in der Abbildung 4.12) wird fir das System Gly/DL und Gly/TL richtig abgeschatzt. Fir die
Systeme Gly/LS und Gly/ML wird die Glycerol-reiche Phase Uberschatzt. COSMO-RS berechnet
eine geringe Loslichkeit an LS und ML in der Glycerol-reichen Phase. Zusammengefasst zeigen
die vorliegenden Messdaten und der Vergleich, dass sich COSMO-RS als Modell eignet, um die
Tendenzen des Mischungsverhaltens der Komponenten qualitativ richtig vorherzusagen. Aus
der Literatur bekannt ist, dass die Wahl der Konformere (beschreibt die raumliche Anordnung
der Molekiile) einen groRen Einfluss auf die Gite der Vorhersage durch COSMO-RS hat,

speziell fiir grole Molekiile wie es Glycerolmono-, di- und trilaurat sind [Buggert et al. 2009;
Jakobtorweihen et al. 2013; Mokrushina et al. 2012]. Um zuverldssige Prognosen fir die
FlUssig-FlUssig-Gleichgewichte dieser reinen Konformere in den genannten Systeme zu
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erhalten, sind weitere Messungen oder Studien in Bezug auf die Auswahl angemessener
Konformere notwendig. COSMOS-RS dient in der vorangestellten Untersuchung lediglich der
Abschatzung der Flissig-Flissig-Gleichgewichte der untersuchten Mehrphasensysteme.

4.3.2 Dreiecksdiagramm der ternare Systeme

Das Flissig-Fliissig-Gleichgewicht der ternaren Systeme aus Glycerol, Laurinsdure und den
Glyceriden ML, DL und TL sind ebenfalls bei einer Temperatur von 65°C in den
Dreiecksdiagrammen in Abbildung 4.13 a-f dargestellt (vergleiche Kapitel 1.4). Die Seiten der
Dreiecksdiagramme stellen jeweils die bindaren Systeme dar und die Eckpunkte stellen die
Reinstoffe dar. Dabei sind jeweils experimentelle Daten (griine Kreise in Abbildung 4.13 a-f)
und mit COSMO-RS modellierte Daten (schwarze Quadrate in Abbildung 4.13 a-f) aufgetragen.
Zuerst werden die experimentellen Daten beschrieben und diskutiert. Im Anschluss folgt auf
den Vergleich mit den modellierten Daten aus COSMO-RS eingegangen.

Die untersuchten ternaren Systeme zeigen unterschiedlich ausgebildete Mischungsliicken.
Jedes terndre System beinhaltet Glycerol als eine polare Komponente im Gesamtsystem. Die
Dreikomponentensysteme in Abbildung 4.13 a-c weisen jeweils Laurinsdure als zweite
Komponente und die Glyceride ML, DL, TL als dritte Komponente im Gesamtsystem auf. Die
terndren Systeme Abbildung 4.13 d-f beinhalten jeweils die Glyceride ML, DL, TL als zweite
und dritte Komponente. Es wird deutlich, dass sich bei allen ternaren Systemen zwei Phasen
ausbilden. In der rechten unteren Ecke der Dreiecksdiagramme bildet sich jeweils eine polare
Glycerol-Phase. Im Bereich zu der linken Dreiecksseite bildet sich jeweils eine unpolare Lipid-
Phase, in der Laurinsdaure und die Glyceride ML, DL und TL enthalten sind, sowie zu Teilen
Glycerol gelost vorliegt. Der Bereich dazwischen stellt die Mischungsliicke der ternaren
Systeme dar, in der eine heterogene Zweiphasenmischung vorliegt. Mischungspunkte in
diesem Bereich zerfallen entlang der Konoden in zwei koexistierende Phasen. Bei einem
Vergleich der terndren Systeme aus Abbildung 4.13 a-c wird deutlich, dass die Mischungsliicke
von ML zu DLund TL groRer wird. Dabei besitzt das ternare System Gly/LS/ML (siehe Abbildung
4,13 a) die kleinste Mischungsliicke. Dariiber hinaus wird aus der Abbildung 4.13 d-f
ersichtlich, dass terndre Mischungen, die Glycerolmonolaurat enthalten, kleinere
Mischungsliicken ausbilden als Systeme ohne ML. Der Grund dafiir ist das ML polarer ist als
DL und TL und es besitzt eine groBe Oberflachenaktivitat aufgrund seiner Molekilstruktur mit
zwei Hydroxylgruppen. ML besitzt daher eine hohere Wasserstoffbriickenbindungskapazitat
verglichen mit DL und TL.



Charakterisierung der untersuchten Reaktionssysteme |43

ML n
1,0

COSMO-RS
—e— Experimentell

LS 7/ 7 7 7 7 7 7 7 7 7 010
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0 Gly
Xay [mol/mol]

a) Ternares System aus Gly, ML, LS

oot " COSMO-RS

10 o Experimentell

LS 7/ 7 7 7 7 7 7 7 7 7 010
00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0 Gly
xG‘y[mollmol]

c) Ternares System aus Gly, TL, LS

ML ]
1,0

COSMO-RS
—e— Experimentell

0,0
Gly

TL 7/ /- 7 7 7 7 7 7 7 7 7
o0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Xa [mol/mol]

e) Terndres System aus Gly, ML, TL

/7 7 7 7 7 7 7
LS00 01 02 03 04 05 06

DL
1,0

= COSMO-RS
—e— Experimentell

7 7 7 7 010
07 08 09 1,0Gly
X, [mol/mol]

ly

b) Ternares System aus Gly, DL, LS

ML n
1,0

COSMO-RS
—e— Experimentell

DL 7 7 7 7 7
o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Xa [mol/mol]

Gly

d) Ternares System aus Gly, ML, DL

DL = COSMO-RS
—e— Experimentell

7 7 7 7 7 0,0
TLoo 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1,0GCly
XG‘y[moI/moI]

f) Ternares System aus Gly, DL, TL

Abbildung 4.13: Dreiecksdiagramme (Experiment: griine Kreise; COSMOS-RS: schwarze Quadrate)
der Systeme aus Gly, LS und den Glyceriden ML, DL und TL bei 65 °C.
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In der unpolaren Lipid-Phase steigt die Wasserstoffbriickenbindungskapazitat bei der
Anwesenheit von ML und fihrt zu einem Anstieg der Loslichkeit von Glycerol in dieser Phase.

Ein Vergleich der experimentellen Daten und den Modelldaten aus COSMO-RS zeigt, dass die
Prognosen mit COSMO-RS fiir die Fllssig-Flussig-Gleichgewichte der terndren Systeme nicht
mit den experimentellen Daten Gbereinstimmen, jedoch die Tendenzen der Ergebnisse richtig
wiedergegeben werden. Einzig der Zerfall eines Mischungspunktes in der Mischungsliicke in
die polare Glycerol-Phase wird bei allen Dreikomponentensystemen richtig modelliert. Die
Tendenz, dass die Mischungsliicke der terndren Systeme in Abbildung 4.13 a-c von ML zu DL
und TL zunimmt, wird richtig prognostiziert. Zudem wird durch Berechnung mittels COSMOS-
RS ebenfalls die Annahme bestatigt, dass sich die Mischungsliicke verkleinert, sobald ML als
eine Komponente im System vorhanden ist (siehe Abbildung 4.13 d-f). Zusammenfassend gilt,
dass COSMO-RS die Trends aus den experimentellen Daten gut wiedergibt. Sowohl bei den
experimentellen Messungen also auch bei der Berechnung mit COSMO-RS nimmt die GréRe
der Mischungsliicke von Glycerolmono- Uber di- bis hin zu trilaurat zu. Die Wahl der
Konformere hat bei den Dreikomponentensystemen ebenfalls einen groRen Einfluss auf die
Vorhersage durch COSMO-RS (vergleiche Kapitel 4.3.1). In dieser Arbeit wird COSMO-RS
lediglich als Tool zur Abschatzung der Flissig-Flissig-Gleichgewichte verwendet und die
Ergebnisse der kleinsten Mischungsliicke bei ML sind fir die weiteren Arbeiten von
Bedeutung.

4.3.3 Verteilungskoeffizienten

In einem Zweiphasensystem verteilt sich eine dritte Komponente i zwischen beiden Phasen
so, dass das chemische Potenzial der dritten Komponente in beiden Phasen gleich ist. Der
Verteilungskoeffizient P; gibt das Verhaltnis der molaren Konzentrationen der Komponente i
in beiden Phasen an. In welcher Phase sich die dritte Komponente i besser 16st, kann aus
diesem Wert abgeleitet werden [Baum 2018; Stephan und Mayinger 2013].

Im vorliegen Fall werden die Verteilungskoeffizienten der Glyceride ML, DL, TL in einer bindren
Mischung aus Glycerol und Laurinsdure experimentell bestimmt und mit den aus COSMO-RS

modellierten Daten verglichen. Die Verteilungskoeffizienten Pl-LS'Gly flr die Glyceride (i = ML,

DL, TL) konnen Gber die Verhaltnisse der Konzentrationen CL-LS und cl.Gly in der jeweiligen Phase
berechnet werden:

LS,GL ct®

Gly _ G

Pi - Gly (25)
i

Fir die Gleichheit der chemischen Potentiale gilt folgender Ausdruck:

LS , LS Gl Gl
Vi * xj =yiy*xl.y (26)

y;: Aktivitatskoeffizienten

l
x;: Molenbriiche m_ol
mo
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Fir die Molenbriche gilt:

nks
xS = ——=cl* % Vigu (27)
nis
no
xl.Gly =+t —= ciGly * Viym (28)
nGly
n: Stoffmenge [mol]
. mol
c: Konzentration [T]
L
Vi m: molares Volumen bei T = 65°C [—]
' mol

L
Visw = 0,232 [ﬁ]

Vet =0,074 ||

Somit ergibt sich fir die experimentelle Bestimmung der Verteilungskoeffizienten folgende
Gleichung:

LS
pLSGly _ X * Veiym

LExp = T Gly (29)
i

* Vism
Aus der gaschromatographischen Analyse werden die Molenbriiche x; in der jeweiligen Phase

erhalten. Mittels COSMO-RS werden die Aktivitatskoeffizienten y; ermittelt, die zur
Berechnung der Prognose des Verteilungskoeffizienten P;cosmo-rs herangezogen werden:

Gly
pLS.GLY Y *Vaiym (30)
i,COSMO—RS — ~ 1S

Vi *Vism

Die Ergebnisse der so berechneten Verteilungskoeffizienten der drei Glyceride ML, DL und TL
in einer bindaren Mischung aus Glycerin und Laurinsdure bei 65 °C sind in Tabelle 4.2
logarithmisch dargestellt:

Tabelle 4.2: Ergebnisse der Verteilungskoeffizienten der Glyceride in einer bindren Mischung aus
Glycerol (Gly) und Laurinsdure (LS) bei 65 °C.

Glyceride Experiment COSMO-RS
|°g pLS,GLY IOg PLS,GLY
Glycerolmonolaurat (ML 1,83 +0,15 1,38
Glyceroldilaurat (DL) 1,80 + 0,05 3,03
Glyceroltrilaurat (TL) 1,83 + 0,06 4,40

Die log P-Werte der experimentellen, sowie die mit COSMOS-RS prognostizierten
Verteilungskoeffizienten der Glyceride ML, DL und TL sind deutlich groRer als 1. Daher gilt fiir
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die Glyceride, dass sie sich Gberwiegend in der Lipid-Phase befinden. Dieses Ergebnis deckt
sich mit den Untersuchungen aus Kapitel 4.3.1 und 4.3.2, in dem gezeigt wurde, dass sich alle
Glyceride mit Laurinsaure, jedoch kaum in Glycerol |6sen. Die Unterschiede der experimentell
bestimmten Verteilungskoeffizienten zwischen den Glyceriden sind vernachlassigbar klein,
wodurch die Werte als anndhernd konstant angenommen werden kénnen. Es ware jedoch ein
Anstieg der Verteilungskoeffizienten von Glycerolmonolaurat nach Glyceroltrilaurat zu
erwarten. Wie schon erwdhnt ist Glycerolmonolaurat mit seinen zwei Hydroxylgruppen
polarer als Glyceroldi- und trilaurat. Den Erwartungen nach misste sich ML daher besser in
Glycerol 16sen als TL und sich ein Anstieg der Verteilungskoeffizienten ergeben. Der Grund fiir
die anndhernd konstanten Werte der Verteilungskoeffizienten ist auf die Auswertung der
gaschromatographischen Analyse zurlickzufiihren. Zunachst wurde eine sehr geringe Menge
von 0,01 g Glycerid in das binadre System gegeben. Da sich die Glyceride kaum bis gar nicht im
Glycerol 16sen, konnten bei der Auswertung der Peakflachen aus dem Gaschromatogramm
Ungenauigkeiten aufgetreten sein. Da die Peaks nahe der Detektionsgrenze liegen, sind diese
mit groReren Fehlern behaftet. Bei der Bestimmung der Flachen muss deshalb von groRReren
Fehlern ausgegangen werden, die sich zwangslaufig auf die berechneten Konzentrationen in
der Glycerol-Phase auswirken.

Die mit COSMO-RS prognostizierten Verteilungskoeffizienten zeigen hingegen einen Anstieg
in den log P-Werten von Glycerolmonolaurat nach Glyceroltrilaurat. Die Polaritat an ML ist
von den betrachteten Glyceriden am hochsten aufgrund seiner zwei Hydroxylfunktionen.
Daher wird eine bessere Loslichkeit von ML in Glycerol erwartet. Die Polaritat von TL ist am
geringsten, weshalb es sich am schlechtesten im Glycerol |6sen lasst. Diese Uberlegungen
lassen sich mit dem Anstieg der Verteilungskoeffizienten von ML Gber DL nach TL bestatigen.
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4.4 Untersuchung der Acylmigration

Wie bereits in Unterkapitel 4.2 erwahnt wird bei der Reaktion von Glycerol mit Laurinsdure
oder mit Glyceroltrilaurat die biokatalytische Reaktion von einer chemischen Reaktion der ML
und DL, der Acylmigration, Uberlagert. Hierbei lagern sich die Acylgruppen in einer
Gleichgewichtsreaktion vom C2-Atom des Partialglycerids um auf ein Cl-Atom (siehe
Abbildung 4.14). Da die Lage am C1-Atom thermodynamisch stabiler ist und somit beglinstigt
wird, liegt das Gleichgewicht auf dieser Seite.

I

OH OCR
-/
1 H,C (0] a” H,C
\ | Ky \

b HC—OCR b~ HC—OH
ks

1 H,C i ¢ HC
\

OH OH

2-ML 1-ML

Abbildung 4.14: Reaktionsschema der Acylmigration am Beispiel der Reaktion von Glycerol-2-
monolaurat (2-ML) zu Glycerol-1-monolaurat (1-ML) [Compton et al. 2007]. R: CiiHi3, ki/ka:
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten; a,b,a’,b’,c’: Zuordnung der Wasserstoffatome im H-NMR-
Spektrum (siehe Abbildung 4.15).

Fir die Untersuchung der Acylmigration wurde vom Projektpartner Evonik Industrie AG
synthetisiertes Glycerol-2-monolaurat mit einer Reinheit von 90 Gew.-% (Verunreinigungen:
7 Gew.-% Glycerol, 3 Gew.-% Ethyllaurat) 13 Tage lang bei 65 °C in einem Riihrkesselreaktor
eingesetzt. Die wahrend der Reaktion genommen Proben wurden bis zur Untersuchung
mittels *H-NMR-Spektroskopie eingefroren. Es soll mit Hilfe der NMR-Daten ein zeitlicher
Reaktionsverlauf der Acylmigration bestimmt und durch ein kinetisches Modell beschrieben
werden.

Zunachst werden aus den experimentellen Daten (*H-NMR Spektren) die molaren Anteile an
2-ML und 1-ML (ber die Flachen Hp und Hy der Signale b und b” bestimmt (vergleiche
Abbildung 4.15). Der Molenbruch von 2-ML berechnet sich wie folgt:

(31)

XML Exp=—tb
~MLEXP=m 3 Hy,

Aus der experimentellen Bestimmung der molaren Anteile an 2-ML und 1-ML werden
folgende Annahmen fiir die Modellierung abgeleitet:

e Der molare Anteil von 2-ML liegt vor Beginn der Acylmigration bei x2-v,0 = 90 Mol.-%.
e Der molare Anteil an 2-ML im Reaktionsgleichgewicht ist x2.ym, 66w = 32,4 Mol.-%.nach
310h
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e Die Gleichgewichtskonstante Ko.ni,2-m = 56,2 wurde aus den experimentellen Werten
im Gleichgewicht der Reaktion nach 310 h bestimmt.

310h

288 h

192 h

l

uﬂﬂ.u
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LUt

wdl

-
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Abbildung 4.15: 'H-NMR-Spektren (CDCls, 400 MHz) der 11 zeitlichen Versuchsproben, die den
Reaktionsverlauf der Acylmigration von 2-ML zu 1-ML bei 65 °C liber einer Zeit von 310 h darstellen.

Die folgenden Gleichungen zeigen die Herleitung des kinetischen Modells zur Beschreibung
der Acylmigration von 2-ML zu 1-ML. Die Gleichgewichtskonstante K>.mi,1-mi kann wie folgt
dargestellt werden:

K ki xomp
2-ML1-ML = 7~ =
2 X1-ML

(32)
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Die zeitliche Anderung des molaren Anteils von 2-ML (—del‘tML

Ausdrucks fur den molaren Anteil an 1-ML mit X1-mL = X2-m1,0 - X2-mL beschrieben werden:

) kann mit Hilfe des Ersetzes des

dx,_mL
dt

= —ky * Xo_pmp + ko * (X2-mp0 — X2-m1L) (33)

Diese Reaktionsgeschwindigkeit ist im Gleichgewicht der Reaktion gleich null und mit der
Gleichgewichtskonzentration x,-vi,cew ergibt sich folgende Gleichung:

0=—ky* Xo3_mpgew + k2 * (X2-mL0 — X2-MLGGW) (34)

Nach Einsetzen und Integration der Gleichung (33) ergibt sich folgender Ausdruck:

(35)

Xo_ — Xy
t= (y + kp )t ln( 2-ML,0 2 ML,GGW)

X2—ML — X2—-ML,GGW

Mit k1 + ka2 = (Ka-mu1-mi+1) *k1/ Ka-mu1-me = C*ka und Umstellung der Gleichung (35) folgt:

X2-ML0 — X2—-ML,GGW
expClat

Xo-MLt = ( ) + X2-mLGow (36)
Somit ergibt sich ein Ausdruck fir die zeitlich Berechnung des molaren Anteils an 2-ML, der
zur Modellierung der Geschwindigkeitskonstante ki genutzt werden kann und somit zur
Beschreibung des Reaktionsverlaufes verwendet wird (siehe Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.16: Experimenteller (Symbole) und modellierter (gestrichelte Linien) Reaktionsverlauf der
Acylmigration von Glycerol-2-monolaurat (2-ML, blau) zu Glycerol-1-monolaurat (1-ML, rot).
Reaktionsbedingungen: Durchgefiihrt bei 65 °C Giber einer Zeit von 310 h in einem Rihrkesselreaktor.
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Somit wurden folgende kinetische Parameter bestimmt:

k1 k2 Halbwertszeit t1/2

7,86 * 10°3 [%] 0,14 * 10° [%] 86,65 [h]

Die Untersuchungen zeigen, dass das Gleichgewicht der Acylmigration auf der Seite von
Glycerol-1-monolaurat liegt. Da die Acylmigration keinen Einfluss auf die enzymatische
Reaktion hat und die Reaktionsselektivitdt im Fokus liegt, kann die Acylmigration in den
weiteren Auswertungen vernachldssigt werden.

4.5 Untersuchung der Mehrphasenreaktionen

In diesem Unterkapitel werden die Ergebnisse zur Untersuchung der Reaktionsselektivitat
beziglich Glycerolmonolaurat (ML) am Beispiel zweier Reaktionen, der enzymatischen
Veresterung (siehe Kapitel 4.5.1) und der enzymatischen Glycerolyse (siehe Kapitel 4.5.2),
detailliert dargestellt. Wie bereits erwdahnt wird bei den folgenden Ergebnissen nicht zwischen
den Isomeren Glycerol-1-monolaurat und Glycerol-2-monolaurat, sowie Glycerol-1,3-dilaurat
und Glycerol-1,2-dilaurat unterschieden. Die Reaktionen sollen beziglich der
Reaktionsselektivitat zu Glycerolmonolaurat (ML) untersucht werden.

4.5.1 Veresterung von Glycerol und Laurinsidure

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Veresterung von Glycerol mit Laurinsdure
dargestellt. Dabei wurde die Reaktion als Batch-Reaktion und als Fed-Batch-Reaktion mit
Laurinsdure-Zufiihrung durchgefihrt.

Batch-Reaktion: Einfluss des Substratverhaltnisses und der Temperatur

Bei den in einem Blasensaulenreaktor durchfiihrten Batch-Experimenten wurden die
Substrate Glycerol und Laurinsaure je nach Substratverhaltnis in den vorgewarmten Reaktor
gegeben. Nach dem Schmelzvorgang und der Equilibrierung der Reaktionstemperatur sowie
der Durchmischung durch die aufsteigenden Blasen, wurde die Reaktion durch die Zugabe des
Biokatalysators Novozym 435® gestartet. Exemplarisch werden die Reaktionsverlaufe von
zwei Experimenten gezeigt, sowohl eine Reaktion mit Laurinsdure in Uberschuss (siehe
Abbildung 4.17) als auch ein Reaktion mit Glycerol in Uberschuss (siehe Abbildung 4.18).
Zusatzlich wird auf das Phasenverhalten bei der Reaktion mit Uberschuss an Glycerol

¢ Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von B.Sc. Yasmin Goes erzeugt:
Multivariate Datenanalyse enzymatischer Veresterungen durch Indirect Hard Modeling, Bachelorarbeit, TU-
Hamburg-Harburg, 2013

4 Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Masterarbeit von M.Sc. Helge Berger erzeugt: FTIR
basierte online Prozesssteuerung einer Biotransformation in mehrphasigen Reaktionssystemen, Masterarbeit,
TU-Hamburg-Harburg, 2014
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eingegangen (siehe Abbildung 4.19). In Abbildung 4.20 bis Abbildung 4.22 ist der
Temperatureffekt und der Effekt des Substratverhéltnisses auf die Selektivitat beziglich
Glycerolmonolaurat dargestellt.

Batch-Reaktion mit LS im Uberschuss:

In folgender Abbildung ist der zeitliche Verlauf der Reaktandenzusammensetzung fiir ein
Batch-Experiment mit einem molaren Glycerol/Laurinsdure-Verhéltnis von 1:3 gezeigt. Die
unpolare Laurinsdure und die unpolaren Reaktionsteilnehmer bilden die kontinuierliche
unpolare Phase und Glycerol liegt in Tropfchen dispergiert in dieser vor (siehe Kapitel 4.2.1
Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.17: Reaktionsverlauf einer Batch-Reaktion im Blasensdulenreaktor mit Laurinsdure im
Uberschuss. Glycerol wurde nicht gemessen. Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhiltnis
Gly:LS von 1:3, Gesamtansatzgrofle: 88 g, 2 Gew.-% Novozym 435°®, T = 60 °C; Luftbegasung mit 0,75
L/min, Blasens3ulenreaktor.

Beschreibung:

Der Stoffmengenanteil an Glycerolmonolaurat und -dilaurat nimmt in den ersten 1,5 h
annahernd linear bis zu einem maximalen Wert an ML von 13,0 Mol.-% und 22,4 Mol.-% an DL
zu. Im weiteren Verlauf wird ML mit Laurinsdure weiter zu DL umgesetzt bis zu einem
maximalen Wert von 48,5 Mol.-% DL nach 4 h Reaktionszeit. Die Laurinsdure wird bis dahin zu
53,9 % umgesetzt. Ab 4 h Gberwiegt die langsamere Reaktionsgeschwindigkeit der Umsetzung
von DL mit LS zu TL. Am Ende der durchgefiihrten Reaktionszeit nach 50 h wurde eine
Produktzusammensetzung mit 87,17 Mol.-% TL, 5,48 Mol.-% DL, 0,05 Mol.-% ML und
7,3 Mol.-% LS bei einem Umsatz an LS von 92,7 % erreicht.
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Batch-Reaktion mit Glycerol im Uberschuss:

In Abbildung 4.18 ist der zeitliche Verlauf der Reaktandenzusammensetzung fiir ein Batch-
Experiment mit einem molaren Glycerol/Laurinsdure-Verhaltnis von 2:1 gezeigt. Das polare
Substrat Glycerol liegt nun als kontinuierliche polare Phase vor, in der die unpolaren
Reaktionsteilnehmer in Tropfchen dispergiert sind (siehe Kapitel 4.2.1 Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.18: Reaktionsverlauf einer Batch-Reaktion mit Glycerol im Uberschuss.
Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis Gly:LS von 2:1, GesamtansatzgroRe: 144,65 g,
2 Gew.-% Novozym, 435®, T = 65 °C; Luftbegasung mit 1,0 L/min, Blasensaulenreaktor.
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Abbildung 4.19: Zusammensetzung der dispersen unpolaren Phase (Links) und der polaren Phase
(Rechts) (iber den Reaktionsverlauf in einem Blasensaulenreaktor (vgl. Abbildung 4.18).
Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis Gly:LS von 2:1, GesamtansatzgroRe: 144,65 g,
2 Gew.-% Novozym, 435%®, T = 65 °C; Luftbegasung mit 1,0 L/min.
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Beschreibung:

Der Stoffmengenanteil an ML und DL nimmt in den ersten 50 min. linear zu bis zu einem Wert
von 13,7 Mol.-% ML und 9,2 Mol.-% DL bis zu einem Umsatz an LS von 75,2 %. Nach 120 min.
bleiben die Stoffmengenanteile von ML und DL konstant bei ca. 19 Mol.-% ML und 12 Mol.-%
DL. Das unpolare Substrat LS nimmt exponentiell von einem Startwert von 33,3 Mol.-% bis 0,8
Mol.-% ab nach 283 min. Der Stoffmengenanteil von TL steigt beginnend bei 100 min. langsam
und linear auf 1,6 Mol.-% an. Der Stoffmengenanteil des polaren Glycerols nimmt in den
ersten 100 min. ab auf 66 Mol.-% und bleibt ab diesem Zeitpunkt konstant.

In Abbildung 4.19 ist die Zusammensetzung der dispersen unpolaren (links) und der polaren
kontinuierlichen Phase (rechts) dargestellt. Die kontinuierliche polare Phase setzt sich fast
ausschlieBlich wahrend der gesamten Reaktionszeit aus Glycerol zusammen (>99,9 Mol.-%).
Die unpolare disperse Phase setzt sich zu Beginn der Reaktion fast ausschlieflich aus
Laurinsaure zusammen (> 98 Mol.-%). Bedingt durch die Probenaufbereitung kommt es zu
einer autokatalytischen Veresterung. Dabei entsteht in sehr geringer Menge ML (< 0,09
mol/molgesamt). Dies verursacht den geringen Anteil an ML zu Reaktionsbeginn in Abbildung
4.19 (links). LS nimmt entsprechend seines fortschreitenden Umsatzes in der dispersen Phase
ab. Die Komponenten LS, ML, DLund TL liegen ausschlieRlich in der unpolaren dispersen Phase
vor, weswegen sich die Stoffmengenanteile in dieser Phase analog zu Abbildung 4.18
verandern. Dabei bleibt das Verhaltnis von ML zu DL Uber die gesamte Reaktionszeit gleich.
Mit der Bildung an ML steigt die Loslichkeit von Glycerol in der unpolaren Phase (siehe Kapitel
4.3.2) und der Anteil steigt bis ca. 22 Mol.-% nach 44 min an. Bis zum Ende der Reaktion nimmt
der Anteil von ML weiter zu, trotz der I6sungsvermittelnden Wirkung von ML auf Glycerol
bleibt der Anteil an Glycerol in der unpolaren Phase konstant. Dies begriindet sich durch die
Konzentrationen von DL, TL und LS, die das Phasenverhalten durch geringe Anteile verandern
konnen (siehe Unterkapitel 4.3).

Diskussion der Batch-Experimente:

Die Batch-Experimente haben gezeigt, dass ein Uberschuss an Glycerol und das daraus
resultierende Phasenverhalten die Bildung von ML begiinstigt. Das ist ebenfalls schon aus der
Literatur bekannt (vgl. Kapitel 4.2.1). Bei der Betrachtung der Reaktionsgleichungen der
Veresterung (siehe Gleichungen (8) bis (11)) und der Gleichungen fur die
Reaktionsgeschwindigkeiten (siehe Gleichungen (12) bis (14)) wird dieser Effekt deutlich. Nach
dem Prinzip von Le Chatelier verschiebt sich das Reaktionsgleichgewicht auf die Produktseite
hin zu ML bei einer Erh6hung des Anteils des Substrates Glycerol (siehe Gleichungen (8) und
(12)). Glycerol hat bei der Veresterung mit Laurinsdure nur bei der Bildung von ML einen
Einfluss. Die Bildung von DL und TL sind konkurrierende Folgereaktionen. Zur Auswertung der
Ergebnisse wurden Umsatz, Ausbeute, Selektivitat und molarer Produktanteil an ML wie folgt
berechnet (n; = Stoffmenge der Komponente i):
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umgesetzte Menge Substrat  npgo — nig;

Umsatz =X = = (37)
eingesetzte Menge Substrat nis,o
ebildete Menge Produkt NML
Ausbeute = Yy, = g g = ML (38)
eingesetzte Menge Substrat  nj g
ebildete Menge Produkt NML i Ausbeute
Selektivitit = Sy = —2 & =ML (39)
umgesetzte Menge Substrat  Npse — NLsj Umsatz
ebildete Menge Produkt n
Produktanteil = - g 8 = ML (40)
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Abbildung 4.20: Produktzusammensetzung in der unpolaren Phase im Reaktions-
gleichgewicht.

In der Abbildung 4.20 sind die Stoffmengenanteile der Zusammensetzung in der unpolaren
Lipid-Phase am  Reaktionsende im  Reaktionsgleichgewicht mit verschiedenen
Substratverhaltnissen Glycerol/Laurinsdure fiir verschiedene Reaktionstemperaturen
dargestellt. Bei Uberschuss an Laurinsdure mit einem Verhéltnis von 0,33 fiihrt die
Veresterungsreaktion zu einem kompletten Umsatz an LS und es liegt nahezu ausschlieRlich
TL mit einem Restanteil an DL im Reaktionsgleichgewicht vor. Bei einer Erhéhung des
Substratverhaltnisses in Richtung Glycerol verschiebt sich die Produktzusammensetzung in
Richtung DL und ML als Hauptbestandteile der Produktzusammensetzung am Ende der
Reaktion. Bei einem Uberschuss von 2:1 und 1,5:1 an Laurinsdure ist zu erkennen, dass
zunachst DL den Hauptbestandteil der Lipid-Phase ausmacht (Substratverhaltnis 0,5 und 0,66)
und bei weitere Erhohung des Glycerol-Anteils, ML den Hauptbestandteil der
Produktmischung darstellt (Substratverhdltnis >2). Des Weiteren laufen die
Veresterungsreaktionen mit einem Uberschuss an Glycerol alle in ein Reaktionsgleichgewicht
mit dhnlicher Produktzusammensetzung von einem ML-Anteil von > 40 Mol.-% (siehe
Abbildung 4.20). Der absolute Anteil der Glyceride am Gesamtsystem ist bei den
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Experimenten mit Uberschuss an Glycerol jedoch bei dem kleinsten Substratverhiltnis am
grofRten. Zum Vergleich: 35,2 Mol.-% Glyceride bei einem Glycerol zu Laurinsdure Verhaltnis
von 2:1 und 10,3 % Mol.-% Glyceride bei einem Glycerol zu Laurinsaure Verhaltnis von 6:1.

In Abbildung 4.21 sind die Temperatur- und Substratverhaltnisabhangigkeit fur die Selektivitat
an ML fiir die Veresterungsreaktionen mit Laurinsdure in Uberschuss dargestellt. Zu erkennen
ist, dass die Temperatur nur einen minimalen Effekt auf die Selektivitat bezliglich ML bei
Umsdatzen bis ca. 65 % LS hat. Bei Umsatzen groBer 65 % hat die Temperatur keinen Einfluss
mehr auf die Reaktionsselektivitat bezlglich ML. Eine Erhéhung des Glycerolanteils zu LS von
1:3 zu 1:2 am Substratverhaltnis erhoht die Selektivitat bezliglich ML um 0,2 bei gleichen
Laurinsaureumsatzen.

1
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Abbildung 4.21: Selektivitat von ML in Abhangigkeit des Umsatzes von LS fiir die Temperaturen von 60
°C bis 80 °C und einem Substratverhaltnis von Glycerol zu Laurinsdure von 1:3 und 1:2.

In Abbildung 4.22 ist die Substratabhangigkeit fir die Selektivitat an ML fur die
Veresterungsreaktionen mit Glycerol in Uberschuss dargestellt. Der Trend aller Verliufe ist
wie zu erwarten dhnlich. Die Erhéhung des Glycerolanteils bei der Veresterungsreaktion mit
Glycerol in Uberschuss hat keinen signifikanten Einfluss auf die Selektivitat beziiglich ML. Der
Trend bestdtigt die Annahme, dass alle Reaktionen in dasselbe thermodynamische
Reaktionsgleichgewicht laufen. Die hochste Selektivitat beziiglich ML wird bei der Batch-
Reaktion mit einem Substratverhadltnis von 2:1 bei einem Laurinsdureumsatz von ca. 90 %
erreicht.
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Abbildung 4.22: Selektivitdt von ML in Abhangigkeit des Umsatzes von LS fir finf unterschiedliche
Substratverhaltnisse von Glycerol zu Laurinsdure von 2:1 bis 10:1.

Bei der Betrachtung der Ausbeute von ML (siehe Abbildung 4.23) treffen die
Schlussfolgerungen aus Abbildung 4.21 & Abbildung 4.22 zum Einfluss des
Substratverhaltnisses und der Temperatur ebenfalls zu.
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Abbildung 4.23: Ausbeute von ML in Abhangigkeit des Umsatzes von LS fiir 7 unterschiedliche
Substratverhiltnisse von Glycerol zu Laurinsiure. Im Gly-Uberschuss von 10:1 bis 2:1 und im LS-
Uberschuss von 1:2 und 1:3. Bei mit Reaktionstemperaturen von 60 °C, 65 °C, 70 °C und 80 °C.

Aus der Abbildung 4.23 wird zusatzlich zu der bereits oben gezeigten Selektivitat ein besserer
Gesamteindruck aller Veresterungsreaktionen im Hinblick auf den wichtigen Parameter der
Ausbeute von ML deutlich. Alle Reaktionen haben zu Beginn der Reaktion, also bei niedrigem
Umsatz an LS, einen linearen Anstieg der Ausbeute an ML. Das Maximum der Ausbeute an ML
verschiebt sich mit steigendem Glycerolanteil beim Substratverhdltnis zu ho6heren
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Laurinsdaureumsatzen. Die maximale Ausbeute wird bei den Veresterungsversuchen mit
Uberschuss an Glycerol erzielt, bei Laurinsdureumsatzen groRer 90 %.

Tabelle 4.3: Einfluss der Temperatur und des Substratverhaltnisses bei der enzymatischen Veresterung
von Glycerol mit Laurinsdure im Batchreaktor. Die dargestellte Werte sind jeweils die Endwerte der
Experimente in der unpolaren Phase. Katalysator: Novozym 435°,
Varianz/Fehler/Ungenauigkeitsangbe der Werte durch Dreifachbestimmung; *Nur Einfachbestimmung und
durchgefiihrt von Evonik Industries AG in Essen; ** Nur Einfachbestimmung am Ende der Reaktion in der
Lipidphase nach der Phasentrennung

Zusammensetzung im Gleichgewicht in der

Substrat- Xiscew | Anteil | Anteil | X bei
=9 ’
veraltnis unpolaren Phase [Mol.-%] MLeew | MLmax MLmax
'y o, o, o,

Gly/Ls Gly Ls ML DL n | %] [%] %]
1:3 0,00 7,30 0,05 5,48 87,17 92,70 0,05 54,54 7,51

(T=60°C) +0,15 +0,00 +0,02 0,17 +0,15 0,00 +4,83 +1,50
1:3 0,00 1,96 0,17 8,71 89,16 98,04 0,17 44,00 10,43

(T=70°C) +0,15 +0,00 10,01 10,02 +0,01 10,00 +0,02 10,01
1:3 0,00 0,91 0,72 17,29 81,08 99,09 0,73 46,20 13,89

(T=80°C) +0,06 0,05 10,29 10,40 0,06 10,05 +0,13 0,60

1:2*

(T=60°C) 1,94 4,59 21,12 53,88 18,47 93,09 22,60 55,05 28,96

1:1,5*
(T=60°C) 7,83 1,72 39,85 47,28 3,33 97,13 44,05 58,26 58,78

2:1 23,50 2,69 42,10 27,69 4,01 98,25 57,04 61,94 87,40
(T=65°) +0,61 0,36 +0,08 +0,08 +0,09 0,04 +0,08 0,14 +0,07

4:] **
(T=65°) 21,81 1,53 42,98 29,02 4,65 99,29 56,07 60,38 84,75

6:1 **
(T=65°) 21,99 0,66 42,27 29,12 5,95 99,23 54,66 60,72 87,47

8:1 **
(T=65°) 20,94 0,98 42,97 29,70 5,41 99,23 55,03 63,01 85,66

10:1 **
(T=65°) 23,36 4,07 42,93 26,17 3,47 94,67 59,15 62,70 85,25

In Tabelle 4.3 sind die experimentellen Daten am Reaktionsende aller Veresterungsreaktionen
tabellarisch dargestellt. Zudem sind der Umsatz an LS im Endpunkt (Gleichgewicht der
Reaktion), der Anteil an ML in der unpolaren Lipid-Phase, sowie der maximale Anteil an ML
und der vorliegende Umsatz an ML an diesem Punkt wahrend der Reaktion gegeben. Deutlich
zu erkennen ist, dass der Anteil an ML am Reaktionsende in der Lipid-Phase mit steigendem
Glycerolanteil am Substratverhaltnis steigt. Beispielsweise liegt der molare Anteil an ML bei
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ca. 57 Mol.-%. am Ende der Veresterungsreaktion mit einem Substratverhaltnis Gly:LS von 2:1
Eine weitere Erkenntnis aus dieser Untersuchung ist, dass der maximale molare Anteil an ML
in der Lipid-Phase bei Veresterungsreaktionen mit Uberschuss an LS bei niedrigen
Laurinsdureumsitzen liegt und bei Reaktionen mit Uberschuss an Glycerol bei hohen
Umsatzen an LS liegt.
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Fed-Batch-Reaktion: Einfluss der Laurinsaurezulaufrate und der Biokatalysatorbeladung

Die Durchfuhrung der Fed-Batch-Experimente erfolgte in einem Blasensaulenreaktor. Das
Substrat Glycerol wurde in den vorgewarmten Reaktor (siehe Abbildung 4.24 a) vorgelegt und
auf die Reaktionstemperatur vorgewarmt. Nach Equilibrierung der Reaktionstemperatur
wurde zum Start der Reaktion der Biokatalysator Novozym 435® zugegeben. Die Zufuhr von
trockener Luft am Reaktorboden des Blasensaulenreaktors (siehe Abbildung 4.24 f)
ermoglichte eine Durchmischung der Reaktionsmischung und den Austrag des
Nebenproduktes Wasser, welches bei der Veresterungsreaktion entsteht. Die Laurinsdure
wurde mittels einer Mikrozahnradpumpe (siehe Abbildung 4.25 a) aus einem Vorlagebehalter
(siehe Abbildung 4.25 b) lber einen Doppelmantelheizschlauch (siehe Abbildung 4.24 c,
Details siehe Abbildung 4.25 rechts) in den Blasensdulenreaktor gefordert. Der
Vorlagebehilter und die Mikrozahnradpumpe wurden in einem Heizschrank (siehe Abbildung
4.24 b, detailierte Darstellung in Abbildung 4.25 links) bei 65 °C platziert, damit die Laurinsdure
auf Reaktionstemperatur vortemperiert wird.

Abbildung 4.24: Versuchsaufbau fiir einen Fed-Batch-Versuch: a) Blasensaulenreaktor b) Heizschrank
c) Doppelmantelheizschlauch fir den Laurinsdurezulauf d) FTIR-ATR-Sonde e) Wasserbad
f) Druckluftbegasung



60| Charakterisierung der untersuchten Reaktionssysteme

Abbildung 4.25: links: Heizschrank mit Plexiglas Frontscheibe; a) Mikrozahnradpumpe,
b) Laurinsdurevorlage-Behilter c) Zulaufschlauch saugseitig mit 10 um Sinterfilter; rechts: Ausgang
Doppelmantelheizschlauch.

Die Veresterungsreaktion startet mit der Zugabe von Laurinsdure Uber den
Doppelmantelheizschlauch (siehe Abbildung 4.25 rechts). Exemplarisch werden die
Reaktionsverlaufe von zwei Versuchen mit unterschiedlicher Laurinsdurezulaufrate bei
gleicher Biokatalysatorbeladung gezeigt (siehe Abbildung 4.26 und Abbildung 4.27). Dariber
hinaus wird auf das Phasenverhalten bei der Fed-Batch-Reaktion eingegangen (siehe
Abbildung 4.28 & Abbildung 4.29). Im Anschluss werden in Tabelle 4.4 der Einfluss der
Laurinsdurezulaufrate und der Einfluss der Biokatalysatorbeladung auf die Bildungsraten der
einzelnen Glyceride diskutiert. Des Weiteren wird vergleichend zu den Batch-Reaktionen die
Selektivitat und Ausbeute in Abhangigkeit des Umsatzes an LS dargestellt und diskutiert. In
der abschliefenden Diskussion zum Unterkapitel 4.5.1 werden die Batch und Fed-Batch-
Experimente hinsichtlich der Bildung von Glycerolmonolaurat vergleichend diskutiert und
gegeniibergestellt.

Fed-Batch-Reaktion mit einer Laurinsdurezulaufrate von 0,1 mL/min:

Abbildung 4.26 zeigt den zeitlichen Verlauf der Reaktandenzusammensetzung fiir ein Fed-
Batch-Experiment mit einer Laurinsaurezulaufrate von 0,1 mL/min und einer Biokatalysator-
beladung von 6 Gew.-% bezogen auf anfangliche AnsatzgroRe von 60 g. Das im Reaktor
vorgelegte polare Glycerol bildet die kontinuierliche Phase aus. Die zugefiihrte unpolare
Laurinsaure und die unpolaren Glyceride als Produkte bilden die disperse unpolare Phase aus
(vgl. Kapitel 4.2.1 Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.26: Reaktionsverlauf einer Fed-Batch-Reaktion mit Laurinsdurezulauf von 0,1 mL/min.
Reaktionsbedingungen: Zulaufrate LS: 0,1 mL/min (LS gesamt zugefihrt: 200,4 mmol); T = 65 °C;
6 Gew.-% Enzym bezogen auf das Anfangsgewicht im Reaktor mogiceror = 60,478
(no,Glycerol = 656,6 mmol); Luftbegasung mit 1,0 L/min, Blasensaulenreaktor.

Beschreibung:

Der Stoffmengenanteil an Glycerol sinkt Gber den gesamten Reaktionszeitraum linear ab von
100 Mol.-% auf ca. 76 Mol.-% nach 540 min. Die Abnahme des Glycerolanteils an der gesamten
Reaktormischung ist bedingt durch zwei liberlagerte Effekte. Zum einen wird das Glycerol mit
der zugefiihrten LS zu den Glyceriden umgesetzt. Zum anderen wird durch die Zufiihrung der
LS die Gesamtstoffmenge im Reaktor erhoht, wodurch der Stoffmengenanteil an Glycerol sinkt
oder Glycerol durch LS verdiinnt wird. Im Vergleich zum Fed-Batch-Experiment mit einer 2,5-
fachen héheren Laurinsdaurezufuhrrate bei gleicher Biokatalysatorbeladung bildet sich in der
Reaktionszeit von 360 min. ca. 8 Mol.-% DL, nur etwa 4,8 Mol.-% ML und 0,3 Mol.-% TL. In der
gleichen Zeit ist der Stoffmengenanteil an zugefihrter LS nahe bei 0 Mol.-%. Dieses Fed-Batch-
Experiment wurde demnach bei Substratlimitierung durchgefiihrt. Zum Ende der Reaktion bei
540 min. nahert sich ML (12,1 Mol.-%) an DL (10,6 Mol.-%) an. TL wird mit 0,7 Mol.-% nur in
sehr geringen Mengen gebildet. Der Stoffmengenanteil an LS bleibt bis zum Ende der Reaktion
sehr niedrig und liegt bei 0,7 Mol.-%.

Fed-Batch-Reaktion mit einer Laurinsdurezulaufrate von 0,25 mL/min:

Abbildung 4.27 zeigt den zeitliche Verlauf der Reaktandenzusammensetzung fiir ein Fed-
Batch-Experiment mit einer Laurinsdurezulaufrate von 0,25 mL/min bei gleicher
Biokatalysatorbeladung von 6 Gew.-%. Das im Reaktor vorgelegte polare Glycerol bildet
ebenfalls die kontinuierliche Phase aus. Die zugefiihrte unpolare Laurinsdure und die
unpolaren Glyceride als Produkte bilden die disperse unpolare Phase aus (vgl. Kapitel 4.2.1
Abbildung 4.8).
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Abbildung 4.27: Reaktionsverlauf einer Fed-Batch-Reaktion mit Laurinsdurezulauf von 0,25 mL/min.
Reaktionsbedingungen: Zulaufrate LS: 0,25 mL/min (LS gesamt zugefiihrt: 387,9 mmol); T = 65 °C;
6 Gew.-% Enzym bezogen auf das Anfangsgewicht im Reaktor mg giycerol = 75,38 (No,Glycerol = 817,4 mmol);
Luftbegasung mit 1,0 L/min, Blasensaulenreaktor.
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Abbildung 4.28: Links: Zusammensetzung der dispersen unpolaren Phase {iber den Reaktionsverlauf.
Rechts: Zusammensetzung der polaren Phase Uber den Reaktionsverlauf (vgl. Abbildung 4.27).
Reaktionsbedingungen: Zulaufrate LS: 0,25 mL/min (LS gesamt zugefiihrt: 387,9 mmol); T = 65 °C;
6 Gew.-% Enzym bezogen auf das Anfangsgewicht im Reaktor mggiycerol = 75,38 (No,Glycerol = 817,4 mmol);
1,0 L/min Luftvolumenstrom, Blasensaulenreaktor.

Beschreibung:

Der Stoffmengenanteil an Glyerol sinkt innerhalb von ca. 360 min von 100,0 Mol.-% auf 69,0
Mol.-% ab. Das Absinken des Glycerolanteils ist hier ebenfalls bedingt durch die Reaktion und
die Zufuhr an LS. Der Stoffmengenanteil der LS akkumuliert trotz Zufihrung auf 3,7 Mol.-%
nach 360 min. Die Zufuhrrate ist demnach grofRer als die Umsatzrate von LS. Die
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Stoffmengenanteile an ML und DL steigen zum Reaktionsende linear auf 16,3 Mol.-% und 10,2
Mol.-% an, wohingegen TL nur in sehr geringen Mengen mit 0,85 Mol.-% gebildet wird.

In Abbildung 4.28 ist die Zusammensetzung der dispersen unpolaren Phase (links) und die
Zusammensetzung der polaren kontinuierlichen Phase (rechts) dargestellt. Die kontinuierliche
polare Phase setzt sich analog zum Batch-Experiment (vgl. Abbildung 4.19) fast ausschlieRlich
aus Glycerol zusammen (>99,9 Mol.-%). Die unpolare disperse Phase ist zum Zeitpunkt Null
nicht vorhanden und setzt sich im Folgenden entsprechend des Reaktionsverlaufes in
Abbildung 4.27 aus ca. 41,0 Mol.-% ML, 28,0 Mol.-% DL, 2,4 Mol.-% TL, 7,4 Mol.-% LS und 21,2
Mol.-% geldsten Glycerol zusammen und bleibt (iber den gesamten Verlauf konstant.

Diskussion der Fed-Batch-Experimente:

Die Experimente haben gezeigt, dass bei Substratlimitierung der LS, also bei niedrigen
Zulaufraten und entsprechend hoher Biokatalysatorbeladung, die Bildung an DL bevorzugt
wird. Bei diesen Experimenten wird die zugefiihrte Menge an LS direkt mit ML zu DL umgesetzt
(vergleiche Experimente mit 0,25 mL/min Laurinsdurezulaufrate und unterschiedlichen
Biokatalysatorbeladung in Tabelle 4.4.) Wird die Laurinsdurezulaufrate bei gleicher
Biokatalysatorbeladung verdoppelt, fiihrt dieses in den durchgefiihrten Experimenten zu
einer Verdopplung der Partialglyceridbildungsrate. Umgekehrt gilt dies fir die Verdopplung
der Biokatalysatorbeladung bei gleicher Zulaufrate an LS. Allerdings werden die
Partialglyceride nicht in den gleichen Verhiltnissen gebildet.

Zur Auswertung der Ergebnisse wurden Umsatz, Ausbeute, Selektivitdit und molarer
Produktanteil an ML wie folgt berechnet:

umgesetzte Menge Substrat  ny, + 2np+3nyy,

Umsatz = X = — = (41)

eingesetzte Menge Substrat NS feeded

ebildete Menge Produkt NMLj
Ausbeute = Yy, = 5 5 = Mul (42)
eingesetzte Menge Substrat  npgfeeded

ebildete Menge Produkt NML i

Selektivitit = Sy = —> 5 - ML (43)
umgesetzte Menge Substrat N + 2npp+3nty,

ebildete Menge Produkt n

Produktanteil = & & Z ML (44)

gebildete Menge Produkt + Nebenprodukt - Ny + Dpp, + D7,

In Abbildung 4.29 ist die Selektivitdt (links) und die Ausbeute (rechts) an ML fir
unterschiedliche Laurinsaurezulaufraten und Biokatalysatorbeladungen dargestellt. Aus der
folgenden Abbildung ist ein Trend zu erkennen. Die Experimente unter Substratlimitierung an
LS, also mit niedriger Zulaufrate an LS und entsprechend hoher Biokatalysatorbeladung (siehe
0,25 mL/min mit 10 Gew.-% NVZ435 und 0,1 mL/min mit 6 Gew.-% NVZ435), verlaufen flacher.
Die Experimente mit einem kleineren Verhaltnis zwischen der Zulaufrate an LS und der
Biokatalysatorbeladung (siehe 0,25 mL/min mit 6 Gew.-% NVZ435 und 0,5 mL/min mit 10
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Gew.-% NVZ435) verlaufen horizontal versetzt mit einer etwas hoheren Selektivitat und
Ausbeute an ML.
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Abbildung 4.29: Selektivitat (links) und Ausbeute (rechts) von ML in Abhdngigkeit des Umsatzes von
LS fur drei unterschiedliche Laurinsdurezulaufraten von 0,25 und zwei verschiedenen
Biokatalysatorbeladungen von 6 Gew-% und 10 Gew-%.

In der Tabelle 4.4 sind die Produktbildungsraten bei den Fed-Batch-Experimenten in
Abhangigkeit von der Laurinsdaurezulaufrate und der Biokatalysatorbeladung dargestellt.
Zusatzlich ist der molare Produktanteil an ML in der unpolaren Lipidphase aufgelistet. Wird
bei gleicher Zulaufrate die Biokatalysatorbeladung erniedrigt oder bei gleicher
Biokatalysatorbeladung die Zulaufrate an LS erhoht, steigt jeweils die Bildungsrate an ML an.
Anhand des Phasenverhaltens (siehe Abbildung 4.28) und des Produktanteils in der Lipidphase
ist zu erkennen, dass die Fed-Batch-Experimente in ein dhnliches thermodynamisches
Reaktionsgleichgewicht wie die Batch-Experimente laufen. Eine vergleichende Betrachtung
beider Reaktionsfiihrungen (Batch und Fed-Batch) wird folgend diskutiert.

Tabelle 4.4: Produktbildungsraten bei den Fed-Batch Experimenten in Abhangigkeit von der
Laurinsaurezulaufrate und der Biokatalysatorbeladung. (* Die Anteile ML zum Ende der Reaktion sind
keine Gleichgewichtswerte).

Zulaufrate Menge Novozym Bildungsrate Anteil ML
Laurinsdure 435° am Ende der
ML DL TL .
Reaktion
[mL/min] [Gew.-%] [mmol/min] [mmol/min] [mmol/min] [%]"
0,100 6 0,091 0,109 0,006 51,5%
0,250 6 0,381 0,256 0,020 59,7%
0,250 10 0,233 0,368 0,023 44,2%
0,500 10 0,745 0,559 0,039 56,1%
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Vergleichende Diskussion Batch und Fed-Batch Experimente:

Firr einen Vergleich beider Reaktionsflihrungsstrategien werden die Zusammensetzungen der
Reaktionsmischungen betrachtet. Dabei wird das Batch-Experiment im Gleichgewicht
betrachtet und das Fed-Batch-Experiment an dem Zeitpunkt, zu dem das Verhaltnis der
Stoffmenge von Glycerol zur insgesamt zugefiihrten Stoffmenge von Laurinsdure 2:1 betragt.
Dieses entspricht der Startzusammensetzung des Batch-Experimentes, welcher zum Vergleich
herangezogen wird.

In Tabelle 4.5 werden die Zusammensetzung der Reaktionsmischung fir ein Batch und fir ein
Fed-Batch-Experiment aufgelistet. Zu erkennen ist, dass im Fed-Batch-Experiment geringe
Glyceridanteile (ML, DL und TL) gebildet werden trotz groRerer Biokatalysatorbeladung. Der
molare Produktanteil an ML liegt beim Batch-Experiment bei 58 % und beim Fed-Batch
Experiment bei 56 %. Im Fed-Batch-Experiment ist bis 184 min LS akkumuliert. Die Reaktion
befindet sich demnach noch nicht im Reaktionsgleichgewicht. Wird der Zulauf abgestellt und
die Reaktion weitergefiihrt (nachgeschalteter Batch), stellt sich das gleiche
thermodynamische Reaktionsgleichgewicht mit dem gleichen molaren Produktanteil wie im
Batch-Experiment ein. Die Fed-Batch-Reaktionsfiihrung kann als zeitlich verlangertes Batch-
Experiment interpretiert werden.

Tabelle 4.5: Zusammensetzung der Reaktionsmischung bis... a) Batch: zur Gleichgewichtseinstellung
b) Fed-Batch: zum Zeitpunkt zu dem das Verhiltnis der Stoffmenge an Glycerol zur insgesamt
zugefiihrten Stoffmenge an Laurinsdure 2:1 betrdgt. (*Bezogen auf das Startgewicht im Reaktor;
** Zeit bis Einstellung des Gleichgewichtes)

Batch i Fed-Batch
Zusammensetzung Zusammensetzung
der Lipidanteil der Lipidanteil
Reaktionsmischung | [mol/molismio,n] | Reaktionsmischung | [mol/molismi o]
[Mol.-%] [Mol.-%]
Substratverhaltnis Gly:LS = 2:1 Laurinsaurezulaufrate: 0,5 n“:—;
Biokatalysatorbeladung: 3 Gew.-% Biokatalysatorbeladung: 10 Gew.-%*
Zeit 180 min** (Umsatz 96 %) 184 min (Umsatz 98 %)
Gly 66,73 +0,44 65,03 0,47
LS 0,83 +0,01 0,0249 +0,0006 5,92 0,12 0,1694 +0,0011
ML 18,83 +0,18 0,5659 +0,0023 16,28 +0,13 0,4657 +0,0026
DL 12,00 0,26 0,3605 +0,0030 11,89 40,21 0,3400 +0,0014
TL 1,62 +0,02 0,0486 +0,0001 0,87 +0,02 0,0249 +0,0001
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Abbildung 4.30: Ausbeute an ML in Abhdngigkeit des Umsatzes von LS fiir ein Batch Experiment
(Kreise) und ein Fed-Batch Experiment (Dreicke).

Eine Auftragung der Ausbeute als Funktion des Umsatzes der Laurinsdure beider
Reaktionsfiihrungen (siehe Abbildung 4.30) zeigt einen dhnlichen Trend der Verlaufe.

Bei einem Vergleich des Phasenverhaltens beider Reaktionsfiihrungen (vgl. Abbildung 4.19 &
Abbildung 4.28) zeigt sich, dass unabhangig von der Reaktionsfiihrung das gleiche
Reaktionsgleichgewicht erreicht wird. Beide Experimente haben im Reaktionsgleichgewicht
die gleiche Phasenzusammensetzung. Beim Batch-Experiment |6st sich mit Zunahme von ML
vermehrt Glycerol in der Lipidphase bis zum Erreichen des Gleichgewichtes. Beim Fed-Batch-
Experiment ist die Zusammensetzung der Lipidphase Ulber die gesamte Reaktionszeit
konstant.

Weder die Reaktionsfiihrung als Fed-Batch, noch als Batch erhéht den molaren Produktanteil
an Glycerolmonolaurat. Beide Strategien ergeben im Reaktionsgleichgewicht einen gleichen
molaren Produktanteil von ca. 58-60 %. Die Veresterung von Glycerol mit Laurinsaure fihrt ab
einem Substratverhiltnis von 2:1 in dasselbe Reaktionsgleichgewicht. Uberschiissiges Glycerol
nimmt nicht mehr an der Reaktion teil, da die Reaktion durch das Phasenverhalten limitiert
ist. Der konstante Anteil an ML in der Produktmischung resultiert aus dem Phasenverhalten
der Reaktanden.

Die unpolare disperse Phase stellt in der Emulsion kleine Lipidtropfchen mit lokalen
Konzentrationsmaxima mit einem konstanten Komponentenverhaltnis von Gly:LS:ML:DL:TL
dar (siehe Abbildung 4.31). In einem Fed-Batch-Experiment entsprechen die Lipidtropfchen
kleinem lokalem Batch-Experiment. Aus der polaren kontinuierlichen Phase diffundiert
Glycerol entsprechend seinem Verteilungskoeffizienten in die Lipidtropfchen und gemaR des
Massenwirkungsgesetztes ergeben sich entsprechend der Verteilungskoeffizienten konstante
Anteile von ML im Reaktionsgleichgewicht.
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Abbildung 4.31: Phasenverhalten und Zusammensetzung der Phasen in Mol.-% bei der enzymatischen
Veresterung von Glycerol mit Laurinsdure (T=65°C) mit Glycerol in Uberschuss.
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4.5.2 Glycerolyse von Glyceroltrilaurat®

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Glycerolyse von Glyceroltrilaurat dargestellt. Das
Substrat Glyceroltrilaurat wurde im Laufe der experimentellen Arbeiten im 2 kg-Malstab
hergestellt (siehe folgendes Unterkapitel). Bei der Glycerolyse wurde der Einfluss des
Substratverhaltnisses auf die Reaktionsselektivitat beziiglich Glycerolmonolaurat untersucht.
Dabei wurden die Reaktionen als Batch Reaktion in einem Blasensdulenreaktor bei 65 °C
durchgefiihrt mit Novozym 345® als Biokatalysator. Die Probenanalyse wurde in der
unpolaren Lipidphase nach Phasentrennung durchgefiihrt.

Synthese von Glyceroltrilaurat im 2 kg MaRstab:

Die notwendige Menge am Substrat Glyceroltrilaurat wurde fiir die Reaktionsuntersuchung
im 2 kg MaRstab hergestellt. Dafiir wurde eine Veresterung von Glycerol und Laurinsaure mit
einem molaren Substratverhaltnis von 1:3 in einem 2 L-Blasensaulenreaktor durchgefiihrt
(siehe Abbildung 4.32 A-C). Abbildung 4.32 A zeigt den 2 L Blasensdulenreaktor im Abzug. Die
Reaktion wurde 6 Tage lang durchgefiihrt, wobei nach 96 h schon das Reaktionsgleichgewicht
erreicht wurde. In Abbildung 4.32 B ist der Umsatz der Laurinsaure dargestellt. Dieser wurde
mittels Sdurezahltitration ermittelt. Im Reaktionsgleichgewicht, also im Endprodukt, wird ein
Umsatz von ca. 96 % erreicht. In Abbildung 4.32 C ist der Reaktionsverlauf der einzelnen
Reaktionskomponenten dargestellt. Zum Ende der Reaktion nach 6 Tagen wurden 2 kg
Glyceroltrilaurat mit einer Reinheit von 84 Mol.-% (91 Gew.-%) hergestellt.

In Tabelle 4.6 ist die Produktzusammensetzung des eigenstiandig hergestellten
Glyceroltrilaurat dargestellt. Im Glyceroltrilaurat befinden sich am Ende der Reaktion noch
8,52 Mol.-% Laurinsaure, 7,35 Mol.-% Glyceroldilaurat und 0,11 Mol.-% Glycerolmonolaurat.
Die Synthese von Glyceroltrilaurat ergab keinen hundertprozentigen Umsatz und somit sind
im Startmaterial fir die folgenden Versuche Anteile an ML, DL und LS enthalten. Bei der
Untersuchung der folgenden Reaktionen miissen diese Startwerte bei der Auswertung
berlicksichtigt werden.

Tabelle 4.6: Zusammensetzung des eigenstdndig synthetisierten Glyceroltrilaurates (TL) und die
enthaltenen Nebenprodukte Glycerolmonolaurat (ML) und Glyceroldilaurat (DL) und das Edukt LS.

TL LS DL ML
Mol.-% 84,03 8,52 7,35 0,11
Gew.-% 91,34 2,90 5,71 0,05

¢ Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Masterarbeit von M.Sc. Elena ERer erzeugt:
Etablierung einer in situ Analytik fir die enzymatische Glycerolyse von Trilaurin mittels FT-IR-Spektroskopie,
Masterarbeit, TU-Hamburg-Harburg, 2015
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Abbildung 4.32: (A) Synthese von Glyceroltrilaurat im 2L Blasensdulenreaktor. (B) Zeitlicher Verlauf
des Laurinsdureumsatzes, (C) Reaktionsverlauf der Synthese von  Glyceroltrilaurat.
Reaktionsbedingungen: Substratverhaltnis Gly:LS = 1:3; 1 Gew.-% Novozym 435®;, T = 80 °C,
AnsatzgroRe: 2193 g, Luftbegasung mit 8,92 L/min., 2 L Blasensaulenreaktor.

Untersuchung der Glycerolyse — Einfluss des Substratverhaltnisses:

Die Durchfiihrung der Batch-Experimente erfolgte in einem Blasensdulenreaktor. Die
Substrate Glycerol und Glyceroltrilaurat (TL) wurden je nach Substratverhéltnis in den
vorgewarmten Reaktor gegeben. Nach dem Schmelzvorgang, die Equilibrierung der
Reaktionstemperatur und die Durchmischung der Substrate, wurde die Reaktion durch die
Zugabe des Biokatalysators Novozym 435® gestartet. Da zu Beginn der Reaktion im Substrat
TL noch Verunreinigungen an LS vorhanden waren, wurde auch die Glycerolyse mit trockener
Luft am Reaktorboden des Blasensdulenreaktors begast. Dieses ermoglichte eine
Durchmischung der Reaktionsmischung und den Austrag des Nebenproduktes Wasser,
welches bei der Nebenreaktion der weiteren Veresterung, bedingt durch die Verunreinigung
an LS, entsteht. Exemplarisch wird der Reaktionsverlaufe eines Experimentes gezeigt (siehe
Abbildung 4.33). Die Reaktionsverldufe bei allen Substratverhiltnissen mit Uberschuss an
Glycerol (ab Gly/TL von 2:1) dhneln sich. AusschlieRlich bei einem Substratverhaltnis von
Gly/TL von 1:1 weicht der Verlauf etwas ab und es werden geringfligig niedrigere Werte an
Umsatz TL, Anteil ML, Selektivitat und Ausbeute an ML erreicht (vgl. Tabelle 4.7).
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Abbildung 4.33: Reaktionsverlauf einer Glycerolyse mit Glycerol im Uberschuss. Es wurde jeweils nur
in der Lipidphase analysiert. Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis Gly:TL von 2:1,
GesamtansatzgroRe: 153 g, 3 Gew.-% Novozym 435® ,T = 65 °C; Luftbegasung mit 1,0 L/min,
Blasensdulenreaktor.

Zu Beginn der Reaktion setzt sich die unpolare Lipidphase neben TL zusatzlich aus
Verunreinigungen an LS, DL und geringen Mengen ML zusammen (vgl. Tabelle 4.6). Das TL
wird in den ersten 8 Stunden kontinuierlich mit Glycerol umgesetzt zu DL und ML (vgl.
Abbildung 4.9 und Gleichungen (21). Parallel wird die Verunreinigung LS ebenfalls zu den
Glyceriden umgesetzt. Nach ca. 2 h ist die LS komplett umgesetzt. Im Reaktionsgleichgewicht
nach 48 h wird TL zu ca. 92 % umgesetzt. Es wird im Gleichgewicht eine Selektivitdt an ML von
55 % und eine Ausbeute an ML von ca. 50 % erreicht. Der molare Produktanteil an ML betragt
ca. 55 % (vgl. Gleichungen (45)-(48).

umgesetzte Menge Substrat  nyp o — nyp;

Umsatz = X = = (45)
eingesetzte Menge Substrat N0
ebildete Menge Produkt NypLi — N
Ausbeute = Yy, = g g = ML MLO (46)
eingesetzte Menge Substrat Nty o
ebildete Menge Produkt NpLi — N Ausbeute
Selektivitit = Sy, = 8 g = MLL_MLO _ (47)
umgesetzte Menge Substrat  NtLoe — NTLj Umsatz
ebildete Menge Produkt n
Produktanteil = 8 5 ML (48)

gebildete Menge Produkt + Nebenprodukt - ny + Npp, + g

In Abbildung 4.34 ist der Effekt des Substratverhaltnisses auf die Selektivitdt und Ausbeute
beziglich Glycerolmonolaurat dargestellt. Wie schon angedeutet, besitzen alle
Substratverhaltnisse einen ahnlichen Trend bei den Verlaufen der Selektivitat und Ausbeute
an ML als Funktion des Umsatzes an TL. Ab einem Substratverhaltnis von GLY/TL von 2:1
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verlaufen alle Reaktionen in einen dhnlichen Gleichgewichtspunkt mit einem Umsatz an TL
von ca. 92 %, einer Selektivitdt an ML von ca. 55-57 % und einer Ausbeute an ML von ca.
50 %.
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Abbildung 4.34: Selektivitdt und Ausbeute von ML in Abhdngigkeit des Umsatzes von TL fir 6
unterschiedliche Substratverhaltnisse von Glycerol zu TL von 1:1 bis 6:1.

Tabelle 4.7: Einfluss des Substratverhaltnisses bei der enzymatischen Glycerolyse von Glycerol mit
Glycroltrilaurat im Batchreaktor. Die dargestellten Werte sind jeweils die Endwerte der Experimente
in der unpolaren Phase. Katalysator: Novozym 435°.

Zusammensetzung im Gleichgewicht in .
Substrat- X1Leew Anteil .
r der unpolaren Phase [Mol.-%] ' Selektivitdt | Ausbeute ML
veriltnis MLeew
Gly/TL 1%] %] ML[%] [%]
v Gly ML DL L °
11 13,61 40,65 35,94 9,80 88,70 47,06
' 10,05  $0,20 #0227 0,12 | 0,02 | +021 | 53,41£0,50 | 47,39£0,45
5:1 22,56 42,22 28,51 6,71 91,94 54,50
' 1,50 10,79 10,45 10,25 10,30 10,03 54,87 +1,21 50,44 +0,94
3:1 20,17 44,00 28,93 6,90 91,70 55,12
’ 10,34 10,44 10,12 10,02 +0,02 +0,32 57,67 0,56 52,88 0,50
4:1 20,24 41,62 30,75 7,39 91,44 52,38
’ +0,10 10,18 10,19 10,11 10,13 +0,16 54,54 0,32 50,56 0,53
5.1 20,83 43,66 28,73 6,78 91,52 55,15
' 10,17 10,35 10,33 10,15 10,08 10,33 57,57 0,19 49,87 0,22
6:1 23,53 40,57 29,11 6,79 91,72 53,05
’ +0,10 +0,08 10,04 10,02 10,01 +0,04 54,11 0,62 49,63 +0,57

In Tabelle 4.7 sind zusatzlich alle Zahlenwerte im Reaktionsgleichgewicht fiir die
unterschiedlichen Substratverhaltnisse dargestellt.
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4.5.3 Vergleichende Diskussion Veresterung und Glycerolyse

Fir einen Vergleich der beiden Reaktionen Veresterung und Glycerolyse werden die
Stoffmengenzusammensetzungen in der Lipidphase im Reaktionsgleichgewicht fiir dieselben
Gly:LS-Verhaltnisse verglichen (siehe Abbildung 4.35 A). Dabei wurde die Batch, sowie die Fed-
Batch Veresterung mit einem Gly:LS-Verhaltnis von 2:1 mit der Batch- Glycerolyse mit einem
Gly/TL-Verhaltnis von 6:1 verglichen, was bei der Betrachtung des Laurinsdauremolekiils einen
Gly/LS-Verhaltnis von 2:1 entspricht. Die zwei Veresterungen (Batch und Fed-Batch) und die
Glycerolyse  zeigen identische Zusammensetzungen in der Lipidphase im
Reaktionsgleichgewicht.

In Abbildung 4.35 B sind die Verlaufe der jeweiligen Ausbeuten an ML als Funktion des
Umsatzes des jeweiligen Substrates aufgetragen. Bei der Veresterung stellt Laurinsaure das
Substrat und bei der Glycerolyse stellt Glyceroltrilaurat das Substrat da. Die Trendverldaufe bei
allen Reaktion gleich, da diese alle in ein dhnliches Reaktionsgleichgewicht verlaufen. Bei der
Glycerolyse ist der Verlauf der Ausbeute an ML als Funktion des Umsatzes bei hohen Umsatz
des Substrates zu héheren ML Ausbeuten versetzt im Vergleich zu den Veresterungen. Das
heil3t bei gleichen Substratumsatzen wird eine hohere Ausbeute erzielt. Diese Aussage ist mit
Vorsicht zu betrachtet, da hier zwei Umsatze unterschiedlicher Substrate miteinander
verglichen werden.
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Abbildung 4.35: Vergleichende Darstellung der Produktzusammensetzung in der unpolaren Phase (A)
und der Ausbeute an ML als Funktion des Umsatzes des jeweiligen Substrates (B).
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5 Optimierung der Reaktionen beziiglich Glycerolmonolauratf

Monoacylglyceride (MAG) sind wichtige funktionale Inhaltsstoffe mit einem breiten
Anwendungsfeld in der Kosmetik- und Lebensmittelindustrie. Glycerolmonolaurat (ML) ist ein
ionisches MAG mit emulgierenden Eigenschaften und findet als Verdickungsmittel Einsatz in
kosmetischen, pharmazeutischen und Lebensmittelprodukten. Eine Synthese von hochreinen
ML ist kommerziell nicht realisierbar aufgrund der niedrigen Reaktionsselektivitat bezliglich
MAG und der geringen Mischbarkeit der Substrate Glycerol (GLY) und Laurinsdure (LS) /
Glyceroltrilaurat (TL). Ein Ansatzpunkt ist der Einsatz von Loslichkeitsvermittlern um die
Loslichkeit von Glycerol in der unpolaren Glycerid-Phase zu erhéhen (siehe Abbildung 5.1). Als
Loslichkeitsvermittler wurden das amphotere Tensid Cocoamidopropyl Betain (CAPB) und das
organische Losungsmittel tert-Butanol eingesetzt. CAPB ist ein Zwitterion, dessen molekulare
Struktur ein quaterndares Ammonium-Kation und ein Carboxylat-Anion besitzt (siehe
Abbildung 5.1) Es ist ein weit verbreitetes Tensid in Kosmetikprodukten, speziell als mildes
Tensid in Shampoos. Verglichen mit tert-Butanol hat der Einsatz von CAPB in der
biokatalytischen Synthese von kosmetischen Inhaltsstoffen einige Vorteile. Erstens kann es
nach der Synthese in der Produktmischung aufgrund seiner Anwendung als Tensid in
kosmetischen Produkten verbleiben. Der kostspielige Aufreinigungsschritt von tert-Butanol
entfallt. Zweitens sind geringer apparative und sicherheitsbedingte Limitierungen wahrend
des Prozesses zu etablieren. Im Gegensatz zum fllichtigen tert-Butanol kann das nicht fliichtige
CAPB auch in der Veresterung bei gleichzeitiger Entfernung des Reaktionswassers eingesetzt

werden.
CocoAmidoPropyl Betain tert-Butanol
o HsC
/\/\/\/\/\/I‘\N/\/\w o ch%OH
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung zur Erhéhung der Loslichkeit von Glycerol in der unpolaren
Phase durch Einsatz von Additiven (CABP und tert-Butanol). Die Loslichkeit von Glycerol in der
unpolaren Glycerid-Phase ist die limitierende GréRe des Reaktionssystems.

Der Focus in diesem Kapitel ist der Einfluss dieser Loslichkeitsvermittler auf die Bildungsrate
von Glycerolmonolaurat anstatt Glyceroldilaurat um die Selektivitat bezliglich ML zu erh6hen.

fTeile der Ergebnisse wurden veréffentlicht: Baum, Séren, Eric Ritter, Irina Smirnova, Martin Schilling, Andreas
Liese "The role of phase behavior in the enzyme catalyzed synthesis of glycerol monolaurate." RSC Advances
6.38 (2016): 32422-32429.
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Kenntnisse (iber das Phasenverhaltens dieses mehrphasigen Systems sind essentiell, um den
Effekt der Additive auf das Phasenverhalten, sowie auf die Reaktionsselektivitat systematisch
zu untersuchen. Daher wurden fiir die mehrphasigen System Gly/ML/DL, Gly/ML/TL und
Gly/DL/TL experimentelle Dreiecksdiagramme erstellt, die einen Vergleich von CAPB zu den
Additiv-freien Systemen zeigen (siehe Abbildung 5.2). Es wurden jeweils 4 Konoden der
Flussig-Flussig-Gleichgewichte vermessen. Daflir wurden definierte Mischungen von Glycerol
und deren Partialglyceriden ML, DL und TL angesetzt und die Analyten beider Phasen, der
polaren Glycerol-Phase und der unpolaren Glycerid-Phase, mit einem Gaschromatograph
vermessen. Fir einen Vergleich wurden die Mischungen jeweils ohne Additivzugabe
(Quadrate in Abbildung 5.2) und mit Zugabe von 5 Gew.-% CAPB analysiert (Kreise in
Abbildung 5.2).

0 wt.% CAPB 0 wt.% CAPB
ML e 5wt.% CAPB ML e 5wt.% CAPB

/ 7 7 7 7 — 0,0
pLO0O 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10GgGly
xely[mollmol] xsly[moI/mol]
0 wt.% CAPB
DL e 5wt.% CAPB
C
0,9
1,0
7/ 7 7 7 7 7 7 7 OvO
TL 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10¢Gly

xsly[mollmol]

Abbildung 5.2: Experimentelle Dreiecksdiagramme bei 65 °C von Glycerol und allen Partialglyceriden
des Reaktionssystems (Glycerolmonolaurat: ML; Glyceroldilaurat: DL; Glyceroltrilaurat: TL), die den
Einfluss von 5 Gew.-.% CAPB auf das Phasenverhalten zeigen (rote Kreise). Konoden sind als schwarze
gepunkete Linien dargestellt. Die griinen / roten gepunkteten Linien stellen visuelle Hilfslinien da. [A]
Dreiecksdiagramm von Gly/ML/DL; [B] Dreiecksdiagramm von Gly/DL/TL; [C] Dreiecksdiagramm von
Gly/DL/TL..
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Aus Abbildung 5.2 ersichtlich ist die Ausbildung von zwei Phasen, einer polaren Glycerol-Phase
und einer unpolaren Glycerid-Phase bestehend aus allen Partialglyceriden ML, DL, TL und
geldstem Glycerol. AuRerdem bilden Mehrphasensysteme, die Glycerolmonolaurat enthalten,
kleinere Mischungsliicke aus als Mischungen ohne ML (vergleiche Abbildung 5.2A/B mit C).
Der Grund dafir ist das Glycerolmonolaurat an sich. Es ist polarer als DL und TL und besitzt
eine hohere Oberflaichenaktivitat aufgrund seiner molekularen Struktur mit zwei
Hydroxylfunktionen. ML besitzt eine héhere Wasserstoffbriickenbindungskapazitat verglichen
mit DL und TL. In der unpolaren Glycerid-Phase wachst die Wasserstoffbriicken-
bindungskapazitat bei der Anwesenheit von ML und fiihrt zu einem Anstieg der Loslichkeit von
Glycerol in der Glycerid-Phase. Der Einfluss von CAPB auf das Phasenverhalten ist deutlich
ersichtlich in Abbildung 5.2A und B. Die Mischungsliicke verkleinert sich und die Loslichkeit
von Glycerol in der unpolaren Glycerid-Phase erhoht sich. CAPB zeigt hingegen keinen Einfluss
auf das Phasenverhalten, sobald Glycerolmonolaurat nicht in der Mischung vorhanden ist
(siehe Abbildung 5.2C).

Zusatzlich wurde fir das System Gly/ML/DL der Einfluss von tert-Butanol und CAPB
experimentell untersucht (siehe Abbildung 5.3A) und eine a priori Vorhersage mit COSMO-RS
modelliert (siehe Abbildung 5.3B). Die Zugabe von 5 Gew.-% tert-Butanol erhéht ebenfalls die
Loslichkeit von Glycerol in der unpolaren Glycerid-Phase. Dennoch zeigt CAPB einen
geringfligig starkeren Einfluss auf das Loslichkeitsverhalten von Glycerol in der unpolaren
Phase. Der Einfluss von tert-Butanol auf das Phasenverhalten der terndren Mischung
Gly/ML/DL wurde ebenfalls mit COSMO-RS modelliert. Abbildung 5.3B zeigt das Flissig-
Flussig-Gleichgewicht von Gly/ML/DL mit und ohne 5 Gew.-% tert-Butanol (Anzahl an
Konformeren: 10 fir Gly, ML und DL und 1 fiir tert-Butanol).

0 wt.% tertButanol/CAPB 0 wt.% tertButanol
ML ® 5wt.% tertButanol B ML ® 5 wt.% tertButanol (exp.)
A 00, 10 --A--5Wwt.% CAPB 00,19 A 5wt.% tertButanol (cosmo)

3 00 5 3 00
pL 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10gaGly pL00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10gly
xely[mollmol] xG‘y[moI/moI]

Abbildung 5.3: Dreiecksdiagramme von Glycerol, Glycerol Monolaurat (ML) und Glycerol Dilaurat (DL).
[A] Einfluss von 5 Gew.-% Additiv (rote Kreise: tert-Butanol; blaue Dreicke: CAPB) auf das
Phasenverhalten im Vergleich zum Additiv-freien System (griine Quadrate); [B] Einfluss von 5 Gew.-%
tert-Butanol (grine Quadrate: additiv-frei, rote Kreise: Experiment, blaue Dreiecke: mit Cosmo RS
modellierte Daten) auf das Phasenverhalten.

Die Ergebnisse zeigen qualitativ den gleichen Trend wie die experimentellen Daten in Bezug
auf die Glycerid-reiche Phase. In der polaren Phase wird die Loslichkeit von ML durch das
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Modell Uberbestimmt. Aus der Literatur bekannt ist, dass die Anzahl der gewahlten
Konformere einen grofRen Einfluss auf die Glite der Vorhersage des COSMO-RS Modells haben,
speziell gilt dies fir groffe Molekille wie ML, DL und CAPB [Buggert et al. 2009].
Eine a priori Vorhersage flr den Einfluss von CAPB war mit COSMO-RS daher nicht moglich.
Die guten Ergebnisse flir das Flussig-Flussig-Gleichgewicht von Gly/ML/DL und der richtige
Trend der Vorhersage fir den Einfluss von tert-Butanol auf das Phasenverhalten zeigen, dass
COSMO-RS in der Lage ist Flissig-Fliissig-Gleichgewichte fiir komplexe Mischungen mit groRRen
Molekiilen wie ML und DL vorherzusagen. Zusammen mit den genannten Vorteilen wurde
CAPB als das bevorzugte Additiv in der biokatalytische Synthese gegenliber von tert-Butanol
verwendet. Beide Additive konnen die Mischungsliicke in Richtung Glycerol verschieben. Als
Konsequenz 16st sich mehr Glycerol in der unpolaren Glycerid-Phase. Somit steht mehr
Glycerol fir die biokatalytische Reaktion in der unpolaren Phase zur Verfiigung.

Beiden Additive CAPB und tert-Butanol wurden in der biokatalytischen Glycerolyse, sowie
CAPB in der Veresterung getestet und mit einer [6sungsmittelfreien Reaktion verglichen (siehe
Abbildung 5.4 und Tabelle 5.1). Dafiir wurden alle Reaktionen bis zum Reaktionsgleichgewicht,
welches nach 96 h erreicht ist, durchgefiihrt und Proben aus der Mischung entnommen.
Abbildung 5.4 zeigt die Zusammensetzung in Gewichtsanteile (g/gtotal) im Gesamtsystem der
jeweiligen Reaktionssequenz.

& wGly wML % wDL wTL

Veresterung (Losungsmittelfrei) [ 0,290 s

Veresterung (CAPB) i 0321 e,
Glycerolysis (CAPB) [Elsssinsssss 0322 Wi
Glycerolysis (tert Butanol) [SESERERNENNNN 10,319 i

Glycerolysis (Losungsmittelfrei) i 0242 G,

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Gewichtsanteil [8/8otal

Abbildung 5.4: Vergleich der Reaktionssysteme im Reaktionsgleichgewicht im Gesamtsystem.
Reaktionsbedingungen: Glycerolyse Reaktion: 65°C, 800 rpm im 50 mL (I6sungsmittelfrei und tert-
Butanol) oder 100 mL (CAPB) Rihrkesselreaktor, molares Substratverhaltnis
(Glycerol/Glyceroltrilaurat) von 5 und 5 Gew.-% Novozym 435 ®, Zugabe von 5 Gew.-% CAPB oder tert-
Butanol. Veresterungsreaktion: molares Substratverhéltnis (Glycerol/Laurinsdure) von 2 und 10 Gew.-
% Novozym 435® mit Zugabe von 5 Gew.-% CAPB, T = 65 °C, Luftbegasung mit 1 L/min Luft,
Blasensdulenreaktor.

In der Veresterung mit Zusatz von 5 Gew.-% CAPB steigt der Anteil an Glycerolmonolaurat von
29,0 Gew.-% auf 32,1 Gew.-% im Gesamtsystem. Dadurch wird eine Steigerung der Selektivitat
bezliglich ML von 9 % von 0,580 auf 0,633 erreicht (siehe Tabelle 5.1).
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Tabelle 5.1: Ergebnissiibersicht im Gesamtreaktionssystem im Reaktionsgleichgewicht.

Waly WML WpL WTL SmL
Gesamtsystem
y [8/8rotal [8/8rotal [8/grotal] [8/8total []
Glycerolyse | 0.398:0.004 | 0.244+0.002 | 0.280+0.002 | 0.078+0.004 | 0.548
(Losungsmittelfrei)
Glycerolyse (tert- 1 1 37040.003 | 0.319:0.002 | 0.261+0.002 | 0.050+0.002 | 0.642
Butanol)
Glycerolyse (CAPB) | 0.362+0.015 | 0.322+0.008 | 0.257+0.006 | 0.059+0.001 | 0.642
zgﬁ‘;t)er””g 0.348+0.002 | 0.321+0.003 | 0.258+0.002 | 0.072+0.001 | 0.633
Veresterung | 4 34510.010 | 0.290£0.009 | 0.307:0.008 | 0.058+0.001 | 0.580
(Losungsmittelfrei)

Tabelle 5.2 zeigt die berechneten Gleichgewichtskonstanten fiir die Veresterung in Gegenwart
von CAPB verglichen mit einer l6sungsmittelfreien Veresterung (siehe Kapitel 4:
Reaktionsgleichungen 9-12 und Gleichungen der Gleichgewichtskonstante fiir die Veresterung
von Glycerol mit Laurinsdure 16-19). Beim Vergleich der Gleichgewichtskonstanten wird
deutlich, dass die Zugabe von CAPB das Gleichgewicht der Veresterung in Richtung

Glycerolmonolaurat verschiebt.

Tabelle 5.2: Gleichgewichtskonstanten fiir die Veresterungsreaktion.

K 4,Veresterung

0.030

K 3,Veresterung

0.201

KZ, Veresterung
0.483

K 1,Veresterung

0.309

CAPB

0.282 0.637 0.135 0.024

Losungsmittelfrei

Aus den Ergebnissen von Tabelle 5.2 kdnnen folgende Schlussfolgerungen abgeleitet werden:

® K1, caps, veresterung > K1, Losungsmittelfrei, veresterung
Im ersten Reaktionsschritt der Veresterung (siehe Reaktionsgleichungen 9) ist die
Bildungsrate von ML mit Zugabe von 5 Gew.-% CAPB geringfligig hoher als bei der
[6sungsmittelfreien Reaktion.

® K> capB, veresterung < K>, Lssungsmittelfrei, Veresterung
Im zweiten Reaktionsschritt der Veresterung (siehe Reaktionsgleichungen 10) ist die
Umsetzung von ML zu DL mit Zugabe von 5 Gew.-% CAPB geringer als bei der
I6sungsmittelfreien Reaktion.
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K3, caps, veresterung > K3, Losungsmittelfrei, Veresterung

Im dritten Reaktionsschritt der Veresterung (siehe Reaktionsgleichungen 11) ist die
Umsetzung von DL zu TL mit Zugabe von 5 Gew.-% CAPB geringfligig hoher als bei der
|6sungsmittelfreien Reaktion.

Bei der biokatalytischen Glycerolyse wurden zwei Additive (tert-Butanol und CAPB) beziiglich

einer Steigerung zu Glycerolmonolaurat mit einer I6sungsmittelfreien Gylcerolyse verglichen.
Die Zugabe beider Additive zeigt den gleichen Effekt auf die Reaktion (siehe Abbildung 5.4 und
Tabelle 5.1). Der Anteil an ML im Gesamtsystem steigt verglichen mit der I6sungsmittelfreien

Glycerolyse. Dadurch wird eine Steigerung der Selektivitat beziiglich ML um 17 % von 0,548

auf 0,642 erreicht. Auch bei dieser Reaktionssequenz ist die Verschiebung der Gleichgewichtes
auf die Seite von ML durch die Zugabe beider Additive ersichtlich (siehe Tabelle 5.3). Zusatzlich

ist der

Umsatz von Glycerol verglichen zur l6sungsmittelfreien Reaktion gestiegen, da im

Reaktionsgleichgewicht weniger Glycerol im Gesamtsystem vorliegt (siehe Tabelle 5.1).

Tabelle 5.3: Gleichgewichtskonstanten fiir die Glycerolyse-Reaktion.

K 1,Glycerolyse

K. 2,Glycerolyse

K 3,Glycerolyse

CAPB 1.806 0.623 1.125
tert-Butanol 2.108 0.590 1.243
1.040 0.299 0.311

Losungsmittelfrei

Aus den Ergebnissen von Tabelle 5.3 konnen folgende Schlussfolgerungen abgeleitet
werden:

K1, tert-Butanol, Glycerolyse > K1, capB, Glycerolyse > K1, Lésungsmittelfrei, Glycerolyse

Im ersten Reaktionsschritt der Glycerolyse (siehe Reaktionsgleichungen 20) ist die
Bildungsrate von ML und DL mit Zugabe von 5 Gew.-% tert-Butanol oder CAPB héher
als bei der 16sungsmittelfreien Reaktion.

K2, caps, Glycerolyse > KO, tert-Butanol, Glycerolyse > K2, Lésungsmittelfrei, Glycerolyse

Im zweiten Reaktionsschritt der Glycerolyse (siehe Reaktionsgleichungen 21) sind die
Umsetzung von DL zu ML mit Zugabe 5 Gew.-% tert-Butanol oder CAPB hoher als bei
der losungsmittelfreien Reaktion. Die Umsetzung ist geringfligig hoher bei CAPB
Zugabe verglichen mit tert-Butanol.

K3, tert-Butanol, Glycerolyse > K3, caps, Glycerolyse > K3, Lésungsmittelfrei, Glycerolyse

Bei der Gesamtbetrachtung des gesamten Systems (siehe Reaktionsgleichungen 22)
ist die Umsetzung von Gly und TL zu ML mit Zugabe von 5 Gew.-% tert-Butanol oder
CAPB hoher als bei der I6sungsmittelfreien Reaktion.
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Das amphotere Tensid Cocoamidopropyl Betain (CAPB) zeigt in beiden Reaktions-
mechanismen als Additiv groBes Potential zur Erhdéhung der Selektivitdit von
Glycerolmonolaurat und kann anstatt dem organischen Losungsmittel tert-Butanol eingesetzt
werden. Es wird ebenfalls die Loslichkeit von Glycerol in der Glycerid-Phase erhoht (siehe
Abbildung 5.4). In der Abbildung 5.5 sind die Ergebnisse im Reaktionsgleichgewicht nach 96 h
in Gewichtsanteilen g/giixia angegeben.

= wGly wML # wDL wTL
Veresterung (L6sungsmittelfrei) G
Veresterung (CAPB) HEiuass )
Glycerolysis (CAPB) s )
Glycerolysis (tert Butanol) s i
Glycerolysis (Losungsmittelfrei) [ G
0,‘0 0,‘2 0,‘4 0,‘6 0,‘8 1,0

Gewichtsanteil [g/g;,q]

Abbildung 5.5: Vergleich der Reaktionssysteme im Reaktionsgleichgewicht in der Lipidphase.
Reaktionsbedingungen: Glycerolyse Reaktion: 65°C, 800 rpm im 50 mL (I6sungsmittelfrei und tert-
Butanol) oder 100 mL (CAPB) Rihrkesselreaktor, molares Substratverhiltnis (Glycerol/Glycerol
Trilaurat) von 5 und 5 Gew.-% Novozym 435 ®, Zugabe von 5 Gew.-% CAPB oder tert-Butanol.
Veresterungsreaktion: molares Substratverhéltnis (Glycerol/Laurinsdure) von 2 und 10 Gew.-%
Novozym 435® mit Zugabe von 5 Gew.-% CAPB, 65 °C, Luftbegasung mit 1 L/min, Blasensaulenreaktor.

Dariber hinaus wurde der Einfluss von CAPB auf das Phasenverhalten einer Produktmischung
nach einer I6sungsmittelfreien Synthese untersucht. Hierbei stand im Focus, ab welcher
Zugabe an CAPB eine Produktmischung einphasig wird. Die Handhabung einphasiger
Produktmischungen sind deutlich einfacher im Prozess als Mehrphasen-Mischungen bezlglich
Stromungsprofile, Sedimentationen und Ablagerungen. Dafiir wurde ein Experiment bei 65 °C
mit schrittweiser Zugabe von 5 Gew.-% CAPB zu der Produktmischung durchgefiihrt (siehe
Abbildung 5.6). Als Referenz- und Ausgangsmischung wurde die Produktmischung der
l6sungsmittelfreien Glycerolyse nach Abfiltrieren der Enzympartikel verwendet (siehe
Abbildung 5.4 und Abbildung 5.5 untersteter Balken im Diagramm und Tabelle 5.1 oberste
Zeile). Nach Zugabe von CAPB wurde die Produktmischung eine Stunde durchmischt. Nach
einer Stunde Absetzzeit wurden aus beiden Phasen Proben per Gaschromatograph
vermessen. Dabei zeigte die untere polare Glycerol-Phase keine Verunreinigungen durch
Glyceride. Die Ergebnisse der Produktmischung in der Abbildung 5.6 sind in
Stoffmengenanteile Mol.-% in der Glycerid-Phase dargestellt. Mit Zugabe von CAPB verschiebt
sich die Phasengrenze nach unten. Die polare Glycerol-Phase wird kleiner und die unpolare
Glycerid-Phase wachst durch das Lésen von Glycerol in dieser Phase. Die Produktmischung der
|6sungsmittelfreien Glycerolyse wird ab einer Zugabe von 15 Gew.-% CAPB einphasig (siehe
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Abbildung 5.6 ganz rechts). Die Zusammensetzung dieser einphasigen Produktmischung
entspricht der Gesamtzusammensetzung der zweiphasigen Referenz- / Ausgangsmischung
(vergleiche Tabelle 5.1 oberste Zeile). In der einphasigen Produktmischung ist das gesamte
Glycerol gel6st.

wGly #ML ZDL I TL

100% - mj %”
30% -
80% - %
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% -

Stoffmengenanteil [mol.%]

Einphasige Produktmischung

0 5 10 15
CAPB-Anteil [wt.%]

Abbildung 5.6: Einfluss von CAPB auf das Phasenverhalten einer Produktmischung im thermo-
dynamischen Gleichgewicht. Versuchsbedingungen: 65 °C, Schrittweise Zugabe von 5 Gew.-% CAPB
(ca. 0,5 g CAPB), 1 h Durchmischung und 1 h Absetzzeit zur Phasentrennung. Datenpunkt 0 Gew.-%
CAPB entspricht einer Produktmischung im Reaktionsgleichgewicht einer |6sungsmittelfreien
Synthese. Die Y-Achse zeigt die Stoffmengenanteile in der Lipidphase.

Es stellt sich nun die Frage, wo genau das thermodynamische Reaktionsgleichgewicht der
enzymatischen Glycerolyse liegt. Dafiir soll untersucht werden, wohin das Reaktions-
gleichgewicht unter Verwendung von NVZ 435 |3uft, sobald das Losungsmittel tert-Butanol
abgezogen wird. Als Ausgangsreaktionsmischung diente eine einphasige Glycerolyse-Reaktion
mit tert-Butanol als organisches Losungsmittel. Fir die einphasige Reaktion wurden
200 Vol.-% tert-Butanol verwendet (die Ergebnisse sind hier nicht dargestellt). Daraus wurde
die theoretische Zusammensetzung der Reaktionsmischung nach komplettem Abzug von tert-
Butanol berechnet (dieses ist in der Abbildung 5.7 die Startzusammensetzung beim
Zeitpunkt O Stunden). Deutlich aus der Abbildung 5.7 zu erkennen ist, dass Glycerol,
Glyceroldilaurat und  Glyceroltrilaurat gebildet werden, im Gegensatz dazu
Glycerolmonolaurat verbraucht wird. Am Ende der Reaktion stellt sich das gleiche
thermodynamische Reaktionsgleichgewicht wie bei der I16sungsmittelfreien Glycerolyse ein
(vergleiche Tabelle 5.1 oberste Zeile). Das thermodynmische Gleichgewicht einer Reaktion ist
fest definiert. Es wiirde dann jeweils nur sehr viel langer dauern ohne Katalysator.



Optimierung der Reaktionen beziglich
Glycerolmonolaurat | 81

80,0%

70,0% -

’ *® oo ¢+ lealy
60,0% | ¢
50,0% ML
40,0%
30,0% - X DL

20,0% -

Stoffmengenanteil [mol.%]

10,0% - <><><><

0,0% 7 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Zeit [h]

Abbildung 5.7: Ermittlung des Reaktionsgleichgewichts unter Vernachldssigung von tert-Butanol.
Reaktionsbedingungen: 51,5 Mol.-% Gly, 40,8 Mol.-% ML, 7,35 Mol.-% DL, 0,35 Mol.-% TL
(Komponenten wurden abgewogen), T = 65 °C; 500 rpm, 1 g Novozym 435®, Riihrkesselreaktor.
Zeitpunkt 0 h entspricht einer Produktzusammensetzung einer einphasigen Synthese mit tert-Butanol
als Losungsmittel unter Vernachldssigung des tert-Butanols.

Zusammenfassung Kapitel 5:

e Die Mischungsliicke wird durch den Einsatz der Additive tert-Butanol und
Cocoamidopropyl Betain (CAPB) kleiner. Die Loslichkeit des polaren Glycerols erhdht
sich in der unpolaren Glycerid-Phase.

e Durch die Steigerung der Loslichkeit in der unpolaren Reaktionsphase, steht mehr
Glycerol der biokatalytischen Reaktion in der unpolaren Phase zur Verfligung.

e Beide Additive verschieben das Reaktionsgleichgewicht auf die Seite von
Glycerolmonolaurat.

e Das amphotere Tensid Cocoamidopropyl Betain (CAPB) zeigt in beiden Reaktions-
mechanismen als Additiv groRes Potential und kann anstatt dem organischen
Losungsmittel tert-Butanol eingesetzt werden.

e Durch den Einsatz von CAPB wird eine Steigerung der Selektivitat bezlglich
Glycerolmonolaurat von 9 % auf 0,633 in der Veresterung und 17 % auf 0,642 in der
Glycerolyse erreicht.

e Die Produktmischung der 16sungsmittelfreien Glycerolyse wird ab einer Zugabe von
15 Gew.-% CAPB einphasig.

e Das thermodynamische Gleichgewicht der Gylcerolyse ist klar definiert.
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6 Online-Analyse der Reaktionssysteme mittels FTIR-Spektroskopie

In den vorangegangenen beiden Kapiteln wurden bereits die wesentlichen
Reaktionsparameter (wie. z.B. Selektivitaten, Ausbeuten und Umsétze) fiir die Partialglycerid-
Synthesen umfassend dargestellt. Zusatzlich wurde in Kapitel 5 die Optimierung der MAG-
Synthese mittels des Amphotensids CAPB dargestellt. Der Fokus in diesem Kapitel ist die
Online-Analyse, der zuvor offline analysierten Reaktionssysteme mit Glycerol als polarem
Reaktionsteilnehmer (siehe Kapitel 4 & 5) mittels FTIR-Spektroskopie. Zur Messung wurde das
FTIR-Spektroskop Bruker Vertex 70 und Bruker Matrix MF (Bruker Corporation, Billerica, MA
USA) verwendet. Die Spektrometer wurden mit einer Diamant-ATR-Sonde IN350-T (Bruker
Corporation, Billerica, MA USA) betrieben. Diese Online-Messtechnik ermoglicht eine
Prozesssteuerung wahrend der Reaktion, beispielsweise kann so die Reaktion an einem
charakteristischen Punkt gestoppt werden, an dem die Ausbeute an MAG bei einem
bestimmten Umsatz an Laurinsdure den hdchsten Wert erreicht. Dies ist nur ein Beispiel wie
die FTIR-Spektroskopie als Tool der Prozesssteuerung fiir diese Reaktionssysteme eingesetzt
werden kann. Zunachst miissen diese Reaktionssysteme, neben der Offline-Analytik, ebenfalls
mittels FTIR-Spektroskopie analysiert und ausgewertet werden. Denn die Grundlage fiir eine
Prozesssteuerung sind die chemometrischen Modelle (siehe Kapitel 1.8). In der vorliegenden
Arbeit wurden zwei unterschiedliche mathematische Modelle zur Auswertung der
spektroskopischen Daten herangezogen, das Softmodel, der Partial Least Squares-
Algorithmus (PLS) und das Hardmodel, der Indirect Hard Model-Algorithmus (IHM). Zur
Auswertung wurde ausschlieBlich die Software PEAXACT (S-PACT GmbH, 52064 Aachen,
Deutschland) verwendet. Diese beiden Auswertemodelle sollen im vorliegenden Kapitel
angewendet und schlussendlich beziglich ihrer Starken und Schwachen verglichen werden.

6.1 Einfihrung in die FTIR-Spektroskopie und Chemometrie fiir die
Reaktionssysteme

Fir die Etablierung von chemometrischen Modellen und die damit folgende quantitative
Auswertung von FTIR-Spektren sind das Verstandnis und die Interpretation des
Schwingungsverhaltens von Molekiilen, also den Reinstoffen dieser Reaktionssysteme,
notwendig. Die Molekiile dieser Reaktionssysteme besitzen charakteristische funktionelle
Gruppen, deren korrespondierende Absorptionsbanden bei unterschiedlichen Wellenzahlen
erscheinen. Die funktionellen Gruppen besitzen mehrere Freiheitsgrade im Raum und somit
die Moglichkeit in unterschiedlichen Mustern zu schwingen und an mehreren
Wellenzahlbereichen zu absorbieren. Die sogenannten lokalisierten Schwingungen, die
monokausal einer funktionellen charakteristischen Gruppe zugeordnet werden kdénnen, sind
daher von groBem Interesse fiir die Strukturaufklarung. In Abbildung 6.1 werden am Beispiel
der Methylengruppe grundlegende lokalisierte Schwingungsarten unterschieden.
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Abbildung 6.1: lokalisierte Schwingungsarten der Methylengruppe [Hesse et al. 2005].

Die Banden haufiger funktioneller Gruppen der Reinstoffe dieser Reaktionssysteme im
Wellenzahlenbereich 1800 - 800 cm™ sind in Tabelle 6.1 bis Tabelle 6.4 zusammengefasst und
in Abbildung 6.2 grafisch dargestellt.

Tabelle 6.1: Absorptionsbanden der Kohlenwasserstoffgruppen [Hesse et al. 2005].

Gruppe Bande [cm™] Bemerkungen
AN 1470-1430 (C-H)-Deformationsschwingungen
CH,
/
—CH3 1390-1370 symmetrische Deformationsschwingungen

Tabelle 6.2: Absorptionsbanden der Hydroxylgruppen [Hesse et al. 2005].

Gruppe

| Bande [cm?] ]| Bemerkungen

—O-H

I 1410-1260 I (O-H)-Deformationsschwingung

Tabelle 6.3: Absorptionsbanden der Carbonylgruppen [Hesse et al. 2005].

OR

Gruppe Bande [cm™] Bemerkungen

/O 1725-1700 Gesattigte Carbonsaduren (R-C=O0H)

2
R'C\

OH

@) 1750-1735 Geséttigte Ester (R1-COO-R;)

%

R'C\
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Tabelle 6.4: Absorptionsbanden der C-O Einfachbindungen [Hesse et al. 2005; Gremlich und Glinzler
2003].

Gruppe Bande [cm™] Bemerkungen

C—0O-C | 1330-1050 2 Banden; Antisymmetrische Deformations-
g schwingung, starker bei tieferer Wellenzahl
C—-OH 1075-1000 primare Alkohole

1120-1090 sekundare Alkohole

Fir ein besseres Verstindnis und fiir eine bessere Ubersicht sind in Abbildung 6.2 alle
Reinstoffmolekile und deren charakteristische funktionelle Gruppen im Wellenzahlenbereich
1800 — 800 cm™ dargestellt.
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Abbildung 6.2: Reinstoffspektren und deren charakteristische funktionelle Gruppen im
Wellenzahlenbereich 1800 — 800 cm™; Laurinsdure (griin), Glycerol (hellblau), Glycerolmonolaurat
(orange), Glyceroldilaurat (dunkelblau) und Glyceroltrilaurat (dunkelrot).

In Abbildung 6.2 sind deutlich die spektralen Unterschiede der Reinstoffmolekiile zu
erkennen, die sich hervorragend zur Erstellung der chemometrischen Modelle anbieten. Somit
wird eine eindeutige Differenzierung zwischen den Reinstoffen ermoglicht. Im
Wellenzahlenbereich 1750-1700 cm™ kann deutlich zwischen der Carbonsiure (hier die
Laurinsaure) und den Carbonsaureestern (hier Glycerolmono-, di- und trilaurat) unterschieden
werden. Zudem ldsst die Peakverschiebung eine Differenzierung zwischen den einzelnen
Glycerolestern zu. Ein weiterer wichtiger Wellenzahlenbereich fir die Erstellung der
chemometrischen Modelle liegt bei 1200-1000 cm™. Im ersten gekennzeichneten
gestrichelten Bereich von links bei 1200-1125 cm™ liegen die Absorptionsbanden der C-O
Einfachbindungen der Glycerolester. Zu erkennen ist hier ebenfalls eine Peakverschiebung zu
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kleineren Wellenzahlen bei Glyceroldi- und trilaurat. Im dritten gekennzeichneten
gestrichelten Bereich von links bei 1075-1000 cm™ liegt die Absorptionsbande der priméaren
Alkohole (C-OH). Hier besitzt nur das Glycerolmonolaurat von den Glycerolestern eine
Absorptionsbande und lasst sich eindeutig von Glyceroldi- und trilaurat differenzieren.

Nichtdestotrotz wird aber auch eine Herausforderung ersichtlich, die bei der FTIR-
Spektroskopie mittels ATR-Elementen in mehrphasigen Losungen auftreten kann. Denn am
ATR-Kristall liegt immer die kontinuierliche Phase des Mehrphasensystems an und
dispergierte Tropfchen kénnen sich am Kristall anlagern. Zusatzlich spielen die
Oberflacheneigenschaften des ATR-Kristalls (hier Diamant) eine Rolle, denn diese bestimmt,
welche Phase sich bevorzugt anlagert. In diesem Kapitel werden zwei enzymatische
Mehrphasenreaktionen untersucht: Die Veresterung von Laurinsaure und Glycerol, sowie die
Umesterung von Glycerol und Glyceroltrilaurat. Je nach Uberschuss einer Komponente stellen
entweder die Laurinsdure und die darin |6slichen Produkte die kontinuierliche Phase dar oder
das polare Glycerol. Der zweite Fall bietet die Herausforderung. Denn hier liegt Glycerol am
ATR-Kristall an und wie in Abbildung 6.2 zu erkennen ist, berlagert das Spektrum von Glycerol
einen grofRen Bereich im Fingerprint-Bereich und ebenso auch den Wellenzahlenbereich bei
1075-1000 cm™, in  dem Glycerolmonolaurat seine eindeutige charakteristische
Absorptionsbande aufweist.

6.2 Auswertung mittels Partial Least Squares-Algorithmus (PLS)

In diesem Kapitel wird der Partial Least Squares-Algorithmus (PLS) zur Auswertung der FTIR-
Spektren und zur Modellierung der chemometrischen Modelle verwendet. Wie in Kapitel 1.8.1
bereits erwahnt, ist der PLS- Algorithmus ein Softmodel, bei dem die Kenntnisse der inneren
Beschaffenheit des Systems nicht notwendig sind und bei der Modellbildung nicht
berlicksichtigt werden. Es ist somit ein sogenannter ,Black-Box“-Ansatz. Grundlegend fiir die
chemometrische Modellerstellung ist, dass neben Offline-Messungen (hier: GC-Daten)
ebenfalls spektrale Daten mittels FTIR-Spektroskopie gemessen werden und diese beiden
Datensdtze miteinander korreliert werden (siehe Kapitel 1.8.1 Abbildung 1.19).
In den nachsten vier Unterkapiteln werden folgende Reaktionssysteme betrachtet:

e Veresterung von Glycerol und Laurinsidure (Laurinsidure im Uberschuss).

e Veresterung von Glycerol und Laurinsiure (Glycerol im Uberschuss).

e Veresterung von Glycerol und Laurinsdure (Fed-Batch Reaktion mit
Laurinsaurezufuhr).

e Glycerolyse von Glyceroltrilaurat.

Die Reaktionssysteme sind bereits detailliert bezlglich Reaktionsmechanismen,
Phasenverhalten und charakteristischer Reaktionsparameter wie Umsatz, Ausbeute und
Selektivitat in Kapitel 4 beschrieben. In den folgenden Unterkapiteln liegt der Fokus auf
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chemometrischer Modellierung und der dadurch resultierenden Anwendbarkeit des Partial
Least Squares-Algorithmus (PLS) zur Online-Uberwachung der Reaktionssysteme.

6.2.1 Veresterung von Glycerol und Laurinsdure im Uberschuss8

Wie bereits detailliert in Kapitel 4 beschrieben, ist die Veresterung von Glycerol und
Laurinsdure ein Mehrphasensystem. Mit Laurinsdure im Uberschuss stellt diese mit den
gebildeten Glycerolestern die kontinuierliche Phase dar, in der mittels ATR-FTIR Spektroskopie
kontinuierlich in situ im Blasensaulenreaktor gemessen wird (siehe Abbildung 6.3 & Abbildung
6.4). Die spektralen Daten missen vor der Erstellung eines chemometrischen Modells auf
Plausibilitat untersucht werden und gegebenenfalls bearbeitet werden.

Plausibilitatstest und Datenvorbehandlung

Der globale Bereich der Spektren wurde zundchst auf den Wellenzahlenbereich von
1850-800 cm™ eingegrenzt, da hier die aussagekraftigen Informationen dieses
Reaktionssystems liegen. Zudem wurden die Spektren im Bereich 1580-1510 cm™* beschnitten,
um das Wasserdampfrauschen zu eliminieren. Eine Basislinienkorrektur mit der Methode
Straight-Line-Subtraction wurde auf alle Spektren angewendet. Diese Methode legt eine
gerade Linie in die Spektren und diese wird dann von den Spektren zur Korrektur der Basislinie
subtrahiert. Zusatzlich wurden die Spektren durch den Savitzky-Golay-Filter zur Minimierung
des Rauschens geglattet.
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Abbildung 6.3: Zeitliche Auflésung der FTIR-Spektren einer Veresterung von Laurinsdure und Glycerol.
Die dargestellten Spektren sind die bearbeiteten Daten. Reaktionsbedingungen: Molares
Substratverhaltnis Gly:LS von 1:3, GesamtansatzgroRe: 94 g, 2 Gew.-% Novozym 435®, T = 70 °C;
Luftbegasung mit 0,75 L/min, Blasensaulenreaktor.

& Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von B.Sc. Yasmin Goes erzeugt:
Multivariate Datenanalyse enzymatischer Veresterungen durch Indirect Hard Modeling, Bachelorarbeit, TU-
Hamburg-Harburg, 2013
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In beiden Abbildungen ist zu erkennen, dass zu Beginn der Reaktion die Absorptionsbande der
Laurinsdure (R-COOH) bei 1700 cm™ abnimmt und die Absorptionsbande der Glycerolester
(R1-COO-R;) bei 1735 cm™ zunimmt. Zusatzlich nehmen im Fingerprint-Bereich die
charakteristischen Absorptionsbanden der CO-Einfachbindungen zu. Bei einer genauen
Betrachtung der Abbildung 6.3 ist ebenfalls die charakteristische Absorptionsbande des
Glycerolmonolaurats bei 1075-1000 cm™ zu erkennen, wodurch die eindeutige
Differenzierung von Glyceroldi- und trilaurat méglich ist.
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Abbildung 6.4: 2D Darstellung der Veresterung von Glycerol und Laurinsdure. Farbskala kennzeichnet
den zeitlichen Verlauf. Die dargestellten Spektren sind die bearbeiteten Daten.
Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis Gly:LS von 1:3, GesamtansatzgrofRe: 94 g,
2 Gew.-% Novozym 435®, T = 70 °C; Luftbegasung mit 0,75 L/min, Blasens&ulenreaktor.

Kalibrierung des chemometrischen Modells

Nach dem Plausibilitatstest und der Datenvorbehandlung der FTIR-Spektren folgt die
Kalibrierung des chemometrischen Modells. Dazu werden ausgewahlte spektrale Daten mit
offline gemessenen Analysewerten (hier GC-Analyse) korreliert (Theorie siehe Kapitel 1.8.1).
Hier wurde Glycerol als polares Substrat in der chemometrischen Modellierung nicht
beriicksichtigt, da es bei Uberschuss an Laurinsdure nicht an der Oberfliche des ATR-Kristalls
detektiert wird. Aus den GC-Daten wurde der Glycerolanteil bestimmt und der
Stoffmengenanteil auf das System ohne Glycerol berechnet. In Tabelle 6.5 sind die
Modellparameter des chemometrischen Modells aufgelistet. Zur Kalibrierung des Modells
wurden 101 FTIR-Spektren und deren Offline-Daten verwendet. Der Datensatz beinhaltet
dabei Veresterungsreaktionen, die bei 60 °C und 80 °C und mit einem Glycerol/Laurinsaure-
Verhaltnis von 1:2 durchgefiihrt worden sind. Zur Kalibrierung wurde eine Testset-Validierung
durchgefiihrt, wobei der Datensatz der zu analysierenden Reaktion (Veresterung von Glycerol
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und Laurinsdure bei 70 °C mit einem Glycerol/Laurinsdaure-Verhaltnis von 3:1; siehe
Validierung des Modells, Abbildung 6.6) als Testset mit 18 Spektren gewahlt wurde. Das
chemometrische Modell kann mit einem Rang kleiner gleich 5 die Stoffmengenanteile aller
Komponenten mit einem Fehler kleiner gleich 5,3 Mol.-% aus dem unbekannten spektralen
Datensatz bestimmen. Dabei ist der Regressionskoeffizient R? der Kalibriergeraden aller
Komponenten (siehe Abbildung 6.5) groRer 85%. Zum Verstandnis des Rangs, welcher hier zur
Beschreibung des Modells verwendet wird, soll an dieser Stelle kurz darauf eingegangen
werden. Der Rang 5 bedeutet in diesem Fall, dass aus dem n-dimensionalen Raum der
Spektrenmatrix mit n Wellenzahlen und m Absorptionswerten ein transformierter
Rechenraum mit 5 Variablen (Hauptkomponenten) (Rang 5) gebildet wurde, in dem die
spektralen Informationen mit reduzierter Datenmenge dargestellt werden kénnen. Dabei
enthalt die erste Hauptkomponente die meisten Information des spektralen Datensatzes und
die flnfte nur noch sehr geringe Information. Werden beispielsweise zu viele
Hauptkomponenten zur Modellbildung verwendet, kann es zu einem sogenannten
,Overfitting” kommen und gegebenenfalls wird dann auch das Grundrauschen der Spektren
modelliert (siehe Kapitel 1 Abbildung 1.20). Das Modell transformiert die spektralen Daten in
den neuen Rechenraum und fiihrt dort die Rechenoptionen zur Bestimmung des
Referenzwertes durch (hier Stoffmengenanteil) und transformiert diese dann wieder zuriick
in die Ausgangsdimension. Auf die detaillierte mathematische Erklarung wird im Weiteren
nicht ndher eingegangen und auf die entsprechende Literatir verwiesen [Kessler 2007].

Tabelle 6.5: Modellparameter des chemometrischen Modells. Rang: Dimension des Rechenraumes;
R?: Regressionskoeffizient; RMSECV: Fehler der Modellvalidierung (engl.: Root mean square error of
cross-validation); RMSEP: Fehler der Modellvorhersage (engl.: Root mean square error of prediction).

Laurinsdure Glycerol- Glycerol- Glycerol-
. monolaurat dilaurat trilaurat

Eigenschaft

[molis/mol]  [molm/mol]  [molo/mol]  [molri/mol]
Rank 5 4 4 4
R? 0,9832 0,8522 0,9290 0,9864
RMSECV 0,0434 0,0287 0,0533 0,0351
RMSEP 0,0428 0,0243 0,0586 0,0381
Kalibrations- 101
datensatz
Validierungs-
datensatz 18

In Abbildung 6.5 sind die Kalibriergeraden aller Komponenten dargestellt in einem
Vorhersage/Wahrheits-Diagramm. Hier werden auf der Y-Achse die aus dem Modell
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bestimmten Werte gegen die Referenzwerte auf der X-Achse aufgetragen. Die ,,/dentity Line“
stellt dabei die ideale Kalibriergerade mit R? = 1 dar. Die ,,Recovery Function” stellt die reale
Kalibiergerade dar. Im unteren Teil jeder Einzelabbildung ist zusatzlich die Differenz auf der
Y-Achse gegen den Referenzwert auf der X-Achse aufgetragen, somit wird die Differenz des
Vorhersagewerts gegenliber dem Referenzwert klar. Die beiden Komponenten Laurinsdure
(A) und Glycerotrilaurat (D) werden in einem Stoffmengenbereich von 0-1 mol/mol kalibriert,
wohingegen Glycerolmonolaurat (B) im Bereich 0-0,25 mol/mol und Glyceroldilaurat im
Bereich von 0-0,75 mol/mol kalibriert werden. Der Grund hierfiir ist, dass diese beiden
Komponenten auch nur in diesen beiden gewdhlten Stoffmengenbereichen im realen
Reaktionssystem vorliegen. Der Partial Least Squares-Algorithmus (PLS) ist in diesem Fall
streng genommen nur in einem Temperaturbereich von 60-80 °C und in den unten gelisteten
Stoffmengenbereichen der einzelnen Komponenten giiltig. Werte auBerhalb dieser Bereiche
werden durch den Partial Least Squares-Algorithmus (PLS) nur mit einem sehr hohen Fehler
vorhersagt und sind strenggenommen auch nicht durch den PLS-Algorithmus zu bestimmen.
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Abbildung 6.5: Kalibriergeraden, A: Laurinsdure, B: Glycerolmonolaurat, C: Glyceroldilaurat,
D: Glyceroltrilaurat. Predicted: Vorhergesagter Wert des Modells, True: Referenzwert; Test samples:
Proben aus dem Testset; Training samples: Kalibrierproben; Recovery function: reale Kalibiergerade;
Identity line: ideale Kalibiergerade; Difference: Abweichung vom Vorhersagewert zum Referenzwert.

Validierung des chemometrischen Modells

Der letzte Schritt der Modellerstellung ist die externe Validierung des Modells auf einen
unbekannten spektralen Datensatz. In diesem Fall wurde das erstellte chemometrische
Modell extern auf einen FTIR-Datensatz einer Veresterung von Glycerol und Laurinsdure bei
70 °C mit einem Substratverhaltnis von 3:1 angewendet, der nicht Teil der chemometrischen
Modellierung war. Somit besteht die Moglichkeit einen kontinuierlichen Prozessverlauf der
Stoffmengenanteile der Reaktion aufzuzeichnen (siehe Abbildung 6.6). Alle Komponenten
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werden mit den oben genannten Fehlern sehr gut vom Modell wiedergegeben. Zu Beginn der
Reaktion werden durch das Modell negative Stoffmengenanteile bestimmt. Diese
Abweichungen sind ebenfalls in Abbildung 6.5 B, C und D sichtbar und kénnen durch eine
leichte Abnahme der Reproduziebarkeit der FTIR-Signale fir ML, DL und TL bei niedrigen
Konzentrationsbereichen von ML, DL und TL begriindet sein. Dies konnte z. B. durch eine
leichte Verdanderung des Hintergrund-Signals begriindet sein, was durch verscheide
Geratefaktoren hervorgerufen werden kann. Auch in den Bereichen, wo keine Offline-Proben
entnommen worden sind (in der Zeit von 8 bis 22 h), ist nun die Prozessverfolgung durch die
Online-FTIR-Spektroskopie moglich.

T o LS ML > DL L
10 s LS_FTIR ML_FTIR DL_FTIR TL_FTIR

® 2
28 il

Stoffmengenanteil [mol/mol,. .

T T T T
12,0 18,0 24,0 30,0
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Abbildung 6.6: Zeitlicher Reaktionsverlauf der Stoffmengenanteile (Messpunkte) und zeitlicher Online-
Prozessverlauf mittels FTIR-Spektroskopie vermessen (kontinuierlicher Verlauf). LS: Laurinsaure; ML:
Glycerolmonolaurat; DL: Glyceroldilaurat; TL: Glyceroltrilaurat. Reaktionsbedingungen: Molares
Substratverhaltnis Gly:LS von 1:3, GesamtansatzgroRe: 94 g, 2 Gew.-% Novozym 435®, T = 70 °C,
Luftbegasung mit 0,75 L/min, Blasensdulenreaktor.

6.2.2 Veresterung von Glycerol im Uberschuss und Laurinsdure”

Die Veresterung von Laurinsdure und Glycerol als Uberschusskomponente stellt ebenfalls ein
Mehrphasenreaktionssystem dar, in der das polare Glycerol die kontinuierliche Phase bildet
(siehe Kapitel 4 Abbildung 4.8). Die Laurinsdaure und die gebildeten Glycerolester liegen
zundchst als Tropfchen dispergiert in der kontinuierlichen Glycerolphase vor. Die
Schwierigkeit bei diesem Reaktionssystem eine Online-Messtechnik mittels FTIR-

h Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Masterarbeit von M.Sc. Helge Berger erzeugt: FTIR
basierte Online-Prozesssteuerung einer Biotransformation in mehrphasigen Reaktionssystemen, Masterarbeit,
TU-Hamburg-Harburg, 2014
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Spektroskopie zu etablieren liegen auf der Hand. Die Phasenzusammensetzung hat ein
erhebliches Ausmall auf die Messgenauigkeit der FTIR-Spektroskopie. Je nach
Startkonzentration beider Substrate verandert sich das Phasenverhalten und hat daher auch
Auswirkungen auf das Messsignal des FTIR-Spektrometers. Je hdher der Glycerolanteil zu
Beginn der Reaktion ist, umso schwieriger bis unmoglich ist die spektroskopische Messung der
Bildung der Glycerolester zu detektieren. Daher wurden hier nur Reaktionen mit einem
Glycerol/Laurinsdaure-Verhaltnis von 2:1 und 1:1 betrachtet.

Plausibilitatstest und Datenvorbehandlung

Der globale Bereich der Spektren wurde zunachst auf den Wellenzahlenbereich von
1850-800 cm™? eingegrenzt, da hier die aussagekraftigen Informationen dieses
Reaktionssystems liegen. Zudem wurden die Spektren im Bereich 1580-1510 cm™ geschnitten,
um das ,Wasserdampfrauschen“ (es handelt sich um Rotations-Schwingungsbanden) zu
eliminieren. Um Hintergrund oder Signalverschiebungen, welche bei dieser Veresterung zu
nicht Uber den  gesamten auszuwertenen Spektralbereich  gleichmaRigen
Intensitatsanderungenen gefiihrt hat, auszugleichen wurde als Basislinienkorrektur hier die
Methode ,,Rubber Band Subtraction” angewendet. Diese Methode fittet an die Enden des
Spektrums und an die Minima aller Absorptionspeaks eine ,Gummiband“-ahnliche Funktion,
die vom Ursprungsspektrum subtrahiert wird, um die Basislinie zu korrigieren. Zusatzlich

wurden die Spektren durch den Savitzky-Golay-Filter zur Minimierung des Rauschens
geglattet.
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Abbildung 6.7: Zeitliche Auflosung der FTIR-Spektren einer Veresterung von Laurinsdure und Glycerol
als Uberschusskomponente. Die dargestellten Spektren sind die bearbeiteten Daten.
Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis Gly:LS von 2:1, GesamtansatzgroRe: 144,65 g,
2 Gew.-% Novozym, 435®, T = 65 °C, Luftbegasung mit 1,0 L/min, Blasensaulenreaktor.

In der Abbildung 6.7 ist der zeitlichen Verlauf der Reaktion dargestellt und in Abbildung 6.8 ist
der 2D-Plot dargestellt. In beiden Abbildungen ist zu erkennen, dass zu Beginn der Reaktion
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die Absorptionsbande der Laurinsdure (R-COOH) bei 1700 cm™? abnimmt und die
Absorptionsbande der Glycerolester (R1-COO-R;) bei 1735 cm™ zunimmt. Zusétzlich nehmen
im Fingerprint-Bereich die charakteristischen Absorptionsbanden der CO-Einfachbindungen
zu. Bei einer genauen Betrachtung der Abbildung 6.8 ist die Uberlagerung der
charakteristischen Absorptionsbande des Glycerolmonolaurats und des Glycerols bei
1075-1000 cm™ zu erkennen, wodurch die eindeutige Differenzierung zu Glyceroldi- und
trilaurat erheblich erschwert wird. Es ist nun nicht mehr moglich das Glycerol eindeutig von
den Glycerolestern zu differenzieren.
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Abbildung 6.8: 2D Darstellung der Veresterung von Glycerol als Uberschusskomponente und
Laurinsdure. Farbskala kennzeichnet den zeitlichen Verlauf. Die dargestellten Spektren sind die
bearbeiteten Daten. Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis Gly:LS von 2:1,
GesamtansatzgroRe: 144,65 g, 2 Gew.-% Novozym, 435®, T = 65 °C, Luftbegasung mit 1,0 L/min,
Blasensaulenreaktor.

Kalibrierung des chemometrischen Modells

In Tabelle 6.6 sind die Modellparameter des chemometrischen Modells aufgelistet. Zur
Kalibrierung des Modells wurden 18 FTIR-Spektren und deren Offline-Daten verwendet. Der
Datensatz beinhaltet dabei Veresterungsreaktionen die bei 60 °C mit einem
Glycerol/Laurinsdure-Verhaltnis von 2:1 und 1:1 durchgefiihrt worden sind. Zur Kalibrierung
wurde eine Testset-Validierung durchgefiihrt, wobei der Datensatz der zu analysierenden
Reaktion (Veresterung Glycerol und Laurinsdure bei 60 °C mit einen Glycerol/Laurinsaure-
Verhaltnis von 2:1 und einer anderen Biokatalysatorbeladung; siehe Validierung des Modells
Abbildung 6.10) als Testset mit 7 Spektren gewahlt wurde. In diesem Modell ist der Datensatz
der Kalibrierung so klein, da die spektroskopische Messung ab einem Glycerin/Laurinsaure-
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Verhaltnis groBer 2:1 nicht mehr reproduzierbar durchfiihrbar war und nicht verwendet
werden konnte. Das Phasenverhalten des Systems und die Benetzung an der Oberflache des
ATR-Kristalls waren die Hauptursachen. Das chemometrische Modell kann mit einem Rang
kleiner gleich 4 die Stoffmengenanteile aller unpolaren Komponenten des Systems
(Laurinsdure und die Glycerolester) mit einem Fehler kleiner gleich 7,1 Mol.-% aus dem
unbekannten spektralen Datensatz bestimmen. Dabei sind die Regressionskoeffizienten R? der
Kalibriergeraden dieser Komponenten (siehe Abbildung 6.9) grofRer 70 %. Hier ist ein kausaler
Zusammenhang aus den Spektren erkennbar. Die polare Komponente Glycerol kann mit
diesem chemometrischen Modell nur sehr schlecht bestimmt werden mit einem Fehler von
16,5 Mol.-% und einem Regressionskoeffizienten R% von 15,5 % (siehe Abbildung 6.9 A). Hier
besteht kein kausaler Zusammenhang zwischen den spektralen Informationen und dem
Stoffmengenanteil von Glycerol am Gesamtsystem.

Tabelle 6.6: Modellparameter des chemometrischen Modells. Rank: Dimension des Rechenraumes;
R?: Regressionskoeffizient; RMSECV: Fehler der Modellvalidierung (engl.: Root mean square error of
cross-validation); RMSEP: Fehler der Modellvorhersage (engl.: Root mean square error of prediction).

Glycerol Laurinsdure Glycerol- Glycerol- Glycerol-
. monolaurat dilaurat trilaurat
Eigenschaft
[molgiy/mol]  [molis/mol] [molm/mol]  [molo/mol] [molr/mol]
Rank 1 1 2 1 4
R? 0,1557 0,7082 0,6698 0,6152 0,8393
RMSECV 0,1681 0,1078 0,0912 0,0574 0,0035
RMSEP 0,1654 0,0710 0,0586 0,0423 0,0034
Kalibrations- 18
datensatz
Validierungs-
datensatz 7

Wie bereits im Plausibilitatstest dieses Reaktionssystems beschrieben, kommt es im , Finger-
Print“-Bereich bei 1075-1000 cm™ zur Uberlagerung der charakteristischen Absorptionsbande
des Glycerolmonolaurats und des Glycerols, wodurch die eindeutige Differenzierung von
Glyceroldi- und trilaurat erheblich erschwert wird und damit die eindeutige Bestimmung des
Glycerols. Dies zeigt sich auch in der Kalibiergeraden des Glycerols (siehe Abbildung 6.9 A) und
in der Validierung des chemometrischen Modells. In Abbildung 6.9 sind die Kalibriergeraden
aller Komponenten in einem Vorhersage/Wahrheits-Diagramm dargestellt. Die polare
Komponente Glycerol (A) wird in einem Bereich 0,2-0,8 mol/mol kalibiert. Die unpolaren
Komponenten werden jeweils im Bereich 0-0,5 mol/mol fir Laurinsdure (B),
0-0,45 mol/mol fur Glycerolmonolaurat (C), 0-0,25 mol/mol fur Glyceroldilaurat (D) und
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0-0,025 mol/mol fiir Glyceroltrilaurat (E) kalibriert. Einige Faktoren fiihren dazu, dass dieses
chemometrische Modell keine reproduzierbaren Werte wiedergibt und nicht fir eine
Prozessiiberwachung geeignet ist. Zunadchst weist dieses chemometrische Modell einen zu
kleinen Datensatz zur Kalibrierung auf. AuRerdem ist das Phasenverhalten bedingt durch den
Uberschuss an Glycerol eine Herausforderung fiir die in situ Messung mittels FTIR-ATR Sonde.
Uber einen gréReren Datensatz kdnnen gegebenenfalls durch das Phasenverhalten bedingte
Schwankungen bei der spektroskopischen Messung mittels ATR-Sonde kompensiert werden.
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Abbildung 6.9: Kalibriergeraden, A: Glycerol, B: Llaurinsdaure, C: Glycerolmonolaurat, D:
Glyceroldilaurat, E: Glyceroltrilaurat. Predicted: Vorhergesagter Wert des Modells, True: Referenzwert;
Test samples: Proben aus dem Testset; Trainings samples: Kalibierproben; Recovery function: reale
Kalibiergerade; Identity line: ideale Kalibiergerade; Difference: Abweichung vom Vorhersagewert zum
Referenzwert.

Validierung des chemometrischen Modells

Das erstellte chemometrische Modell wurde extern auf einen FTIR-Datensatz einer
Veresterung von Glycerol und Laurinsaure bei 60 °C mit einem Substratverhaltnis von 2:1 und
einer Biokatalysatorbeladung von 2 Gew.-% angewendet. Wie bereits erwahnt, besteht mit
diesem chemometrischen Modell keine Méglichkeit einer kontinuierlichen Uberwachung des
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Prozessverlaufs der Stoffmengenanteile der Reaktion (siehe Abbildung 6.10). Die Trends aller
Komponenten werden zwar wiedergegeben, jedoch mit einer zu groBen Abweichung. Auffallig
ist hierbei, dass die polare Komponente Gycerol Uber den gesamten Reaktionsverlauf zu
niedrig und die unpolaren Komponenten (Laurinsaure und Glycerolester) zu hoch durch das
chemometrische Modell bestimmt werden. Dieses Modell erkennt die Trends der
Komponenten, aber nicht die genauen Stoffmengenanteile. Durch die Erhdéhung des
Kalibrierdatensatzes konnte eine Verbesserung des Modells erreicht werden, womit eventuell
mit einem niedrigeren Fehler die Stoffmengenanteile bestimmt werden kénnen.
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Abbildung 6.10: Zeitlicher Reaktionsverlauf der Stoffmengenanteile (Messpunkte) und zeitlicher
Online-Prozessverlauf, gemessen mittels FTIR-Spektroskopie (kontinuierlicher Verlauf). Gly: Glycerol;
LS: Laurinsdure; ML: Glycerolmonolaurat; DL: Glyceroldilaurat; TL: Glyceroltrilaurat.
Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis Gly:LS von 2:1, GesamtansatzgroRe: 144,65 g,
2 Gew.-% Novozym, 435®, T = 65 °C, Luftbegasung mit 1,0 L/min, Blasensaulenreaktor.

6.2.3 Veresterung von Glycerol und Laurinsdure als Fed-Batch Reaktion mit
Laurinsdurezufuhr’

In diesem Unterkapitel wird das Reaktionssystem in Fed-Batch-Verfahrensweise mittels FTIR-
Spektroskopie ausgewertet. Dabei wurde die Laurinsdure kontinuierlich mit einer Zulaufrate
von 0,25 mL/min dem Reaktor zugefiihrt. Das polare Glycerol liegt zunachst einphasig im
Blasensaulenreaktor vor, in der der Biokatalysator als Feststoff suspensiert ist. Die ATR-Sonde
misst somit zu Beginn nur das Glycerol. Sobald die Laurinsdure in den Reaktor gefordert wird,
beginnt die Umsetzung zu den Glycerolestern (hier in erster Linie zu Glycerolmono- und
dilaurat) und das Phasenverhalten andert sich. Es liegt dann ein Mehrphasensystem vor, in

i Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Masterarbeit von M.Sc. Helge Berger erzeugt: FTIR
basierte Online-Prozesssteuerung einer Biotransformation in mehrphasigen Reaktionssystemen, Masterarbeit,
TU-Hamburg-Harburg, 2014
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der die akkumulierte und nicht umgesetzte Laurinsdaure und die Glycerolester, vorrangig
Glycerolmonolaurat, die unpolare disperse Phase bilden. Dadurch, dass bei einer Fed-Batch
Verfahrensweise jedoch Uber den Reaktionsverlauf nur sehr wenig Laurinsdaure akkumuliert
wird, existiert das System hauptsdchlich aus Glycerol und den Partialglyceriden
Glycerolmono.- und dilaurat. In diesem terndren System (vergleiche Kapitel 4.3.2 Abbildung
4.13) existieren zwei koexistierende Phasen, eine polare Glycerolphase und eine Mischphase
aus den Partialglyceriden und Glycerol, in der verglichen zu terndren Systemen mit
Laurinsaure viel Glycerol gelost sein kann. Die FTIR-Messung mittels ATR-Sonde ist durch
dieses Phasenverhalten positiv beglinstigt (siehe Abbildung 6.11 und Abbildung 6.12). Die
spektroskopische Messung aller Komponenten ist reproduzierbar moéglich und somit ist eine
Differenzierung von Glycerol und den Glycerolestern gewahrleistet.
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Abbildung 6.11: Zeitliche Auflésung der FTIR-Spektren einer Veresterung von Laurinsdure und Glycerol
als Fed-Batch Reaktion mit Laurinsdurezulauf von 0,25 mL/min. Die dargestellten Spektren sind die
bearbeiteten Daten. Reaktionsbedingungen: Zulaufrate LS: 0,25 mL/min (LS gesamt zugefiihrt:
387,9 mmol); T=65°C; 6 Gew.-% Enzym bezogen auf das Anfangsgewicht im Reaktor mg giycerol = 75,38
(no,ciycerol = 817,4 mmol); Luftbegasung mit 1,0 L/min, Blasens&ulenreaktor.
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Abbildung 6.12: 2D Darstellung der Veresterung von Glycerol und Laurinsdure als Fed-Batch
Verfahrensweise mit Laurinsdurezufuhr. Farbskala kennzeichnet den zeitlichen Verlauf. Die
dargestellten Spektren sind die bearbeiteten Daten.

Plausibilitatstest und Datenvorbehandlung

Fir dieses Reaktionssystem wurden die gleichen Schritte der Datenvorbehandlung verwendet
wie im vorigen Unterkapitel (siehe Kapitel 6.2.2). In der Abbildung 6.12 ist zu erkennen, dass
zu Beginn der Reaktion die Absorptionsbande der Laurinsdure (R-COOH) bei 1700 cm™?
abnimmt und die Absorptionsbande der Glycerolester (R1-COO-R;) bei 1735 cm™ zunimmt.
Zusatzlich nehmen im Fingerprint-Bereich die charakteristischen Absorptionsbanden der CO-
Einfachbindungen zu. Eindeutig zu erkennen ist die Verschiebung der charakteristischen
Absorptionsbanden der Glycerolester im Wellenzahlenbereich 1200-1150 cm™.

Kalibrierung des chemometrischen Modells

In Tabelle 6.7 sind die Modellparameter des chemometrischen Modells aufgelistet. Zur
Kalibrierung des Modells wurden 40 FTIR-Spektren und deren Offline-Daten verwendet. Der
Datensatz beinhaltet dabei Veresterungsreaktionen mit der Fed-Batch Verfahrensweise mit
unterschiedlichen Zufuhrraten an Laurinsaure von 100, 250 und
500 mL/min und unterschiedlichen Biokatalysatorbeladungen. Zur Kalibrierung wurde eine
Testset-Validierung durchgefiihrt, wobei der Datensatz der zu analysierenden Reaktion
(Veresterung Glycerol und Laurinsdure als Fed-Batch Verfahrensweise mit einer Zufuhrrate an
Laurinsdure von 250 mL/min und einer anderen Biokatalysatorbeladung; siehe Validierung des
Modells Abbildung 4.27) als Testset mit 13 Spektren gewahlt wurde. Das chemometrische
Modell kann mit einem Rank kleiner gleich 4 die Stoffmengenanteile aller Komponenten des
Systems mit einem Fehler kleiner gleich 2,0 Mol.-% aus dem unbekannten spektralen
Datensatz bestimmen. Dabei sind die Regressionskoeffizienten R? der Kalibriergeraden dieser
Komponenten (siehe Abbildung 1.5) groRer 65,5 %.

Tabelle 6.7: Modellparameter des chemometrischen Modells. Rank: Dimension des Rechenraumes;
R?: Regressionskoeffizient; RMSECV: Fehler der Modellvalidierung (engl.: Root mean square error of
cross-validation); RMSEP: Fehler der Modellvorhersage (engl.: Root mean square error of prediction).

Glycerol Laurinsdure Glycerol- Glycerol- Glycerol-
) monolaurat dilaurat trilaurat
Eigenschaft
[molsiy/mol]  [molis/mol] [molm/mol]  [molo/mol] [molr/mol]
Rank 3 3 4 3 3
R? 0,8935 0,6556 0,8795 0,8523 0,8136
RMSECV 0,0389 0,0120 0,0216 0,0201 0,0018
RMSEP 0,0151 0,0083 0,0096 0,0117 0,0010
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Kalibrations- 40
datensatz
Validierungs-

13
datensatz

In Abbildung 6.13 sind die Kalibriergeraden aller Komponenten dargestellt in einem
Vorhersage/Wahrheits-Diagramm. Die polare Komponente Glycerol (A) wurde in einem
Bereich 0,6-1,0 mol/mol kalibiert. Die unpolaren Komponenten wurden jeweils im Bereich 0-
0,07 mol/mol fur Laurinsdure (B), 0-0,2 mol/mol fur Glycerolmonolaurat (C) und
Glyceroldilaurat (D) und 0-0,014 mol/mol fur Glycerotrilaurat (E) kalibriert. Das bereits
beschriebene Phasenverhalten, begriindet durch die Zusammensetzung mit wenig
Laurinsdure im System, wirkt sich vorteilhaft auf die FTIR-Spektroskopie mittels ATR-Sonde
aus. Als Vergleich zum vorigen Unterkapitel 6.2.2 wurde hier der Datensatz der Kalibrierung
erhoht, was zu einem robusteren Modell fihrt, welches Schwankungen bei der Messung
besser kompensieren kann.
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C: Glycerolmonolaurat, D:

Glyceroldilaurat, E: Glyceroltrilaurat. Predicted: Vorhergesagter Wert des Modells, True: Referenzwert;
Test samples: Proben aus dem Testset; Trainings samples: Kalibierproben; Recovery function: reale
Kalibiergerade; Identity line: ideale Kalibiergerade; Difference: Abweichung vom Vorhersagewert zum

Referenzwert.

Validierung des chemometrischen Modells

Die externe Validierung des Modells wurde auf einen unbekannten spektralen Datensatz
angewendet. In diesem Fall wurde das erstellte chemometrische Modell extern auf einen FTIR-
Datensatz einer Veresterung von Glycerol und Laurinsaure bei 65 °C mit einer Zufuhrrate an
Laurinsdure von 250 mL/min und einer Biokatalysatorbeladung von 6 Gew.-% Enzym
angewendet. Somit besteht die Mdoglichkeit einen kontinuierlichen Prozessverlauf der
Stoffmengenanteile der Reaktion aufzuzeichnen (Abbildung 4.27). Alle Komponenten werden
mit den oben genannten Fehlern sehr gut vom Modell wiedergegeben. Auch in den Bereichen,
in denen keine Offline-Proben entnommen worden sind, ist nun die Prozessverfolgung durch

die Online-FTIR-Spektroskopie maoglich.
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Abbildung 6.14: Zeitlicher Reaktionsverlauf der Stoffmengenanteile (Messpunkte) und zeitlicher
Online-Prozessverlauf mittels FTIR-Spektroskopie vermessen (kontinuierlicher Verlauf) einer Fed-
Batch Reaktion mit Laurinsdurezulauf von 0,25 mL/min. Gly: Glycerol; LS: Laurinsdure; ML:
Glycerolmonolaurat; DL: Glyceroldilaurat; TL: Glyceroltrilaurat. Reaktionsbedingungen: Zulaufrate LS:
0,25 mL/min (LS gesamt zugefuhrt: 387,9 mmol); T = 65 °C; 6 Gew.-% Enzym bezogen auf das
Anfangsgewicht im Reaktor mogiycerol = 75,3 g (No,glycerol = 817,4 mmol); Luftbegasung mit 1,0 L/min,
Blasensdulenreaktor.

6.2.4 Glycerolyse von Glyceroltrilaurat’

Das vierte Reaktionssystem, welches in diesem Unterkapitel mittels FTIR-Spektroskopie
untersucht und mittels Chemometrie ausgewertet wurde, ist die Glycerolyse von
Glyceroltrilaurat. Hierbei handelt es sich um eine Umesterung, deren charakteristische
Reaktionsparameter bereits in Kapitel 4.5.2 beschrieben sind. Die Reaktionen sind
Mehrphasensysteme, die mit einem Uberschuss an Glycerol betrieben wurden. Das
Glyceroltrilaurat wurde eigenstandig im Labor mit einer Reinheit von 84 Mol.-% (siehe Kapitel
4 Tabelle 4.6) synthetisiert. Zu Beginn der Reaktion sind demnach bereits
Glycerolpartialglyceride in der Reaktionsmischung vorhanden (gréBtenteils Glyceroldilaurat).
Voruntersuchungen haben bereits ergeben, dass die Messung in der Mischphase mittels ATR-
Sonde keine plausiblen reproduzierbaren Messwerte liefert (siehe Abbildung 6.15).

i Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Masterarbeit von M.Sc. Elena ERer erzeugt:
Etablierung einer in situ Analytik fir die enzymatische Glycerolyse von Trilaurin mittels FT-IR-Spektroskopie,
Masterarbeit, TU-Hamburg-Harburg, 2015
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Abbildung 6.15: Anlagerung von Glycerintrépfchen in der Lipidphase.

In der Abbildung 6.15 ist die Anlagerung von Glycerol an der ATR-Sonde in der unpolaren
Lipidphase zu sehen (Vorversuche zur Machbarkeit der FTIR-Messung mittels ATR-Sonde in
der Mischphase). Eine Phasentrennung nach der Probeentnahme war notwendig um
reproduzierbare offline (GC) und online (FTIR-Spektroskopie) Messwerte zu erhalten, welche
die Basis eines chemometrischen Modells darstellen. Das chemometrische Modell wurde nur
in der Lipidphase des Reaktionssystems, welche nach Phasentrennung erhalten wurde,
kalibriert. Eine kontinuierliche Prozessiiberwachung in der Reaktionsmischung ist somit nicht
gegeben. Jedoch ist eine semi-kontinuierliche Prozessiiberwachung méglich. Eine Probe aus
der Reaktionsmischung nach Phasentrennung kann schnell und reproduzierbar mittels FTIR-
Spektroskopie analysiert werden.

Plausibilitatstest und Datenvorbehandlung

Der globale Bereich der Spektren wurden ebenfalls im Wellenzahlenbereich von
1850-800 cm™? eingegrenzt, da hier die aussagekraftigen Informationen dieses
Reaktionssystems liegen. Zudem wurden die Spektren im Bereich 1580-1510 cm™ geschnitten,
um das Wasserdampfrauschen zu eliminieren. Eine Basislinienkorrektur mit der Methode
LLinear Fit Substraction” wurde auf alle Spektren angewendet. Diese Methode fittet eine
lineare Funktion in das Spektrum, die vom Ursprungsspektrum subtrahiert wird, um die
Basislinie zu korrigieren. Die Spektren wurden mit dem Savitzky-Golay-Filter zur Minimierung
des Rauschens geglattet. Im Wellenzahlenbereich 1480-1450 cm™ wurde eine Peak-
Normierung angewendet, die alle Spektren auf das Maximum und Minimum aller Spektren in
diesem Wellenzahlenbereich normiert.
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In der Abbildung 6.16 ist der zeitliche Verlauf der Reaktion dargestellt und in Abbildung 6.17
ist der 2D-Plot dargestellt. In beiden Abbildungen ist zu erkennen, dass zu Beginn der Reaktion
die Absorptionsbande der Glycerolester (R1-COO-R;) bei 1735 cm™ abnimmt und die
charakteristische Peak-Verschiebung der Glycerolester zu erkennen ist. Diese
charakteristische Peak-Verschiebung ist ebenfalls im Fingerprint-Bereich zu sehen. Dort
absorbieren die charakteristischen Banden der CO-Einfachbindungen. Bei einer genauen
Betrachtung der Abbildung 6.17 ist die Uberlagerung der charakteristischen
Absorptionsbande des Glycerolmonlaurats und des Glycerols bei 1075-1000 cm™ zu erkennen.
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Abbildung 6.16: Zeitliche Auflosung der FTIR-Spektren einer Glycerolyse von Glyceroltrilaurat. Die
dargestellten Spektren sind die bearbeiteten Daten. Reaktionsbedingungen: Molares

Substratverhaltnis Gly/TL=2,5:1; AnsatzgroRe: 173,45 g, T = 65 °C; 10 Gew.-% Enzym,; Luftbegasung
mit 1 L/min.
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Abbildung 6.17: 2D Darstellung Glycerolyse von Glyceroltrilaurat. Farbskala kennzeichnet den
zeitlichen Verlauf. Die dargestellten Spektren sind die bearbeiteten Daten.

Kalibrierung des chemometrischen Modells

In Tabelle 6.8 sind die Modellparameter des chemometrischen Modells aufgelistet. Zur
Kalibrierung des Modells wurden 106 FTIR-Spektren und deren Offline-Daten aus der
unpolaren Lipidphase verwendet. Der Datensatz beinhaltet dabei Glycerolysereaktionen mit
unterschiedlichen molaren Substratverhaltnissen. Zur Kalibrierung wurde eine Testset-
Validierung durchgefiihrt, wobei der Datensatz der zu analysierenden Reaktion (Glycerolyse
von Glyceroltrilaurat mit dem unbekannten Glycerol/Glyceroltrilaurat Verhaltnis von 2,5:1;
siehe Validierung des Modells Abbildung 6.19) als Testset mit 13 Spektren gewahlt wurde. Das
chemometrische Modell kann mit einem Rank kleiner gleich 5 die Stoffmengenanteile aller
Komponenten in der Lipidphase des Systems mit einem Fehler kleiner gleich 2,5 Mol.-% aus
dem unbekannten spektralen Datensatz bestimmen. Dabei sind die Regressionskoeffizienten
R? der Kalibriergeraden dieser Komponenten (siehe Abbildung 6.18) gréRer 92,5 %. Wie
bereits zu Beginn des Unterkapitels erlautert, hat eine Kalibrierung in der Mischphase des
Reaktionssystems nicht funktioniert, da der spektrale Datensatz aufgrund des
Phasenverhaltens keine Korrelation zu den Offline-Daten zeigte. In Abbildung 6.18 sind die
Kalibriergeraden aller Komponenten dargestellt in einem Vorhersage/Wahrheits-Diagramm.
Die polare Komponente Glycerol (A) wurde in einem Bereich von 0,0-0,25 mol/mol kalibiert.
Die unpolaren Komponenten wurden jeweils im Bereich 0-0,45 mol/mol fur
Glycerolmonolaurat (B), 0-0,4 mol/mol fur Glyceroldilaurat (C) und 0-0,9 mol/mol fir
Glycerotrilaurat (D) kalibriert. Die Bereiche stellen den Kalibrierbereich in der unpolaren Phase
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des Reaktionssystems dar. Auffallig ist der niedrige Kalibrierbereich fir Glycerol. Hier stellt
sich das geloste Glycerol in der unpolaren Lipidphase dar.
Tabelle 6.8: Modellparameter des chemometrischen Modells. Rank: Dimension des Rechenraumes;

R?: Regressionskoeffizient; RMSECV: Fehler der Modellvalidierung (engl.: Root mean square error of
cross-validation); RMSEP: Fehler der Modellvorhersage (engl.: Root mean square error of prediction).

Glycerol Glycerol- Glycerol- Glycerol-
. monolaurat dilaurat trilaurat
Eigenschaft
[molis/mol] [molm/mol]  [molo/mol] [molr/mol]
Rank 5 3 4 3
R? 0,9850 0,9901 0,9282 0,9955
RMSECV 0,0119 0,0162 0,0220 0,0205
RMSEP 0,0223 0,0085 0,0180 0,0206
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Abbildung 6.18: Kalibriergeraden, A: Glycerol, B: Glycerolmonolaurat, C: Glyceroldilaurat,
D Glyceroltrilaurat. Predicted: Vorhergesagter Wert des Modells, True: Referenzwert; Test samples:
Proben aus dem Testset; Trainings samples: Kalibierproben; Recovery function: reale Kalibiergerade;
Identity line: ideale Kalibiergerade; Difference: Abweichung vom Vorhersagewert zum Referenzwert.
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Validierung des chemometrischen Modells

Das erstellte chemometrische Modell wurde extern auf einen FTIR-Datensatz einer
Glycerolyse von Glyceroltrilaurat bei 65 °C mit einem Substratverhaltnis von 2,5:1 und einer
Biokatalysatorbeladung von 10 Gew.-% angewendet. Wie bereits erwdhnt, besteht mit diesem
chemometrischen Modell keine Méglichkeit einer kontinuierlichen Uberwachung des
Prozessverlaufs der Stoffmengenanteile der Reaktion in der Mischungsphase. Jedoch kann
diese Reaktion semi-kontinuierlich in der Lipidphase des Reaktionssystems tiberwacht werden
(siehe Abbildung 6.19). Daflir muss aber eine Phasentrennung vor der FTIR-Messung vollzogen
werden. Dies wurde hier manuell stimuliert, indem jede 10 Minuten eine Probe aus dem
ReaktionsgefaR zur Messung entnommen wurde. Dieses Problem kann spater auch Uber
kontinuierlich arbeitende Phasentrennapparate gelést werden, jedoch nur im PilotmaRstab,
der hier nicht angewendet wurde, da im kleinen Labormalistab gearbeitet wurde. Dennoch
kann das Reaktionssystem durch die Etablierung des chemometrischen Modells auf Basis der
FTIR-Spektroskopie viel schneller analysiert werden als mit der herkdmmlichen Offline-
Analytik (z. B. Gaschromatographie).
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Abbildung 6.19: Zeitlicher Reaktionsverlauf der Stoffmengenanteile (Messpunkte) und zeitlicher semi-
kontinuierlicher Prozessverlauf mittels FTIR-Spektroskopie vermessen (kontinuierlicher Verlauf) einer
Glycerolyse von Glyceroltrilaurat. Gly: Glycerol; LS: Laurinsdure; ML: Glycerolmonolaurat; DL:
Glyceroldilaurat; TL: Glyceroltrilaurat. Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis
Gly:TL=2,5:1; AnsatzgroRe: 173,45 g, T = 65 °C; 10 Gew.-% Enzym,; Luftbegasung mit 1 L/min.
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6.3 Auswertung mittels Indirect Hard Modeling - IHM

In diesem Kapitel wird der Indirect Hard Modeling-Algorithmus (IHM) zur Auswertung der
FTIR-Spektren und zur Modellierung der chemometrischen Modelle angewendet. Wie in
Kapitel 1.8.1 bereits erwahnt, fiihrt der IHM-Algorithmus zu sog. Hard Models. Es wird statt
linearer Regressionsmethoden aus der Statistik ein nichtlineares, phanomenologisches
Modell verwendet, welches die wesentlichen spektralen Eigenschaften nachbildet.
Grundlegend fiir den IHM-Algorithmus ist, dass das IHM-Modell aus zwei Teilmodellen
besteht, dem Spektralmodell und dem Kalibriermodell (siehe Kapitel 1 Abbildung 1.18). Fiir
die chemometrische Modellerstellung werden zunachst Modelle der am Reaktionssystem
beteiligten Reinstoffe (Spektralmodelle) erstellt (s. Kapitel 1.8). Im zweiten Schritt werden
dann wieder Referenzanalysen (hier GC-Daten) mit spektralen Daten korreliert. Das
Hauptaugenmerk liegt jedoch bei der Erstellung der Spektralmodelle. In den nachsten 4
Unterkapiteln werden die gleichen Reaktionssysteme betrachtet wie in Kapitel 6.2:

e Veresterung von Glycerol und Laurinsiure (Laurinsdure im Uberschuss).

e Veresterung von Glycerol und Laurinsiure (Glycerol im Uberschuss).

e Veresterung von Glycerol und Laurinsdure (Fed-Batch Reaktion mit
Laurinsdurezufuhr).

e Glycerolyse von Glyceroltrilaurat.

Die Reaktionssysteme sind bereits detailliert bezliglich Reaktionsmechanismen,
Phasenverhalten und charakteristischer Reaktionsparameter wie Umsatz, Ausbeute und
Selektivitat in Kapitel 4 beschrieben worden. In den folgenden Unterkapiteln liegt der Fokus
auf der chemometrischen Modellierung und die dadurch resultierende Anwendbarkeit des
Indirect Hard Modeling-Algorithmus (IHM) zur Online-Uberwachung der Reaktionssysteme.

Die EinfUhrungen aller Reaktionssysteme sind jeweils in den Unterkapiteln der einzelnen
Reaktionssysteme erldutert (siehe Kapitel 6.2.1-6.2.4) und werden in den folgenden
Unterkapiteln nicht erneut dargestellt. Die Datenvorbehandlung der spektralen Datensatze
und die Kalibrierdatensatze sind identisch zu den Unterkapiteln der Auswertung mit PLS-
Algorithmus des jeweiligen Reaktionssystems (siehe Kapitel 6.2.1-6.2.4). Daher wird in den
folgenden Unterkapiteln nicht mehr darauf eingegangen. Es werden nur spezifische
Neuheiten durch die Anwendung des IHM-Algorithmus erwahnt. Aullerdem werden fir die
folgenden Unterkapitel jeweils erneut Spektralmodelle fiir die Reinstoffe modelliert, da die
Messung mittels FTIR-Spektroskopie in unterschiedlichen Studienarbeiten zeitlich versetzt auf
zwei unterschiedlichen Geradten (Bruker Vertex 70 und Bruker Matrix MX) durchgefiihrt
worden sind. Zudem unterscheidet sich auch die Datenvorbehandlung der Reinstoffspektren
der einzelnen Reaktionssysteme.
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6.3.1 Veresterung von Glycerol und Laurinsiure im Uberschuss*

Erstellung der Spektralmodelle

Der erste zu begehende Schritt des Indirect Hard Modeling-Algorithmus ist die Modellierung
der Reinstoffspektren. Dazu werden diese in der Software PEAXACT (Version 4.5, SPACT
GmbH, Aachen, Deutschland) mittels parametrisierter Peak-Funktionen modelliert. Am
Beispiel der Laurinsdure wird das Spektralmodell in Abbildung 6.20 grafisch dargestellt. Das
Spektrum der Laurinsdaure wurde mit 9 Peaks modelliert. Dabei wurden die Fitting-Optionen
in der Software auf ,Hohe Interaktion” gestellt. Die Fitting Option steuert das Ausmal’ der
Modellflexibilitat wahrend der Modellierung. Eine hohe Interaktion bedeutet, dass die
Gewichtsfaktoren w, die Verschiebung des gesamten Spektrums, die Basislinie und die
Peakparameter wie Position, Breite und Peakform (Anteil Gaull & Voigt-Funktionen) flexibel
einstellbar sind. Die grafischen Darstellungen der anderen Spektralmodelle der Reinstoffe
werden nicht gezeigt.
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Abbildung 6.20: Spektralmodell von Laurinsdure. Mit 9 Peaks modelliert.

Tabelle 6.9: Modellparameter der Spektralmodelle.

Laurinsdure Glycerol- Glycerol- Glycerol-
Komponente . .
monolaurat dilaurat trilaurat
Peaks pro 9 14 14 15
Komponente
Modell- High Interaction
flexibilitat

k Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von B.Sc. Yasmin Goes erzeugt:
Multivariate Datenanalyse enzymatischer Veresterungen durch Indirect Hard Modeling, Bachelorarbeit, TU-
Hamburg-Harburg, 2013
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Alle Modellparameter der Spektralmodelle sind in Tabelle 6.9 dargestellt. Die weiteren
Spektralmodelle wurden ebenfalls mit der Fitting-Option ,Hohe Interaktion” erstellt. Die
Reinstoffspektren des Glycerolmono.- und dilaurats wurden mit jeweils 14 Peaks modelliert
und das Reinstoffspektrum von Glyceroltrilaurat mit 15 Peaks. Im nachsten Schritt wurden die
Spektralmodelle auf Plausibilitat Uberprift. Hierbei wurden die Gewichtsfaktoren w aller
Komponenten aus den Reinstoffspektren durch die bereits erstellten Spektralmodelle
ermittelt (siehe Abbildung 6.21). Dabei sollten idealerweise bei dem jeweiligen Reinstoff nur
der Gewichtsfaktor dieser Komponente grofRer null sein und die der anderen Komponenten
gleich null. In diesem Fall wird im Reinstoffspektrum des Glycerolmonolaurats (Spektren-Nr. 3
& 4) ein minimaler Anteil an Glyceroldilaurat ermittelt. Im Reinstoffspektrum des
Glyceroldilaurats (Spektren-Nr. 5 & 6) werden minimale Anteile aller anderen Komponenten
ermittelt. Im Reinstoffspektrum des Glyceroltrilaurats (Spektren-Nr. 7 & 8) werden minimale
Anteile an Laurinsdure ermittelt. Die Anteile sind alle im akzeptablen Bereich.
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Abbildung 6.21: Plausibilitatstest der Spektralmodelle auf die Reinstoffspektren. Reinstoffspektren
Laurinsdure: Nr. 1 & 2; Reinstoffspektren Glycerolmonolaurat: Nr. 3 & 4; Reinstoffspektren
Glyceroldilaurat: Nr. 5 & 6; Reinstoffspektren Glyceroltrilaurat: Nr. 7 & 8.

Ein grolRer Vorteil des Indirect Hard Modeling-Algorithmus ist, dass bereits ohne Kalibrierung
des chemometrischen Modells die Gewichtsfaktoren w; aller Komponenten anhand der
Spektralmodelle aus den unbekannten Spektren der Reaktion von Laurinsdure und Glycerol
ermittelt werden koénnen (siehe Abbildung 6.22). Der zeitliche Verlauf der Gewichtsfaktoren
ist flir den spektralen Datensatz der Veresterung von Glycerol und Laurinsaure plausibel. Der
spektrale Anteil der Laurinsdure nimmt Uber den Reaktionsverlauf ab und der Anteil an
Glyceroltrilaurat nimmt zu. Die spektralen Anteile der Partialglyceride Glycerolmono- und
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dilaurat haben jeweils zeitlich versetzte Maxima. Durch diesen zeitaufgelosten Verlauf der
Gewichtsfaktoren ist bereits vor der Kalibrierung ein qualitativer Trend aller Komponenten
bekannt.
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Abbildung 6.22: Zeitlicher Verlauf der Gewichtsfaktoren der Veresterung von Glycerol und
Laurinsdure. Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhéltnis Gly:LS von 1:3, GesamtansatzgrofRRe:
94 g, 2 Gew.-% Novozym 435®, T = 70 °C; Luftbegasung mit 0,75 L/min, Blasensaulenreaktor.

Kalibrierung des chemometrischen Modells

Die Kalibrierung des chemometrischen Modells wurde mit demselben Datensatz wie bei der
Anwendung des PLS-Algorithmus durchgefiihrt (siehe Kapitel Kapitel 6.2.1). So ist auch ein
direkter Vergleich beider Modellierungsmethoden moglich. In Tabelle 6.10 sind die
Modellparameter des IHM-Modells aufgelistet. Die Stoffmengenanteile aller Komponenten
kdnnen mit einer Regressionsfunktion ,simple” (linearer Fit, Polynom ersten Grades) und
einem Fehler kleiner gleich 5,1 Mol.-% aus dem unbekannten spektralen Datensatz bestimmt
werden. Dabei ist der Regressionskoeffizient R? der Kalibriergeraden aller Komponenten
(siehe Abbildung 6.23) grofRer 79%. Die Regressionsfunktion wird beim IHM-Algorithmus
verwendet, um die funktionale Beziehung zwischen Gewichtsfaktoren der Komponenten und
den pradiktiven Merkmalen (hier Stoffmengenanteile) zu ermitteln. Die Funktion ,simple”
bedeutet, dass in diesem Fall ein linearer Zusammenhang besteht ohne Y-Achsenabschnitt.
AuBerdem wurde bei der Kalibrierung die Regressionseinstellung ,ratio” gewahlt. Diese
Regressionseinstellung bedeutet, dass die Regression des Kalibrierungsmodells paarweise fiir
die Verhaltnisse von Merkmalen und durch Einbeziehung einer Schliefbedingung erfolgt. In
diesem Fall, dass die Summe aller Stoffmengenanteile gleich 1 ist. Durch diese Regression
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kdnnen im Gegensatz zum PLS-Algorithmus keine negativen Stoffmengenanteile aus den
unbekannten spektralen Datensatzen berechnet werden.

Tabelle 6.10: Modellparameter des chemometrischen Modells.

Laurinsdure Glycerol- Glycerol- Glycerol-
) monolaurat dilaurat trilaurat

Eigenschaft

[molis/mol] [molm/mol]  [molo,/mol]  [moln/mol]
Funktion simple simple simple simple
R? 0,9620 0,7910 0,8652 0,9879
RMSECV 0,0606 0,0308 0,0698 0,0313
RMSEP 0,0381 0,0501 0,0448 0,0338
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Abbildung 6.23: Kalibriergeraden, A: Laurinsdure, B: Glycerolmonolaurat, C: Glyceroldilaurat,

D: Glyceroltrilaurat. Predicted: Vorhergesagter Wert des Modells, True: Referenzwert; Test samples:
Proben aus dem Testset; Trainings samples: Kalibierproben; Recovery function: reale Kalibiergerade;
Identity line: ideale Kalibiergerade; Difference: Abweichung vom Vorhersagewert zum Referenzwert.

In  Abbildung 6.23 sind die Kalibriergeraden aller Komponenten in einem
Vorhersage/Wahrheits-Diagramm dargestellt. Der Indirect Hard Modeling-Algorithmus (IHM)
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ist durch die Modellflexibilitat der Spektralmodelle nicht nur in einem Temperaturbereich von
60-80 °C und in den unten gelisteten Stoffmengenbereichen der einzelnen Komponenten
gliltig, sondern auch in Bereichen auBBerhalb des Kalibrierbereichs.

Validierung des chemometrischen Modells

Im letzten Schritt der Modellerstellung wird das IHM-Modell extern auf einen unbekannten
spektralen Datensatz validiert. Das erstellte chemometrische Modell wurde ebenfalls extern
auf einen FTIR-Datensatz einer Veresterung von Glycerol und Laurinsaure bei 70 °C mit einem
Substratverhaltnis von 3:1 angewendet. Es kann ebenfalls ein kontinuierlicher Prozessverlauf
der Stoffmengenanteile der Reaktion aufgezeichnet werden (siehe Abbildung 6.24). Alle
Komponenten werden mit den oben genannten Fehlern sehr gut vom IHM-Modell
wiedergegeben. Auch in den Bereichen, in denen keine Offline-Proben entnommen worden
sind (in der Zeit von 8 bis 22 h), ist nun die Prozessverfolgung durch die Online-FTIR-
Spektroskopie gewahrleistet. Auffallig ist nur der Fehler des Online-Prozessverlaufes zwischen
3-4 Stunden. In den Kalibriergarden in Abbildung 6.23 sind in den jeweiligen
Konzentrationsbereichen der Komponenten, welche diese zwischen 3-4 Stunden haben,
ebenfalls Abweichungen von der Kalibriergeraden zu erkennen. Gegebenenfalls misste der
Kalibrierdatensatz erhoht werden, um eine Verbesserung in der Modellanwendung zu
erhalten.
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Abbildung 6.24: Zeitlicher Reaktionsverlauf der Stoffmengenanteile (GC-Messpunkte) und zeitlicher
Online-Prozessverlauf mittels FTIR-Spektroskopie vermessen (kontinuierlicher Verlauf). LS:
Laurinsaure; ML: Glycerolmonolaurat; DL: Glyceroldilaurat; TL: Glyceroltrilaurat.
Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis Gly:LS von 1:3, GesamtansatzgrofRe: 94 g,
2 Gew.-% Novozym 435®, T = 70 °C, Luftbegasung mit 0,75 L/min, Blasensaulenreaktor.
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6.3.2 Veresterung von Glycerol im Uberschuss und Laurinséure'

Erstellung der Spektralmodelle

Fiir dieses Reaktionssystem wurden erneut Spektralmodelle aller Reinstoffe auRer
Glyceroltrilaurat erstellt. Der Stoffmengenanteil dieser Komponente ist Gber den gesamten
Reaktionsverlauf kleiner als 2,5 Mol.-% und ist in dieser Reaktionsmischung daher durch das
IHM-Modell nur schwer von Glyceroldilaurat zu differenzieren. Es werden die
Reinstoffspektren in der Software PEAXACT mittels parametrisierter Peak-Funktionen
modelliert. Am Beispiel von Glycerol wird das Spektralmodell in Abbildung 6.25 grafisch
dargestellt. Das Spektrum von Glycerol wurde mit 24 Peaks modelliert. Dabei wurden die
Fitting Optionen in der Software auf ,Mittlere Interaktion” gestellt. Bei der Modellierung der
Reinstoffspektren mit mittlerer Interaktion sind die Gewichtsfaktoren w, die Verschiebung des
gesamten Spektrums, die Basislinie und ausgewahlte Peak-Positionen flexibel einstellbar. Die
grafischen Darstellungen der anderen Spektralmodelle der Reinstoffe werden nicht gezeigt.

Hard Model
Reinstoff_Glycerol12014-07-24.0#AB-1
1+ -

Intensitat der Absorption [-]
o
[=2]
[

]

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 500 800

Wellenzahl [cm’l]

Abbildung 6.25: Spektralmodell von Glycerol. Mit 24 Peaks modelliert.

Tabelle 6.11: Modellparameter der Spektralmodelle.

Glycerol Laurinsdure Glycerol- Glycerol-
Komponente .
monolaurat dilaurat
Peaks pro 24 28 31 30
Komponente
Modell- Medium Interaction
flexibilitat

'Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Masterarbeit von M.Sc. Helge Berger erzeugt: FTIR
basierte Online-Prozesssteuerung einer Biotransformation in mehrphasigen Reaktionssystemen, Masterarbeit,
TU-Hamburg-Harburg, 2014
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Alle Modellparameter der Spektralmodelle sind in Tabelle 6.11 dargestellt. Die weiteren
Spektralmodelle wurden ebenfalls mit der Fitting Option ,Mittlere Wechselwirkung” erstellt.
Das Reinstoffspektrum von Laurinsdaure wurde mit 28 Peaks modelliert und die des
Glycerolmono.- und dilaurats wurden mit 30, bzw. 31 Peaks modelliert. Im nachsten Schritt
wurden die Spektralmodelle auf Plausibilitat Giberprift. Hierbei wurden die Gewichtsfaktoren
w aller modellierten Komponenten aus den Reinstoffspektren durch die bereits erstellten
Spektralmodelle ermittelt (siehe Abbildung 6.26). Dabei sollten idealerweise bei dem
jeweiligen Reinstoff nur der Gewichtsfaktor dieser Komponente gréRer null sein und die der
anderen Komponenten gleich null. In diesem Fall wird im Reinstoffspektrum des
Glycerolmonolaurats ein minimaler Anteil an Glycerol ermittelt. Im Reinstoffspektrum des
Glyceroldilaurats wird ein etwas grofSerer Anteil an Glycerolmonolaurat ermittelt. Hier wird
auch die Herausforderung bei der Erstellung der Spektralmodelle der Reinstoffe deutlich. Wie
bereits erwdhnt, dhneln sich die Glycerolester im FTIR-Spektrum. Das Glycerolmonolaurat
besitzt eine charakteristische Absorptionsbande im Wellenzahlenbereich von 1075-1000 cm™
und lasst sich auch bei der Modellierung der Reinstoffe gut von den anderen beiden
Glycerolestern differenzieren. Glyceroldi- und trilaurat unterscheiden sich jedoch nur durch
minimale Unterschiede im FTIR-Spektrum, den beiden Verschiebungen der Absorptions-
banden bei 1730 cm™ und bei 1200-1125 cm™.

1.2
1 - -
3 0.8 ]
g
£ 061 —— ESL 1
S ML
2 041 —e—cly |-
U]
0.2+ ]
O L |
0.2 Gly LS ML DL
Komponente

Abbildung 6.26: Plausibilitdtstest der Spektralmodelle der Reinstoffspektren.

Bereits ohne Kalibrierung des chemometrischen Modells konnen die Gewichtsfaktoren wialler
Komponenten anhand der Reinstoffmodelle aus den unbekannten Spektren der Reaktion von
Laurinsdure und Glycerol im Uberschuss ermittelt werden (siehe Abbildung 6.27). Der zeitliche
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Verlauf der Gewichtsfaktoren ist fiir den spektralen Datensatz der Veresterung von Glycerol
im Uberschuss und Laurinsidure nicht ganz plausibel. Der spektrale Anteil der Laurinsdure
nimmt Uber den Reaktionsverlauf ab, jedoch ist der Verlauf des Substrates Glycerol nicht ganz
plausibel. Der Spektrale Anteil des Glycerols nimmt zundachst ab und dann wieder zu. Die
Anteile der beiden Produkte, also der Partialglyceride Glycerolmono- und dilaurat, nehmen
zu. Es scheint so, dass die Verlaufe der Gewichtsfaktoren des Glycerols und des
Glyceroldilaurats korrelieren. Nichtsdestotrotz ist durch diesen zeitaufgeldsten Verlauf der
Gewichtsfaktoren bereits vor der Kalibrierung ein qualitativer Trend aller Komponenten
erkennbar, der bei diesem Reaktionssystem mit Glycerol im Uberschuss nicht ganz plausibel

erscheint.
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Abbildung 6.27: Zeitlicher Verlauf der Gewichtsfaktoren der Veresterung von Glycerol im Uberschuss
und Laurinsdure. Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhédltnis Gly:LS von 2:1,
GesamtansatzgroRe: 144,65 g, 2 Gew.-% Novozym, 435%, T = 65 °C, Luftbegasung mit 1,0 L/min,
Blasensaulenreaktor.

Kalibrierung der chemometrischen Modelle

Die Kalibrierung des chemometrischen Modells wurde mit demselben Datensatz
durchgefiihrt, der auch bei dem PLS-Algorithmus angewendet wurde (siehe Kapitel Kapitel
6.2.2). In Tabelle 6.12 sind die Modellparameter des IHM-Modells aufgelistet. Die
Stoffmengenanteile aller Komponenten wurden mit einer Regressionsfunktion , linear” und
einem Fehler kleiner gleich 4,5 Mol.-% fiir die unpolaren Komponenten und 13,5 Mol.-% fir
Glycerol aus dem unbekannten spektralen Datensatz bestimmt. Dabei ist der
Regressionskoeffizient R? der Kalibriergeraden aller unpolaren Komponenten groRer 54% und
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vom Glycerol nur 0,3% (siehe Abbildung 6.28). Die Funktion ,linear” bedeutet, dass in diesem
Fall ein linearer Zusammenhang besteht (gemaR dem Lambert-Beer’schen Gesetz).

Tabelle 6.12: Modellparameter des chemometrischen Modells.

Glycerol Laurinsdure Glycerol- Glyceroldi-
) monolaurat und trilaurat
Eigenschaft
[molis/mol] [molm/mol]  [molo,/mol]  [moln/mol]
Funktion linear linear linear linear
R? 0,0028 0,5405 0,6072 0,5651
RMSECV 0,1760 0,1008 0,0826 0,0623
RMSEP 0,1320 0,0450 0,0342 0,0316
Kalibrations- 18
datensatz
Validierungs-
datensatz 7
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20.56 Recovery function + / u . e .
._g —Identity line ,” .yt - ¢ _g 0.2 - i by . ’/./(-;’ - Testsamples K]
Y54 &g 4, / ] 0‘) - o g ¢ # Training samples
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Abbildung 6.28: Kalibriergeraden, A: Glycerol, B: Laurinsdure, C: Glycerolmonolaurat,
D: Glyceroldilaurat.

Dieser lineare Zusammenhang besteht jedoch nicht bei der polaren Komponente Glycerol, nur
bei den unpolaren Komponenten. Bei der polaren Komponente Glycerol nimmt die
Signalintensitdt aufgrund der Emulsion (Benetzung am ATR-Kristall) nicht linear mit dem
Stoffmengenanteil zu. Die Linearitdt bei den unpolaren Komponenten ist aber mit einem



116 |Online-Analyse der Reaktionssysteme mittels FTIR-
Spektroskopie

Regressionskoeffizienten bei nur knapp 55% ebenfalls nicht ausreichend. Die Kalibrierung
wurde mit der SchlieBbedingung ,ratio” (Summe aller Stoffmengenanteile ist gleich eins)
durchgefiihrt.

Validierung

Das IHM-Modell wurde extern auf einen FTIR-Datensatz einer Veresterung von Glycerol und
Laurinsdure bei 60 °C mit einem Substratverhaltnis von 2:1 und einer Biokatalysatorbeladung
von 2 Gew.-% angewendet. Es besteht wie auch beim PLS-Modell (siehe Kapitel 6.2.2) keine
Moglichkeit die Stoffmengenanteile der Reaktion kontinuierlich zu (berwachen (siehe
Abbildung 6.29). Die Trends aller Komponenten werden zwar wiedergegeben, jedoch mit
einem zu grofRen Fehler. Auffallig ist hierbei, dass die polare Komponente Gycerol tber den
gesamten Reaktionsverlauf nahezu konstant mit 55 Mol.-% wiedergegeben wird und die
unpolaren Komponenten (Laurinsdure und Glycerolester) zu hoch durch das chemometrische
Modell bestimmt werden. Dieses Modell erkennt die Trends der Komponenten, jedoch nicht
die genauen Stoffmengenanteile. Wie bereits bei der Erstellung der Spektralmodelle genannt,
ist es fir diese Reaktion mit Glycerol im Uberschuss eine groRe Herausforderung die
Reinstoffmodelle zu modellieren, da sich die Spektren der Molekiile zu sehr ahneln. Zudem
konnte der Kalibrierdatensatz zu klein sein flir eine genaue Bestimmung der
Stoffmengenanteile aus dem spektralen Datensatz. Durch die Erhéhung des
Kalibrierdatensatzes konnte eine Verbesserung des Modells erreicht werden, womit
gegebenenfalls mit einem niedrigeren Fehler die Stoffmengenanteile bestimmt werden
konnen. Es ist aber wahrscheinlicher, dass eine Optimierung des IHM-Modells in erster Linie
nur durch eine Verbesserung der Reinstoffmodelle zustande kommen kann. Durch dieses
Ergebnis wird ebenfalls deutlich, dass Mehrphasensysteme nur sehr schwer zu modellieren
sind, sei es mittels PLS- oder IHM-Algorithmus. Das Phasenverhalten wahrend der Reaktion
hat einen sehr entscheidenden Einfluss auf die Anwendbarkeit der chemometrischen
Modelle.
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Abbildung 6.29: Zeitlicher Reaktionsverlauf der Stoffmengenanteile (Messpunkte) und zeitlicher
Online-Prozessverlauf mittels FTIR-Spektroskopie vermessen (kontinuierlicher Verlauf). LS:
Laurinsaure; ML: Glycerolmonolaurat; DL: Glyceroldilaurat; TL: Glyceroltrilaurat.
Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis Gly:LS von 2:1, GesamtansatzgroRe: 144,65 g,
2 Gew.-% Novozym, 435®, T = 65 °C, Luftbegasung mit 1,0 L/min, Blasensaulenreaktor.

6.3.3 Veresterung von Glycerol und Laurinsdure als Fed-Batch Reaktion mit
Laurinsaurezufuhr™

Erstellung der Spektralmodelle

Fir dieses Reaktionssystem wurden die gleichen Spektralmodelle wie in Kapitel 6.3.2 mit der
gleichen Datenvorbehandlung der FTIR-Spektren verwendet. Es wird hier nur kurz der zeitliche
Verlauf der Gewichtsfaktoren w; aller Komponenten fiir die Fed-Batch Verfahrensweise der
Veresterung mit Glycerol als Uberschusskomponente diskutiert (sieche Abbildung 6.30). Die
Gewichtsfaktoren wi aller Komponenten kdnnen bereits ohne Kalibrierung des IHM-Modells
anhand der Spektralmodelle aus den unbekannten Spektren der Reaktion von Laurinsaure und
Glycerol als Fed-Batch Verfahrensweise ermittelt werden (siehe Abbildung 6.30). Der zeitliche
Verlauf der Gewichtsfaktoren ist fiir den spektralen Datensatz der Fed-Batch Veresterung von
Glycerol und Laurinsdure plausibel. Der spektrale Anteil des Glycerols nimmt Uber den
Reaktionsverlauf ab und die spektralen Anteile der beiden Produkte, den Partialglyceriden
Glycerolmono.- und dilaurat, nehmen zu.

™ Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Masterarbeit von M.Sc. Helge Berger erzeugt: FTIR
basierte Online-Prozesssteuerung einer Biotransformation in mehrphasigen Reaktionssystemen, Masterarbeit,
TU-Hamburg-Harburg, 2014
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Abbildung 6.30: Zeitlicher Verlauf der Gewichtsfaktoren der Veresterung von Glycerol und Laurinsaure
auf Fed-Batch Verfahrensweise mit Laurinsdurezufuhr. Reaktionsbedingungen: Zulaufrate LS: 0,25
mL/min (LS gesamt zugeflhrt: 387,9 mmol); T = 65 °C; 6 Gew.-% Enzym bezogen auf das
Anfangsgewicht im Reaktor mogiycerol = 75,3 g (No,glycerol = 817,4 mmol); Luftbegasung mit 1,0 L/min,
Blasensaulenreaktor.

Da die Laurinsdure kontinuierlich zugefiihrt wird und gleichzeitig umgesetzt wird, steigt der
spektrale Anteil zunadchst an und bleibt auf einem Niveau bis zum Ende der Reaktion. Die
Gewichtsfaktoren kénnen zeitaufgelost durch die Anwendung der Spektralmodelle bereits vor
der Kalibrierung der chemometrischen Modelle dargestellt werden. Somit ist ein qualitativer
Trend aller Komponenten bekannt. Im Gegensatz zu Kapitel 6.3.2 besteht hier der wesentliche
Unterschied in der Phasenzusammensetzung des Reaktionssystems, welches hauptsachlich
aus Glycerol und Glycerolmono- und dilaurat besteht. Wie bereits in Kapitel 6.2.3 beschrieben,
wirkt sich diese Phasenzusammensetzung vorteilhaft auf die spektroskopische Messung
mittels ATR-Sonde aus.

Kalibrierung des chemometrischen Modells

In Tabelle 6.13 sind die Modellparameter des IHM-Modells aufgelistet. Die
Stoffmengenanteile der Komponenten Glycerol, Glycerolmono- und dilaurat werden mit einer
Regressionsfunktion ,linear” modelliert, die Laurinsdure mit einer Regressionsfunktion
,Simple“. Alle Komponenten werden mit einem Fehler kleiner gleich 4,0 Mol.-% aus dem
unbekannten spektralen Datensatz bestimmt. Dabei ist das BestimmtheitsmaR R? der
Kalibriergeraden von Glycerol und Glycerolmonolaurat groRer 50%. Laurinsaure hat nur einen
Determinatonskoeffizienten von 10%. Hier ist nur eine sehr schlechte Linearitdt gegeben
(vergleiche Abbildung 6.31 B). Die Laurinsdure ist nur in geringen Stoffmengenanteilen in der
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Reaktionsmischung enthalten, welches der Grund fir den niedrigen Determinatons-
koeffizienten sein konnte. Glyceroldi- und trilaurat wurden ebenfalls als Summenparameter
erfasst und weisen ein R? von 26% auf. Die Kalibrierung wurde mit der Regressionseinstellung

,ratio” durchgefihrt.

Tabelle 6.13: Modellparameter des chemometrischen Modells.

Glycerol Laurinsdure Glycerol- Glyceroldi-
. monolaurat und trilaurat
Eigenschaft
[molis/mol] [molm/mol]  [molo,/mol]  [moln/mol]
Funktion simple linear simple simple
R? 0,5821 0,1081 0,5037 0,2608
RMSECV 0,0656 0,0173 0,0357 0,0574
RMSEP 0,0379 0,0096 0,0393 0,0180
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Abbildung 6.31: Kalibriergeraden, A: Glycerol, B: Laurinsdure, C: Glycerolmonolaurat,

D: Glyceroldilaurat.
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Validierung des chemometrischen Modells

Die externe Validierung des IHM-Modells wurde auf einen unbekannten spektralen Datensatz
einer Veresterung von Glycerol und Laurinsdure als Fed-Batch-Verfahrensweise angewendet.
In diesem Fall wurde das erstellte chemometrische Modell extern auf einen FTIR-Datensatz
einer Veresterung von Glycerol und Laurinsaure bei 65 °C mit einer Zufuhrrate an Laurinsdure
von 250 mL/min und einer Biokatalysatorbeladung von 6 Gew.-% Enzym angewendet. Somit
besteht die Moglichkeit, einen kontinuierlichen Prozessverlauf der Stoffmengenanteile der
Reaktion aufzuzeichnen (Abbildung 6.32). Die Komponente Glycerol wird bis zu einer
Reaktionszeit von 300 min sehr gut durch das IHM-Modell wiedergegeben. Danach wird das
Gycerol zu hoch bestimmt. Die Laurinsaure wird iber den gesamten Reaktionsverlauf nahezu
konstant wiedergegeben. Glycerolmonolaurat wird bis zu einer Reaktionszeit von 60 min gar
nicht aus dem spektralen Datensatz bestimmt. Danach, bis ca. 200 min., kann diese
Komponente gut verfolgt werden. Bis zum Ende der Reaktion hin wird dann das
Glycerolmonolaurat in zu geringen Mengen bestimmt. Der Trend der Stoffmengenverlaufe
stimmt ebenfalls nicht am Ende der Reaktionszeit. Der Summenparameter fir Glyceroldi- und
trilaurat wird bis ca. 120 min nicht aus dem spektralen Datensatz bestimmt. Von dort an bis
zum Ende der Reaktion kann dieser Summenparameter mit grofem Rauschen wiedergegeben
werden. Zusammenfassend ist eine kontinuierliche Online-Prozessverfolgung nur mit
Abstrichen moglich. Durch die Erhohung des Kalibrierdatensatzes und der Optimierung der
einzelnen Spektralmodelle konnte eine bessere Prozessverfolgung moglich sein.
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Abbildung 6.32: Zeitlicher Reaktionsverlauf der Stoffmengenanteile (Messpunkte) und zeitlicher
Online-Prozessverlauf mittels FTIR-Spektroskopie (kontinuierlicher Verlauf). LS: Laurinsdure; ML:
Glycerolmonolaurat; DL: Glyceroldilaurat; TL: Glyceroltrilaurat. Reaktionsbedingungen: Zulaufrate LS:
0,25 mL/min (LS gesamt zugefiihrt: 387,9 mmol); T = 65 °C; 6 Gew.-% Enzym bezogen auf das
Anfangsgewicht im Reaktor mgogiycerol = 75,3 g (No,glycerol = 817,4 mmol); Luftbegasung mit 1,0 L/min,
Blasensdulenreaktor.
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6.3.4 Glycerolyse von Glyceroltrilaurat"

Erstellung der Spektralmodelle

Wie bereits in Kapitel 6.2.4 erwahnt, werden die chemometrischen Modelle nur fir die
unpolare Phase des Reaktionssystems erstellt, da das Phasenverhalten mit Uberschuss an
Glycerol zu keinem plausiblen, reproduzierbaren Messwerten mittels FTIR-Spektroskopie
fliihren. Es wurden daher ebenfalls erneut Spektralmodelle aller Reinstoffe erstellt. Am
Beispiel von Glycerolmonolaurat wird dieses in Abbildung 6.33 grafisch dargestellt. Das
Spektrum von Glycerolmonolaurat wurde mit 24 Peaks modelliert. Dabei wurden die Fitting
Optionen in der Software auf ,Geringe Interaktion” gestellt. Bei der Modellierung der
Reinstoffspektren mit leichter Interaktion sind die Gewichtsfaktoren w, die Verschiebung des
gesamten Spektrums und die Basislinie flexibel einstellbar. Die grafischen Darstellungen der
anderen Spektralmodelle der Reinstoffe werden an dieser Stelle nicht gezeigt.
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Abbildung 6.33: Spektralmodell von Glycerolmonolaurat. Mit 25 Peaks modelliert.

Tabelle 6.14: Modellparameter der Spektralmodelle.

Glycerol Glycerol- Glycerol- Glycerol-
Komponente . .
monolaurat dilaurat trilaurat
Peaks pro 20 25 25 23
Komponente
Modell- Low Interaction
flexibilitat

" Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Masterarbeit von M.Sc. Elena ERer erzeugt:
Etablierung einer in situ Analytik fir die enzymatische Glycerolyse von Trilaurin mittels FT-IR-Spektroskopie,
Masterarbeit, TU-Hamburg-Harburg, 2015
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Alle Modellparameter der Spektralmodelle sind in Tabelle 6.14 dargestellt. Die weiteren
Modelle wurden ebenfalls mit der Fitting Option ,Geringe Interaktion” erstellt. Das
Reinstoffspektrum von Glycerol wurde mit 20 Peaks modelliert und die des Glyceroldi- und
tirilaurats wurden mit 25, bzw. 23 Peaks modelliert. Im nachsten Schritt wurden die
Spektralmodelle auf ihre Plausibilitat Gberprift. Hierbei wurden die Gewichtsfaktoren w aller
modellierten Komponenten aus den Reinstoffspektren durch die bereits erstellten Modelle
ermittelt (siehe Abbildung 6.34). Dabei sollten idealerweise bei dem jeweiligen Reinstoff nur
der Gewichtsfaktor dieser Komponente gréRRer null sein und die der anderen Komponenten
gleich null. Bei dem Reinstoffspektrum des Glycerolmonolaurats werden minimale Anteile an
Glycerol und Glyceroldilaurat ermittelt. Im Reinstoffspektrum des Glyceroldilaurats wurde ein
etwas groRerer Anteil an Glycerolmonolarat ermittelt und ein minimaler Anteil an
Glyceroltrilaurat. Die unterschiedlichen Intensitdten der Gewichtsfaktoren sind bei diesem
Plausibilitatstest nicht von Bedeutung. Hierbei geht es lediglich darum, ob das Spektralmodell
das passende Reinstoffspektrum reproduzierbar darstellen kann.
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Abbildung 6.34: Plausibilitatstest der Spektralmodelle auf die Reinstoffspektren.

Aus den unbekannten Spektren der Glycerolyse von Glyceroltrilaurat kénnen bereits vor der
Kalibrierung des chemometrischen Modells die Gewichtsfaktoren w; aller Komponenten
anhand der Spektralmodelle in der unpolaren Phase sehr gut ermittelt werden (siehe
Abbildung 6.35). Der zeitliche Verlauf der Gewichtsfaktoren ist fiir den spektralen Datensatz
der Glycerolyse plausibel. Der spektrale Anteil des Substrates Glyceroltrilaurat nimmt Gber
den Reaktionsverlauf ab und wird mit Glycerol umgesetzt zu den Partialglyceriden
Glycerolmono.- und dilaurat. Deren spektrale Anteile nehmen Uber den Reaktionsverlauf
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beide zu. Der spektrale Anteil des anderen Substrates Glycerol ist zunachst null zur
Reaktionszeit bis 3h und nimmt dann zu, was den Loslichkeitseffekt des Glycerols in die
unpolare Phase widerspiegelt. Durch den zeitaufgeldsten Verlauf der Gewichtsfaktoren ist
bereits vor der Kalibrierung ein qualitativer Trend aller Komponenten bekannt und lasst erste
Ausblicke auf den quantitativen Reaktionsverlauf zu. Durch die Korrelation zu den Offline-
Analysewerten (hier GC) kann dann eine quantitative Analyse mittels FTIR-Spektroskopie
erfolgen (siehe die nachsten beiden Unterkapitel).

0.45 T T T T
—8— Dilaurin
0.4 Glycerin
Monolaurin
—8— Trilaurin
0.35
3 0.3
c
X 025
© Y
[T
o
S 02
=
L
D 0.15
0.1
0.05
D 1 1
0 2 4 b 8 10

Zeit [h]

Abbildung 6.35: Zeitlicher Verlauf der Gewichtsfaktoren der Glycerolyse von Glyceroltrilaurat.
Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis Gly:LS von 1:3, GesamtansatzgroRRe: 94 g,
2 Gew.-% Novozym 435®, T = 70 °C, Luftbegasung mit 0,75 L/min, Blasensaulenreaktor.

Kalibrierung der chemometrischen Modelle

Die Modellparameter des IHM-Modells sind in Tabelle 6.15 aufgelistet. Die
Stoffmengenanteile aller Komponenten werden mit einer Regressionsfunktion ,linear”
modelliert und mit einem Fehler kleiner gleich 3,3 Mol.-% aus dem unbekannten spektralen
Datensatz bestimmt. Dabei hat der Regressionskoeffizient R? der Kalibriergerade (siehe
Abbildung 6.36) des Glycerols 62,5% den kleinsten Wert. Die unpolaren Komponenten haben
ein R>groRer 79%. Die Linearitat aller Komponenten ist dadurch gegeben und das IHM-Modell
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erscheint plausibel. Die Kalibrierung wurde mit der Regressionseinstellung ,ratio”

durchgefiihrt.

Tabelle 6.15: Modellparameter des chemometrischen Modells.

Glycerol Glycerol- Glycerol- Glycerol-
. monolaurat dilaurat trilaurat
Eigenschaft
[molis/mol] [molm/mol]  [molo,/mol]  [moln/mol]
Funktion Linear Linear Linear Linear
R? 0,6250 0,9072 0,7923 0,9947
RMSECV 0,0513 0,0483 0,0339 0,0215
RMSEP 0,0326 0,0248 0,0330 0,0136
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Abbildung 6.36: Kalibriergeraden, A: Glycerol, B: Laurinsdure, C: Glycerolmonolaurat,

D: Glyceroldilaurat.

Validierung des chemometrischen Modells

Im letzten Schritt der Modellerstellung wurde das IHM-Modell extern auf einen unbekannten
spektralen Datensatz validiert. Das erstellte chemometrische Modell wurde extern auf einen
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FTIR-Datensatz einer Glycerolyse von Glyceroltrilaurat bei 65 °C mit einem Substratverhaltnis
von 2,5:1 angewendet (vergleiche Kapitel 6.2.4). Wie bereits in Kapitel 6.2.4 erwdhnt, besteht
auch mit dem IHM Modell keine Méglichkeit einer kontinuierlichen Uberwachung des
Prozessverlaufs der Stoffmengenanteile der Reaktion in der Mischungsphase. Die Gylcerolyse
kann ebenfalls nur semi-kontinuierlich in der Lipidphase des Reaktionssystems Uberwacht
werden (siehe Abbildung 6.37). Fiir eine kontinuierliche Online-Uberwachung der Reaktion
musste wie bereits erwdhnt, eine kontinuierliche Phasentrennung vor der spektroskopischen
Messung mittels ATR-Sonde stattfinden. Jedoch kann das Reaktionssystem durch die
Etablierung des IHM Modells auf Basis der FTIR-Spektroskopie viel schneller analysiert werden
als mit der herkdmmlichen Offline-Analytik (z. B. Gaschromatographie). Alle Komponenten
werden mit dem oben genannten Fehler sehr gut vom IHM-Modell wiedergegeben.
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Abbildung 6.37: Zeitlicher Reaktionsverlauf der Stoffmengenanteile (Messpunkte) und zeitlicher semi-
kontinuierlicher Prozessverlauf mittels FTIR-Spektroskopie gemessen (kontinuierlicher Verlauf) einer
Glycerolyse von Glyceroltrilaurat. Gly: Glycerol; LS: Laurinsdure; ML: Glycerolmonolaurat; DL:
Glyceroldilaurat; TL: Glyceroltrilaurat. Reaktionsbedingungen: Molares Substratverhaltnis
Gly:TL=2,5:1; AnsatzgroRe: 173,45 g, T = 65 °C; 10 Gew.-% Enzym; Luftbegasung mit 1 L/min.
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6.4 Vergleich PLS — IHM

Im Folgenden werden die beiden Algorithmen anhand ihrer Vorhersagefehler RMSEP der
einzelnen Komponenten, der hier als KenngroRe dienen soll, verglichen werden. In Tabelle
6.16 sind dafiir die Vorhersagefehler in Mol.-% aller Komponenten fir alle Reaktionen
gegenibergestellt.

Tabelle 6.16: Vergleich der RMSEP-Werte der IHM/PLS-Modelle fiir alle Reaktionsmechanismen.
A: Veresterung von Glycerol und Laurinsdure im Uberschuss; B: Veresterung von Glycerol im
Uberschuss und Laurinsdure; C: Veresterung von Glycerol und Laurinsdure auf Fed-Batch
Verfahrensweise mit Laurinsaurezufuhr; D: Glycerolyse von Glyceroltrilaurat.
RMSEP: Vorhersagefehler in Mol.-% (engl.: root mean square error of prediction). *! Die Kalibrierung
wurde ohne Glycerol durchgefiihrt. Daflir wurde der Stoffmengenanteil bei den Offline-Analysewerten
abgezogen. *2 Die beiden Glycerolester Glyceroldi.- und trilaurat wurden als Summenparameter in der
Reaktionsmischung betrachtet, da Glyceroltrilaurat nur in sehr geringen Stoffmengenanteilen
enthalten ist. *3 Laurinsdure ist nur als Spurenelement zu Beginn der Reaktion in der Mischung
vorhanden. Beide Modelle wurden jeweils nur in der unpolaren Phase der Reaktionsmischung
modelliert.

Glycerol Laurinsiure Glycerol- Gl.ycerol- Glycerol-
monolaurat dilaurat trilaurat
Reaktions- IHM PLS IHM PLS IHM PLS IHM PLS IHM PLS
mechanismus | RMSEP RMSEP | RMSEP RMSEP | RMSEP RMSEP | RMSEP  RMSEP | RMSEP  RMSEP
[Mol.- [Mol.- [Mol.- [Mol.- [Mol.-  [Mol.- | [Mol.- [Mol.- | [Mol.- [Mol.-
%] %] %] %] %] %] %) %) %) %]
A /7 /7 3,8 4,3 5,0 2,4 4,5 5,9 3,4 3,8
B 13,2 16,5 4,5 7,1 3,4 5,9 3,2 4,2 /7 0,3
C 3,8 1,5 1,0 0,8 3,9 1,0 1,8 1,2 /7 1,0
D 3,3 2,3 /73 /53 2,5 0,9 3,3 1,8 1,4 2,1

Aus der Tabelle sind keine signifikanten Unterschiede im Vorhersagefehler RMSEP der
jeweiligen Komponenten zu erkennen. Beide Algorithmen kénnen zur Modellierung der
chemometrischen Modelle mit folgenden Erkenntnissen verwendet werden:

1. Mehrphasige Reaktionsmechanismen sind mittels FTIR-ATR-Spektroskopie nur schwer
reproduzierbar messbar, wodurch die chemometrische Modellierung erheblichen
Einschrankungen unterliegt.

2. Sobald eine stark unpolare Reaktionskomponente im Uberschuss in der
Reaktionsmischung vorliegt (hier Laurinsdure z. B. bei Reaktionsmechanismus A),
beschrankt sich das chemometrische Modell nur auf die unpolare Phase.

3. Sobald eine stark polare Reaktionskomponente im Uberschuss in der
Reaktionsmischung vorliegt (hier Glycerol), ist diese Komponente mittels der
chemometrischen Modelle nur mit einem groBen Fehler aus der Mischung
bestimmbar.

a. Wird dabei die unpolare Komponente nur in geringen Anteilen in der
Reaktionsmischung gehalten, wird durch das veranderte Phasenverhalten,
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welches sich positiv auf die FTIR-Spektroskopie mittels ATR-Sonde auswirkt,
eine Optimierung der Modelle beziiglich des Vorhersagefehlers RMSEP
erreicht.

b. Wird dann nur in der unpolaren Lipid-Phase gemessen, wird die Giite beider
Modelle und somit die Anwendbarkeit ebenfalls optimiert.

Vergleichend kann jedoch gesagt werden, dass der Aufwand des Kalibrierens beim IHM-
Modell geringer als beim Partial Least Squares-Algorithmus (PLS) ist und der
Modellierungsaufwand groRer beim IHM-Algorithmus ist. Mit dem IHM-Modell lassen sich
bereits vor der Kalibrierung der chemometrischen Modelle qualitative Aussagen liber den
Verlauf der Reaktion ableiten. Dieses ist beim PLS-Algorithmus nicht moglich. Ein weiterer
Vorteil des IHM-Modells ist, dass es in Bereichen auRerhalb des Kalibrierbereiches giiltig und
anwendbar ist, wohingegen das PLS-Modell streng genommen nur in Bereichen angewendet
werden darf, welche auch in der Kalibrierung bertcksichtig wurden.
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7 Prozesssteuerung einer Fed-Batch Veresterung®

In industriellen Herstellungsprozessen werden viele Parameter wie z. B. Reaktionsselektivitat,
Nebenproduktbildung, Energieverbrauch, etc. kontrolliert, um den Gesamtprozess zu
optimieren und Kosten zu senken. Infolgedessen miissen wahrend der Synthese eine grol3e
Anzahl an Offline-Analysen durchgefiihrt werden. Hierbei kommen herkdmmliche
Analysemethoden wie Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC), Gaschromato-
graphie (GC) und Karl-Fischer-Titration zum Einsatz, um einen permanenten Informationsfluss
zu gewahrleisten und eine stabile Prozesskontrolle zu garantieren [Schiigerl 2001]. Jedoch
konnen sich die Reaktionsbedingungen minutenweise andern und die stundenweise
ermittelten Offline-Reaktionsparameter korrelieren nicht mehr zum aktuellen Status des
Prozesses. Daher sind Online-Messmethoden zur Uberwachung und Steuerung des Prozesses
in Echtzeit von groRem Interesse. Der Fokus in diesem Kapitel ist die Online-Prozesssteuerung
einer Biotransformation durch den Einsatz eines Fourier-Transform-Infrarotspektrometers
(FTIR-Spektrometer) ausgestattet mit einer ATR-Sonde (Abgeschwaéchte Totalreflexion). Die
Anwendungsmoglichkeit fir die Prozessanalysen-Technologie (PAT) am Beispiel der
enzymatischen Veresterung von Laurinsdure und 1-Decanol im Fed-Batch Reaktor ist im
Folgenden dargestellt (siehe Abbildung 7.1).
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Abbildung 7.1: Reaktionssequenz der Veresterung von 1-Decanol und Laurinsdure zur Synthese von
Decyllaurat [A]. FlieBschema der Prozesssteuerung der Fed-Batch Biotransformation [B].

Als Modellreaktion wurde die einphasige enzymatische Veresterung von Laurinsdure und
1-Decanol untersucht (siehe Abbildung 7.1A) flir die Etablierung einer diskontinuierlichen und

° Teile der Ergebnisse dieses Kapitels wurden im Rahmen der Masterarbeit von M.Sc. Elena ERer erzeugt:
Etablierung einer in situ Analytik fir die enzymatische Glycerolyse von Trilaurin mittels FT-IR-Spektroskopie,
Masterarbeit, TU-Hamburg-Harburg, 2015
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kontinuierlichen Fed-Batch-Prozesssteuerung (siehe Abbildung 7.1B). Das Produkt Decyllaurat
ist ein nicht-ionisches Tensid, welches als Weichmacher in der kosmetischen Industrie
eingesetzt wird [Goldenberg 1971]. Eine verlassliche Prozesssteuerung basierend auf Offline-
Analysemethoden zu implementieren ist sehr schwierig aufgrund von einigen Nachteilen.
Offline-Analysen sind invasiv, fehleranfallig, zeitaufwendig und diskontinuierlich. Allerdings ist
flir einen reproduzierenden Prozess mit hoher Produktqualitdit und Ausbeute eine
automatisierte Prozesssteuerung erforderlich [Haake et al. 2009]. Ein potentielles
Analysegerat flir eine Online-Prozesssteuerung ist das FTIR-Spektroskop mit einer ATR-Sonde
[Kessler 2012, 2013]. Die I6sungsmittelfreie enzymatische Veresterung von Laurinsdure und
1-Decanol, katalysiert durch Novozym 435®, wurde in einem Blasensdulenreaktor
durchgefiihrt. Dabei wurde jeweils Laurinsdure im Reaktor vorgelegt und 1-Decanol mittels
einer Mikrozahnradpumpe zu dosiert (siehe Abbildung 7.1 A/B). Der Blasensaulenreaktor
wurde mit einer ATR-Sonde ausgestattet. Dadurch wird eine in-line Analytik unter
Prozessbedingungen in Echtzeit ermoglicht. Die online im Reaktor erfassten spektralen Daten
werden an den Computer weitergeleitet. Durch chemometrische Modelle mittels PLS-
Regression kdnnen die spektralen Daten in Stoffmengenanteile umgewandelt und am PC
verfolgt werden. Die Stoffmengen-Daten wurden der Prozesssteuerungseinheit Gbermittelt.
Mittels eines Stromsignals im Bereich von 4-20 mA kann die Pumpe analog angesteuert
werden und
1-Decanol dem Reaktionssystem zugefiihrt werden. Im Folgenden werden verschiedene
Prozesssteuerungsmoglichkeiten fiir dieses Reaktionssystem dargestellt. Zunachst wurde die
diskontinuierliche Prozesssteuerung erfolgreich etabliert. Eine diskontinuierliche
Prozesssteuerung meint in diesem Zusammenhang eine diskontinuierliche Steuerung der
Feed-Pumpe. Eine kontinuierliche Steuerung hingegen passt jederzeit die Forderleistung der
Feed-Pumpe an.

7.1 Kalibrierung und Validierung des chemometrischen Modells

Als FTIR-Spektrometer wurde das Bruker Matrix-MF verwendet. Dieses war mit einer
Silberhalogenid Diamant ATR Sonde IN350-T ausgestattet [Minnich et al. 2007]. Das
Spektrometer wurde mit 40 L/h trockenem gasformigen Stickstoff gespilt, um einen
konstanten Feuchtegehalt und Kohlenstoffdioxidgehalt im Messbereich zu gewahrleisten. Die
spektralen Daten wurden im Wellenldngenbereich von 4000-650 cm™ mit 32 Scans per
Spektrum durch einen Stickstoff gekiihlten MCT-Detector (Quecksilber-Cadmium-Tellurid)
aufgenommen und mit der Software OPUS 7.0 aufgezeichnet. Die multivariate Datenanalyse
wurde mit der Auswertesoftware Quant 2.0 (Zusatzpaket bei OPUS 7.0; Bruker Corporation,
MA, USA) durchgefiihrt. Damit wurden die Kalibrationsspektren vorbehandelt:

e Beschneiden der Spektren im Wellenldngenbereich zwischen 1800 — 972 cm™.
o In diesem spektralen Bereich ist die Carboxylschwingung der Laurinsaure bei
1700 cm?, die Carbonylschwingung von Decyllaurat bei 1730 cm™ und Teile des
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Fingerprint Bereiches, der Information Uber die Gerlstschwingung der
einzelnen Molekiile gibt.

e Basislinienkorrektur durch ,,Straight Line Subtraction”.
o Diese Korrektur subtrahiert eine gerade Linie vom Spektrum und korrigiert
dadurch die Basislinie des Spektrums.

e ,MinMax-Normalisierung” im Wellenldngenbereich 1520 — 1435 cm™.
o Durch diese Vorbehandlung wird das Spektrum im gewahlten Bereich 1520 —
1435 cm auf der Y-Achse (Absorption) auf ein Minimum (Absorption = 0) und
auf ein Maximum (Absorption = 2) normiert. Dies ist nur sinnvoll anzuwenden,
wenn in diesem Wellenbereich des Spektrums keine Anderung auftreten. In
diesem Fall traten hier (iber den Reaktionsverlauf keine Anderungen auf.

Basis des Modells waren vier Experimente:
- Molares Verhaltnis 1:1
- Molares Verhaltnis 0,67:1
- Molares Verhaltnis 1,5:1

- Manueller Fed-Batch Versuch mit LS Vorlage und manueller Zugabe von 3,2 g
1-Decanol

Tabelle 7.1: Modellparameter des chemometrischen Modells. Fehler der Kreuzvalidierung (RMSECV:
Root Mean Square Error of Cross Validation). Anzahl an Kalibrationsspektren: 53.

Substanz PLS Komponenten RMSECV [mol.%] R?

Laurinsaure 4 2,34 98,92
1-Decanol 4 0,95 99,53
Decyllaurat 4 2,77 99,08
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7.2 Diskontinuierliche Prozesssteuerung
Differenzial dxi-pecanol/dt als Prozesssteuerungsparameter

Die diskontinuierliche Prozesssteuerung wurde zunichst mit der zeitlichen Anderung des
Stoffmengenanteils von 1-Decanol dxi-pecanol/dt als Prozesssteuerungsparameter durch-
gefuhrt. Ziel war es hier die Pumpe fiir eine gewisse Pumpzeit tpump zu starten, sobald der
Prozessparameter dxi-pecanol/dt den Grenzwert mit Toleranzbereich erreicht. Die Pumpzeit
tpump der Mikrozahnradpumpe wurde auf 5 s eingestellt. Hierfir wurden in der Software
ProfiSignal (Delphin Technologies AG, Bergisch Gladbach, Deutschland) folgende Kanile
erstellt:

e Differenziator (AStoffenmengenanteili-pecanol / AZeitstempel)

o Dieser Kanal ist das Differenzial dxi-pecanoi/dt und ist der Prozesssteuerungs-
parameter.

e Mittelwertkanal (Minimiert das Signalrauschen)

o Bildet den Mittelwert aus 5 Werten des Differenziators.

e Grenzkanal (legt den Sollwert des Prozesssteuerungsparameters dxi-pecanol/dt = 0 fest,
sowie den Toleranzbereich von +/- 0.001144 1/min und eine Verzégerungszeit von
305s)

o Mit diesem Kanal wird der Sollwert des Prozesssteuerungsparameters
festgelegt, sowie deren Toleranzbereich. Sobald der Mittelwert des
Differenziators fir 30 s im Tolereranzbereich des Grenzwertes liegt, wird der
Delay-Timer aktiviert.

e Delay-Timer (legt die Pumpzeit tpump fest)

o Die Mikrozahnradpumpe fordert fiir 5 s 1-Decanol mit einer Pumprate von
11,4 mL/min in den Blasensaulenreaktor und wird dann wieder abgeschaltet.

Der Grundgedanke bei dieser diskontinuierlichen Prozesssteuerung ist in der Abbildung 7.2
A/B dargestellt — es ist jeweils der zeitliche Verlauf des Verbrauchsterms dxi-pecanol/dt
dargestellt. Sobald der Prozesssteuerungsparameter dxi-pecanol/dt flir 30 s im Toleranzbereich
des Sollwertes liegt, soll die Pumpe jeweils fiir 5 s 1-Decanol aus dem Vorlagebehalter mit
einer Pumprate 11,4 mL/min. in den Blasensaulenreaktor férdern. Das zweite Substrat
Laurinsdure wurde dabei im Blasensdulenreaktor vorgelegt. In beiden Abbildungen ist die
Pumpenfoérderung jeweils zu erkennen durch einen Anstieg des Differenziators dxi-pecanol/dt.
Nach Beendigung des Pumpvorgangs fallt der Wert des Differenziators in den negativen
Bereich und nahert sich zeitlich an den Wert null an, was einen kompletten Abbau von
1-Decanol zu Decyllaurat entspricht, da 1-Decanol ein Substrat ist und zu dem Produkt
Decyllaurat umgesetzt wird.
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Abbildung 7.2: Verbrauchsrate von 1-Decanol (dXi-pecano/dt) in [1/min] und die Maximum/Minimum
Toleranz von +/- 0,001144 1/min fur die diskontinuierliche Prozesssteuerung im Zeitfenster von 300
min: [A] und im Zeitfenster von 17,5 bis 25,5 min. [B]. Reaktionsbedingungen: T = 55,6 °C, 1 atm.
Luftbegasung mit 0,75 L/min., 1 Gew.-% Novozym 435®, 200 mmol Laurinsdure im Reaktor;
200 mmol 1-Decanol im Vorlagebehilter; 1-Decanol Pumprate: 11,4 ml/min., Blasensiulenreaktor.

In Abbildung 7.3 sind die Stoffmengenverlauf dargestellt. Laurinsdure wurde jeweils in den
Blasensdulenreaktor vorgelegt (xis,0 = 1) und 1-Decanol diskontinuierlich zudosiert. Zum Ende
der Reaktion wird ein Vollumsatz erreicht (Xpecyllauratfinal = 1). Eine diskontinuierliche

Prozesssteuerung wurde erfolgreich etabliert, wobei die Pumpzeit fiir 1-Decanol flexibel
einstellbar ist.
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Abbildung 7.3: Modellierter Stoffmengenverlauf der enzymatischen Veresterung von Laurinsdure
(gran) und 1-Decanol (blau) zu Decyllaurat (rot) in einem Blasensaulenreaktor als Fed-Batch Modus
mit dem Differenzial dx1-Decanol/dt als Prozesssteuerungsparameter. Gepunktete Linien um die
Stoffmengenverlaufe stellen jeweils das Unsicherheitsintervall des chemometrischen Modells dar.
Reaktionsbedingungen: T = 55,6 °C, 1 atm. Luftbegasung mit 0,75 L/min., 1 Gew.-% Novozym 435¢,
200 mmol Laurinsdure im Reaktor; 200 mmol 1-Decanol im Vorlagebehilter; 1-Decanol Pumprate:
11,4 ml/min, 1-Decanol Pumpzeit tpump= 5 S, Blasensadulenreaktor.

Stoffmengenanteil X1-pecanol als Prozesssteuerungsparameter

Eine weitere Ausfiihrung der diskontinuierlichen Prozesssteuerung zeigt dieses Beispiel. Hier
wurde der absolute Stoffmengenanteil von 1-Decanol Xi-pecanol als Prozess-
steuerungsparameter verwendet. Die Idee ist es, den Stoffmengenanteil von 1-Decanol in
einem begrenzten Bereich des Stoffmengenanteils zu halten. Hierflir wurden maximale und
minimale Grenzen fiir den Stoffmengenanteil von 1-Decanol definiert (siehe Abbildung 7.4).
Der maximale Grenzwert des Stoffmengenanteils fiir 1-Decanol wurde auf
X1-Decanolbmax = 0,0220 mol/molgesamt (2,20 mol.%) festgelegt. Der minimale Grenzwert des
Stoffmengenanteils fir 1-Decanol wurde variiert von Xi-pecanol,min = 0,0076 mol/molgesamt —
0,0170 mol/molgesamt (0,76 — 1,70 mol.%). Somit wurde sich einer kontinuierlichen
Prozesssteuerung angendhert. Die Pumpe wurde bei diesem Versuch weiterhin
diskontinuierlich angesteuert. Ziel war es hier die Mikrozahnradpumpe beim Erreichen des
minimalen Grenzwertes Xi-pecanol,min Mit einer Pumprate von 11,4 ml/min zu starten. Die
Pumpe wurde automatisch beim Erreichen des maximalen Grenzwertes X1-pecanol,max gestoppt.
So wurde es ermoglicht, den Stoffmengenanteil an 1-Decanol im System in einem definierten
Bereich zu halten.
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Abbildung 7.4: Stoffmengenanteilverlauf von 1-Decanol Xi-pecanol als Prozesssteuerungsparameter fir
eine  diskontinuierliche = Pumpenstuerung mit einem  maximalen  Grenzwert von
X1-pecanolmax = 0,022 mol/molgesamt Und einem minimalen Grenzwert im Bereich von Xi-pecanoimin =
0,0076 mol/molgesamt — 0,017 mol/molgesamt. Reaktionsbedingungen: T = 55,6 °C, 1 atm. Luftbegasung
mit 0,75 L/min., 1 Gew.-% Novozym 435®, 200 mmol Laurinsdure im Reaktor; 200 mmol 1-Decanol im
Vorlagebehalter; 1-Decanol Pumprate: 11,4 ml/min., Blasensaulenreaktor.

In Abbildung 7.5 sind die Stoffmengenanteile aller Komponenten dargestellt. Auch hier wurde
Laurinsaure im Blasensdulenreaktor vorgelegt und 1-Decanol im Vorlagebehélter vorgelegt.
Zum Ende der Reaktion wurde ein Vollumsatz erreicht.
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Abbildung 7.5: Verlauf der Stoffmengenanteile der enzymatischen Veresterung von Laurinsaure (grin)
und 1-Decanol (blau) zu Decyllaurat (rot) in einem Blasensaulenreaktor als Fed-Batch Modus mit dem
absoluten Stoffmengenanteil Xi.pecanol als Prozesssteuerungsparameter. Reaktionsbedingungen:
T=55,6 °C, 1 atm, Luftbegasung mit 0,75 L/min., 1 Gew.-% Novozym 435®, 200 mmol Laurinsaure im
Reaktor; 200 mmol 1-Decanol im Vorlagebehilter; 1-Decanol Pumprate: 11,4 ml/min,,
Blasensaulenreaktor.

7.3 Kontinuierliche Prozesssteuerung

In diesem Unterkapitel wird die Etablierung einer kontinuierlichen Prozesssteuerung einer
Biotransformation am Beispiel der Veresterung von Laurinsaure und 1-Decanol zu Decyllaurat
dargestellt. Hierfir wurde ein Pl-Regler (Proportional-Integral-Regler) in der
Steuerungssoftware erstellt. Als Prozesssteuerungsparameter fiir diesen Regler diente der
Verbrauchsterm des Stoffmengenanteils an Laurinsdure dXiaurinsaure/dt. In der Abbildung 7.6
A/B sind die theoretischen Grundlagen eines PI-Reglers dargestellt, dabei zeigt die Abbildung
7.6 A das FlieBbild und Abbildung 7.6 B die Sprungantwort des Reglers. Die gemessene
Prozessvariable (PV) wird mit einem definierten Sollwert (SP) verglichen und eine
Regelabweichung (e(t)) wird gebildet. Die Regelabweichung wird dem PI-Regler libermittelt
und mittels den Verstarkungskonstanten des proportionalen Anteils KP, sowie des integralen
Anteils TN manipuliert (MV). Dieser manipulierte Wert (MV) agiert kontinuierlich auf die
Pumprate von 1-Decanol. Die Pumprate wird somit kontinuierlich angepasst. In diesem
Beispiel wurden folgende Werte definiert:
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- gemessene Prozessvariable PV dXLaurinsaure/dt (Differnenziatior)
- Sollwert SP SP =-0.0058 1/min

- Proportionale Konstante KP KP =0.05

- Integrale Konstante TN TN=1s

Sp+ et
S (t)

=

Feed back control loop?

1=KJe(7d7

— | -

Step response’

Abbildung 7.6: Darstellung eines Feed back control loops und der Sprungantwort eines Pl-Reglers.

Die Abbildung 7.7 stellt den zeitlichen Verlauf des Stoffmengenanteils an Laurinsaure dar und
soll den Grundgedanken zur Festlegung des Sollwertes SP verdeutlichen. Die Laurinsdure soll
innerhalb von 150 min von 1 mol/molgesamt auf 0,15 mol/molgesamt abgebaut werden (siehe
Gleichung unter der Abbildung 7.7). Es ergibt sich somit ein linearer Verlauf des
Stoffmengenanteils der Laurinsdure mit einem konstanten Verbrauchsterm von
dXLaurinsaure/dt = -0,0058 1/min, welcher als Sollwert festgelegt wurde.
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Abbildung 7.7: Darstellung des Grundgedankens zur Festlegung des Sollwertes SP, der auf den
Verbrauchsterm der Laurinsaure basiert.

(0,15-1) mol/molgesamt _

AXpgurinsiure — = —0,0058 [L]
At (150-0) min ’ min

Im Folgenden ist das Ergebnis der kontinuierlichen Prozesssteuerung mittels eines PI-Reglers
mit dem Verbrauchsterm des Stoffmengenanteils an Laurinsdure dXiaurinssure/dt als
Prozesssteuerungsparameter dargestellt. In Abbildung 7.8 sind die zeitlichen Verlaufe der
Stoffmengenanteile auf der Primarachse, sowie die Pumprate von 1-Decanol auf der
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Sekundarachse aufgetragen. Es ist zu erkennen, dass die Prozesssteuerung erfolgreich
durchgefiihrt werden konnte. Zu Beginn der Reaktion wird zunachst kurz mit einer Pumprate
von 1,5 mL/min 1-Decanol ins System gefordert. Nach kurzer Zeit wird der Sollwert geregelt
und die Pumprate kontinuierlich angepasst. Ab 120 min fangt die Pumprate exponentiell zu
steigen an. Dies wird wahrscheinlich durch die niedrige Reaktionsgeschwindigkeit aufgrund
einer niedrigen Stoffmenge der Laurinsdure verursacht. Die Pumprate von 1-Decanol muss
erhoht werden, um den Verbrauchsterm von Laurinsdure auf dem Sollwert zu halten. Der
Verbrauchsterm der Laurinsdure setzt sich hierbei aus einem Reaktionsterm und einem
Verdiinnungsterm, verursacht durch die 1-Decanol Forderung ins System, zusammen.
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Abbildung 7.8: Verlauf der Stoffmengenanteile der enzymatischen Veresterung von Laurinsdure (griin)
und 1-Decanol (blau) zu Decyllaurat (rot) in einem Blasensaulenreaktor als Fed-Batch Modus mit dem
Verbrauchsterm des Stoffmengenanteils an Laurinsdure dXiaurinssure/dt als Prozesssteuerungs-
parameter fir eine kontinuierliche Pumpensteuerung. Reaktionsbedingungen: T = 55,6 °C, 1 atm.
Luftbegasung mit 0,75 L/min., 1 Gew.-% Novozym 435®, 200 mmol Laurinsdure im Reaktor; 200 mmol
1-Decanol im Vorlagebehalter; Blasensdulenreaktor.

Zusammenfassung Kapitel 7:

e Diese Untersuchungen zur Etablierung einer Prozesssteuerung fiir die Fed-Batch-
Veresterung von einfachen Alkoholen legt die Grundlagen, um zukinftig auch
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Prozesssteuerungen von Fed-Batch-Prozessen mit Polyolen, wie z.B. Glycerol und
Polyglycerol durchzufiihren

e Die Zulaufrate einer einphasigen Biotransformation kann erfolgreich diskontinuierlich,
sowie kontinuierlich mittels ATR-FTIR-Spektroskopie online gesteuert werden.

e Dabei kann diskontinuierlich der Bereich des Stoffmengenanteils an 1-Decanol in
einem Stoffmengenanteilbereich von 0,0076 — 0,022 mol/mol gehalten werden.

e Ebenso war es moglich die Verbrauchsrate an 1-Decanol diskontinuierlich so zu
steuern, dass ein Minimalwert an Verbrauch nicht unterschritten wird.

e Bei der kontinuierlichen Prozesssteuerung wurde erfolgreich die Verbrauchsrate an
Laurinsaure durch das Steuern der Zulaufrate an 1-Deacnol konstant gehalten.
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8 Ubergreifende Diskussion & Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die enzymatischen Reaktionen von Glycerol und
Laurinsaure, sowie Glycerol und Glyceroltrilaurat detailliert hinsichtlich der
Glycerolmonolaurat-Reaktionsselektivitdit und des Einflusses des Phasenverhaltens
untersucht sowie die Grenzen des Reaktionssystems aufgezeigt. Basierend darauf konnte
durch den Zusatz des amphoteren Tensides Cocoamidpropyl Betain die Selektivitdt der
Reaktion bezliglich Glycerolmonolaurat optimiert werden. Zusatzlich wurde erfolgreich eine
Online-ATR-FTIR-Analytik etabliert, diese wurde zur Online-Prozessiiberwachung genutzt und
die Grenzen dieser Analytik in einer Mehrphasenreaktionen aufgezeigt. AbschlieBend wurde
in einer einphasigen enzymatischen Fed-Batch-Reaktion von 1-Decanol und Laurinsdure der
Grundstein fir die Prozesssteurung mittels ARR-FTIR-Spektroskopie gelegt. Hierbei wurde die
Laurinsdurezufuhr mit einer Online-Prozesssteuerung mittels ATR-FTIR-Spektroskopie
gesteuert. Die einzelnen Ergebnisse wurden bereits am Ende der jeweiligen Unterkapitel
diskutiert, sodass im Folgenden eine kapitellbergreifende Diskussion eingegangen wird und
die sich daraus ergebenen Perspektiven fliir weitere Untersuchungsansatze im Ausblick
aufgezeigt werden.

Wie bereits in der Einleitung und im Kapitel Stand der Technik (vergleiche Kapitel 1 & 2)
erwdhnt sind Glycerolmono- und dilaurat, Partialglyceride des Glycerols, wirtschaftlich
bedeutende Emulgatoren, die in Multi-Tonnen-MaRstab produziert werden und ein groRes
Einsatzgebiet in der Kosmetik- und Lebensmittelboranche haben. Daher ist es
produktionstechnisch auch von groBen Interesse Syntheserouten mit hohen
Reaktionsselektivitaten bezlglich dieser Partialglyceride zu entwickeln, um die Ausbeuten zu
erhohen und die Herstellungskosten zu erniedrigen. Aus der Literatur bekannt [Zhong et al.
2014] wund in dieser Arbeit detailliert dargestellt, sind die Grenzen dieser
Mehrphasenreaktionen hauptsachlich bedingt durch das thermodynamische Phasen-
verhalten und Reaktionsgleichgewicht. Dabei hat sich gezeigt, dass ein Uberschuss an Glycerol
zu einer Erhéhung der Selektivitat und Ausbeute an Glyceromonolaurat flihrt, was aus Sicht
der Reaktionsgleichungen (siehe Kapitel 4) und aus der Literatur [McNeill et al. 1990;
Hasenhuettl 2008] deutlich wird. Dennoch enden alle Reaktionen ohne Zusatz von Additiven
und anderen Modifikation, wie z.B. des Katalysators, unabhdngig vom
Reaktionsmechanismus - Veresterung oder Glycerolyse - im gleichen thermodynamischen
Reaktionsgleichgewicht mit der gleichen Produktzusammensetzung. Die Selektivitat von
Glycerolmonolaurat betragt hierbei immer Sy < 60 %. Bei den Reaktionen mit Glycerol im
Uberschuss liegt auch am Ende der Reaktion eine Zweiphasenmischung vor, die aus einer
reinen polaren Glycerolphase und einer unpolaren Produktphase entsteht. Die Produktphase
besteht dabei zu groBRten Teilen aus Glycerolmonolaurat. Jedoch sind hier auch Anteile an
Glyceroldilaurat und —trilaurat, sowie geldstes Glycerol und nicht reagierte Laurinsdure
enthalten. Der Einsatz von Loslichkeitsvermittlern fihrt durch den Solvationseffekt zur
Erhéhung der Reaktionsselektivitat von Glycerolmonolaurat (vergleiche Kapitel 3). Beispiele
aus der Literatur sind der Einsatz des organischen Losungsmittel tert-Pentanol [Damstrup et
al. 2006] und der Einsatz von ionischen Flissigkeiten [Guo und Xu 2005], die zu einer
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Steigerung der Selektivitdt von Glycerolmonolaurat bis Sm. > 80% gefiihrt haben. In dieser
Arbeit wurde der Einsatz des amphoteren Tensids Cocoamidpropyl Betain zur Erhéhung von
Swmi erfolgreich umgesetzt und fiihrt bei gleichen Additivmengen zu dhnlicher Steigerung der
Selektivitat auf Sm. = 65% wie tert-Butanol (siehe Tabelle 8.1).

Tabelle 8.1: Ergebnisiibersicht im Gesamtreaktionssystem im Reaktionsgleichgewicht fir die
Glycerolyse mit CAPB und tert-Butanol.
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Abbildung 8.1: Vergleichende Darstellung der Produktzusammensetzung in der unpolaren Phase (ML
+ DL +TL).

Verglichen zu den Literaturwerten von Sy. > 80% ist der hier erreichte Wert mit Sm. = 65%
zwar kleiner, jedoch wurden hier auch nur 5 Gew.-% Additive eingesetzt (siehe Abbildung 8.1).
Wird die Menge des Loslichkeitsvermittlers erhoht, steigt auch die Selektivitat von
Glycermonolaurat an, da durch die weitere Erhéhung der Loslichkeit von Glycerol in der
Lipidphase das thermodynamische Gleichgewicht weiter in Richtung Glycerolmonolaurat
verschoben wird (siehe Kap. 5 Abbildung 5.6). Es wurde gezeigt, dass die Mischung am Ende
der Reaktion im Gleichgewicht durch Zusatz von 15 Gew.-% CAPB einphasig wird. Somit sollte
die Selektivitat Sm. weiter steigen, wenn die Reaktion mit einem Zusatz von 15 Gew.-% CAPB
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von Beginn an durchgefiihrt worden ware, da fiir die Umsetzung zu Glycerolmonolaurat
stoffmengentechnisch mehr Glycerol zur Verfliigung steht (siehe Abildung 8.2 A/B) und sich
demnach das thermodynamische Reaktionsgleichgewicht weiter in  Richtung
Glycerolmonolaurat verschiebt.

CocoAmidoPropyl Betain Tert-Butanol
> HsC
\/\/\/\/\/"\N/\/\w o H3C%—OH
A H / \ 0 HsC
Zugabe

Polare Phase: Glycerol

+S P
O Lipase

= 0 wt.% tertButanol/CAPB
B ML ® 5 wt.% tertButanol
00 10 --A--5wt.% CAPB

/) 7 7 7 7 7 7 7 7 7 / 0,0
pL 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10gaGly
xely[mollmol]

Abbildung 8.2: A: Schematische Darstellung des Wirkungsprinzips von CAPB auf das Phasenverhalten;
B: Dreiecksdiagramme von Glycerol, Glycerolmonolaurat (ML) und Glyceroldilaurat (DL). Einfluss von
5 Gew.-% Additiv (rote Kreise: tert-Butanol; blaue Dreiecke: CAPB) auf das Phasenverhalten im
Vergleich zum Additiv-freien System (griine Quadrate).

Der Hintergrund dieses Forschungsansatzes zum Einsatz von CAPB ist, dass das CAPB im
Gegensatz zu tert-Butanol oder anderen organischen LOsungsmitteln oder ionischen
Flassigkeiten in der Produktmischung als zusatzlicher Emulgator verbleiben kann. Zudem ist
die Produktabtrennung von tert-Butanol mit erheblichen Aufwand und Kosten verbunden und
flir den Einsatz von ionischen Flissigkeiten gibt es bis dato keine Produktaufbereitung. CAPB
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ist groBtechnisch im Care Bereich ein vielseitig eingesetztes Tensid mit zusatzlichen
hervorragenden Eigenschaften [Leidreiter et al. 1997]. Das CAPB bewirkt eine Anderung des
thermodynamischen Phasenverhaltens der Reaktionsmischung, wobei das Glycerol als polare
Komponente besser in der unpolaren lipiden Phase I6slich ist. Dadurch verkleinert sich die
Mischungsliicke und es steht stoffmengentechnisch mehr Glycerol in der unpolaren Phase, in
der die Umsetzung zu Glycerolmonolaurat stattfindet, zur Verfligung (siehe Abb 8.2 B). Somit
verschiebt sich das thermodynamische Reaktionsgleichgewicht weiter auf die Seite von
Glycerolmonolaurat. Dieser Effekt ist durch die in dieser Arbeit bestimmte
Gleichgewichtskonstanten in Kapitel 5 belegt (vergleiche Kap. 5).

Werden diese gewonnenen Erkenntnisse in den ProduktionsmaRstab (ibertragen, ergabe sich
eine kostenglinstigere Herstellungsmethode fiir das Tensid-Gemisch mit hoher Selektivitat
von Glycerolmonolaurat durch den Einsatz von CAPB anstelle von tert-Butanol. Das Tensid-
Gemisch besteht hauptsachlich aus Glycerolmonolaurat und Glyceroldiaurat, sowie anteilig
gelostes Glycerol und CAPB, welches in der Reaktion als inerter Loslichkeitsvermittler dient
und zusatzlich im Produkt als Tensid. Bei einem Vergleich zu einer Syntheseroute mit tert-
Butanol als Loslichkeitsvermittler, wird ersichtlich, dass durch Einsparung zweier
Prozessschritte erheblich Kosten eingespart werden konnen (Annahme: bei gleichen
Rohstoffmengen und Kosten, sowie Reaktionsbedingungen). Zudem wird angenommen, dass
CAPB und tert-Butanol gleich teuer sind.

Tabelle 8.2: Vergleich der bendtigten Prozessschritte zur Herstellung des Tensid-Gemisches aus
Partialgyceride ML und DL mit CAPB.

Herstellung mit tert-Butanol Herstellung mit CAPB
1. Batch Reaktion im Reaktor 1. Batch Reaktion im Reaktor
2. Abtrennung Katalysator NVZ 435 © 2. Abtrennung Katalysator NVZ 435 ©
3. Entfernung tert-Butanol mittels -

Destillation.

4. Zugabe CAPB zur Einstellung der -
Produktmischung

5. Abtrennung liberschiissiges 3. Abtrennung liberschiissiges
Glycerol mittel Phasentrennung Glycerol mittel Phasentrennung

Kostentechnisch wird sich die Abtrennung von tert-Butanol wohl am starksten auf die
Herstellungskosten auswirken. Bei diesem vereinfachten Vergleich stehen 5 Prozessschritte
gegeniiber 3 Prozessschritten bei der Herstellung unter Anwendung von CAPB als inerten
Loslichkeitsvermittler.

Bei einem Vergleich der Reaktionen Glycerolyse und Veresterung wiirde bei einer
Ubertragung in den ProduktionsmaRtab eine Glycerolyse im groRen MaRstab durchgefiihrt
werden, da ein Triglycerid komerziell glinstiger ist als eine Fettsdaure. Denn die Fettsdauren
werden durch vorgeschaltete Prozesse aus Triglyceriden gewonnen.
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Des Weiteren sollte sich der Einsatz von inerten Loslichkeitsvermittlern auch positiv auf die
Online-Messung mittels ATR-FTIR-Spektroskopie auswirken. Wie bereits in Kapitel 6
dargestellt, ist die Online-Messung dieser Mehrphasensysteme in der Gesamtmischung nur
schwer reproduzierbar durchzufiihren aufgrund des Phasenverhaltens durch die
Reaktionsteilnehmer. Gerade zu Beginn der Reaktion bei hohen Konzentrationsunterschieden
wirkt sich das negativ auf die Messung aus, da zu diesem Zeitpunkt die Signalintensitaten am
ATR-Kristall bedingt durch die Emulsion stark schwanken zwischen polarer und unpolarer
Phase. Sobald eine gewisse Menge Glycerolmonolaurat gebildet wurde, stabilisiert sich das
Messsignal, da Glycerolmonolaurat in der Mischung als Emulgator wirkt. Nichtsdestotrotz ist
die Reaktion mit Uberschuss an Glycerol nur in der unpolaren Reaktionsphase reproduzierbar
mittels Online-FTIR Analytik zu verfolgen (vergleiche Kapitel 6) unabhangig von den zugrunde
gelegten mathematischen Modell (Hardmodell IHM oder Softmodell PLS). So konnten mit
beiden Auswertemodellen die mehrphasigen Reaktionen nur mit erheblichen
Einschrankungen verfolgt werden. Die ausschlaggebendste Einschrankung ist durch das
Phasenverhalten der Reaktionsteilnehmer begriindet und ladsst, sobald eine polare
Komponente im Uberschuss vorliegt, eine reproduzierbare Online-Analytik nur in der
unpolaren Phase zu. Und wie aus Kapitel 4 herausgearbeitet, fithrt ein Uberschuss an Glycerol
zur Optimierung der Selektivitdat von Glycerolmonolaurat, weshalb eine Reaktionsverfolgung
mittels Online-FTIR-Analytik fiir diese Reaktionssysteme im Glycerol-Uberschuss ein wichtiger
zukiinftiger Schritt ware. Losbar ist dieses Problem entweder iber das Reaktordesign (Mixer-
Settler), einer in-situ Phasentrennung, Beschichtung des ATR-Kristalls oder der frontale Einsatz
einer Ultraschallsonde gegeniiber des ATR Kristalls. Diese verschiedenen Ansatze sind jedoch
mit einem groReren Entwicklungsaufwand verbunden und es muss sich des Weiteren durch
erst Versuche mit dem in dieser Arbeit untersuchten Reaktionssystem herausstellen wie
zielfihrend diese Ansatze sind.

AulBerdem konnte durch Anpassung der Modelle das Problem gelost werden, indem eine
Software-Klassifizierung der Spektren stattfindet. Durch spezifischen Banden oder Signalen
oder Signalverschiebungen die Umgebungsabhangig sind, wird dieses Spektrum in die Klasse
der jeweiligen Phase und nach der Spektren Giite eingeordnet. Die einzelnen Spektren der
verschiedenen Klassen sind dann mit dem fiir die Phasen entwickleten chemometrischen
Modelle zu analysieren. Im Beispiel des Glycerol-Uberschuss miissten die Spektren der polare
Phase, welche nur Glycerol als Komponente besitzt aufgrund des Phasenverhaltens des
Reaktionssystems ebenfalls nur mit der FTIR-Analytik zu erfassen sein. Das wiirde bedeuten,
dass in diesem Fall keine Uberwachung in der polaren Phase der Produktkomponenten
moglich ware. Somit missten die viel seltener gemessenen Spektren der dispersen unpolaren
Phase ebenfalls durch die Klassifizierung herausgefiltert werden und nur diese fir den
Konzentrationsverlauf der Produktkomponenten chemometrisch ausgewertet werden.

Ein weiterer Ansatz zur Verbesserung, ware die Verknlipfung mit dem Einsatz eines inerten
Loslichkeitsvermittlers, beispielsweise CAPB. Wie bereits beschrieben, bewirkt CAPB eine
Verkleinerung der Mischungsliicke (siehe Kapitel 4), also eine bessere Loslichkeit von Glycerol
in der lipiden Reaktionsphase. Hierbei ist aber bestimmend wie viel CAPB eingesetzt wird. In
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den Versuchen dieser Arbeit wurden 5 Gew-% von CAPB eingesetzt. Wird der Anteil auf 15
Gew.-% erhoht, wird die Gesamtreaktionsmischung einpashig und damit ist eine Online-FTIR-
Analytik im Gesamtsystem moglich, da der Anteil der lipiden Reaktionsmischung grofRer wird
oder das Gesamtsystem ab einer Menge von ungefdhr 15 Gew.-% CAPB einphasig wird. In
diesem Fall kdnnte eine Prozesssteuerung fiir das Mehrphasensystem etabliert werden.

In Kapitel 7 dieser Arbeit wurden fiir eine einphasige Biotransformation eine erfolgreiche
Umsetzung eine diskontinuierliche und eine kontinuierliche Prozesssteuerung mittels
Online-FTIR-Analytik beschrieben. Dabei wurde Uber die chemometrische Auswertung der
FTIR-Spektren und bestimmten definierten Soll-Werten die Zulaufrate von 1-Decanol mittels
einer Mikrozahnradpumpe gesteuert. Denkbare Einsatzmdoglichkeiten sind die Umsetzung von
Fed-Batch-Reaktionsfiihrungen oder die Definition von kinetischen Stopp-Kriterien bei
maximaler Ausbeute eines Produktes. Zudem wird es bei den gestiegen Prozessanforderungen
der Industrie 4.0 vermehrt wichtig industrielle Produktionsprozesse online zu Gberwachen,
um Prozessparameter zu digitalisieren und somit die Mdéglichkeit zu schaffen, Prozesse zu
steuern und zu automatisieren.

Es lasst sich abschlieRend festhalten, dass eine Zusammenfihrung der zuvor diskutierten
Forschungsthemen, den Einsatz von CAPB als inerten Loslichkeitsvermittler sowie die
Etablieren einer Online-FTIR-Analytik, weiteres Potenzial fiir die weitere Forschungsarbeiten
besitzt. So kdnne eine Online-Analytik zur Etablierung einer Prozesssteuerung auf die
industriell wichtige Mehrphasenreaktion zur Herstellung von Partialglyceriden MAG und DAG
Ubertragen werden. Mogliche Anwendungsgebiete waren mittels einer Definition von
kinetischen Parametern (z. B. die Bildungsrate an MAG) eine Prozessfiihrungsstrategie zu
entwickeln, die zu einer weiteren Optimierung der Reaktion flihrt.
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9 Zusammenfassung

Im Fokus dieser Arbeit wurde die Reaktionsselektivitat der biokatalytischen Synthese von
Partialglyceriden, speziell Glycerolmonolaurat, untersucht und dariiber hinaus die Etablierung
einer Online-FTIR-Analytik an diesen Reaktionenssystemen umgesetzt.

Daflir wurden in Kapitel 4 fiir zwei unterschiedliche Reaktionssysteme, der Veresterung von
Glycerol und Laurinsdure, sowie der Glycerolyse von Glyceroltrilaurat, die moéglichen
Einflussfaktoren auf die Selektivitat Sm. im Detail untersucht. Es stellte sich heraus, dass das
Substratverhaltnisse einen libergeordneten Einfluss auf die Selektivitdt hat. Somit fihrt ein
molarer Uberschuss an Glycerol von mindestens zwei zu eins zur Sdure oder Gyceroltrilaurat
in der l6sungsmittelfreien Reaktion zu einer Selektivitdt Sy von maximal 60%, unabhangig
vom Reaktionsmechanismus. Die Temperatur hat einen geringeren Einfluss auf die
Reaktionsgeschwindigkeit. Den groRten Einfluss auf die Selektivitdit hat das
thermodynamische Phasenverhalten des Reaktionssystems. Dieses wurde detailliert in
bindren, sowie ternaren Phasendiagrammen experimentell sowie mit Hilfe von theoretischen
Modellierungen beschrieben. Die Reaktionsteilnehmer liegen in zwei fllissigen Phasen vor,
wobei der Biokatalysator Novozym 435® in der unpolaren Phase, in der die Reaktion
stattfindet, dispergiert vorliegt. Das Glycerol kann sich mit dem Fortschritt der Reaktion durch
die Bildung von Glycerolmonolaurat und dessen Vermittlung Uber hohere
Wasserstoffbriickbindungsfahigkeiten vermehrt in der unpolaren Phase l6sen. Es enden
jedoch alle I6sungsmittelfreien  Reaktionen im gleichen thermodynamischen
Reaktionsgleichgewicht und die Selektivitat Smi ist somit limitiert bei < 60%.

Zusatzlich wurde die einphasige Reaktion von Laurinsdure und 1-Decanol zur Etablierung einer
Online-Prozesssteuerung mittels inline ATR-FTIR-Spektroskopie untersucht. Die Offline-
Versuche, sprich die Batch-Versuche mit unterschiedlichen Subtratverhaltnissen und die
Fed-Batch-Versuche mit unterschiedlichen Zulaufraten an 1-Decanol, dienen als Datenbasis
fur die Kalibrierung des chemometrischen Modells in Kapitel 7.

In Kapitel 5 wurde durch den Einsatz an 5 Gew.-% CAPB erfolgreich gezeigt, dass die
Selektivitat Sm. auf ca. 65% ansteigt, bedingt durch die bessere Loslichkeit von Glycerol in der
lipiden Phase (ca. 15 Mol.-% mehr). Das thermodynamische Reaktionsgleichgewicht
verschiebt sich somit in Richtung Glycerolmonolaurat. Dieses Ergebnis ist vergleichbar zum
Einsatz von 5 Gew.-% tert-Butanol, welches auch zur Steigerung der Selektivitat Sm. auf 65%
flhrt. AuRerdem wird das Reaktionsgemisch im thermodynamischen Gleichgewichtspunkt bei
Umsatz von >95% LS und einer Zusammensetzung von 23 Mol.-% Glycerol, 45 Mol.-% ML, 25
Mol.-% DL und 7 Mol.-% TL in der lipiden Produkphase am Ende der Reaktion durch Zugabe
von 15 Gew.-% CAPB einphasig.

Die Mbglichkeit der Online-Uberwachung der Mehrphasenreaktionen wurde in Kapitel 6
aufgezeigt. Alle Reaktionen wurden neben der GC- und Sadurezahl-Titration-Offline-Analytik
ebenfalls mittels ATR-FTIR-Spektroskopie vermessen. Durch die Korrelation der Offline-
Datenbasis und der spektralen Daten im Bereich von 1800 bis 800 cm™ wurden mittels des
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Softmodells Partial-Least-Squares-Regression (PLS) und des Hardmodells IHM (Indirect Hard
Modellierung) jeweils chemometrische Modelle erstellt und auf unbekannte Datensatze
angewendet. Beide Modell-Ansatze waren in der Lage die Reaktionsteilnehmer in der lipiden
Reaktionsphase mit einem Vorhersagefehler RMSEP < 6 Mol.-% vorherzusagen. Eine Online-
Uberwachung im Gesamtsystem war nur mit Einschrinkungen und einem Fehler
RMSEP > 15 Mol.-% fir die Komponente Glycerol moglich. Dieses ist bedingt durch die
Kombination der ATR-Messtechnik und dem Phasenverhalten der Reaktionssysteme. Es hat
sich gezeigt, dass der IHM-Algorithmus aufwandiger in der Datenvorbehandlung fiir das
Erstellen der Spektralmodelle ist, hierdurch wird jedoch die Kalibrierung kiirzer im Vergleich
zum PLS-Algorithmus. Der bedeutendste Vorteil des IHM-Algorithmus ist, dass bereits vor der
Kalibrierung der chemometrischen Modelle qualitative Aussagen (iber den Verlauf der
Reaktion durch die Spektralmodelle moglich ist.

In Kapitel 7 wurde erfolgreich eine Online-Prozesssteuerung mittels der etablierten inline ATR-
FTIR-Spektroskopie fir die einphasige Biotransformation von 1-Decanol und Laurinsdure
druchgefiihrt. Die Zulaufrate von 1-Decanol wurde dabei diskontinuierlich und kontinuierlich
gesteuert. Bei der diskontinuierlichen Prozesssteuerung wurde als Prozess-
steuerungsparameter die zeitliche Anderung des Stoffmengenanteils von 1-Decanol
dX1-pecanol/dt und die Anderung des absoluten Stoffmengenanteils an 1-Decanol Xi-pecanol
verwendet. Bei der kontinuierlichen Prozesssteuerung wurde der zeitliche Verbrauch an
Laurinsdure dXiaurinssure/dt als Prozesssteuerungsparameter verwendet. Dadurch konnte der
Parameter dXiaurinsiure/dt durch die kontinuierliche Anpassung der Mikrozahnradpumpe
mittels eines Pl-Reglers konstant gehalten wurde. Dieses ermdoglicht nun die Prozesskontrolle
flir Veresterungsreaktionen mit Polyolen, wie z. B. Glycerol.

Im Kapitel 8 wurden alle Ergebnisse Ubergreifend diskutiert und daraus mogliche weitere
Arbeiten entwickelt und im Ausblicke erdrtert. Zusammenfassend kann geschlussfolgert
werden, dass eine losungsmittelfreie Synthese unter Zuhilfenahme des inerten Tensides
Cocoamidpropyl Betain zur Steigerung der Selektivitat von Glycerolmonoaurat fihrt und im
Vergleich zur Verwendung des organischen Losungsmittel tert-Butanol erhebliche
Einsparungen im Produktionsprozess moglich sind. Des Weiteren kann durch den Einsatz von
CAPB die Moglichkeit erbracht werden, die Reaktionen im Gesamtsystem mittels ATR-FTIR-
Spektroskopie online zu Giberwachen, da nur noch eine Phase vorliegt.
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Tabelle A.1: Verwendete Chemikalien und Hersteller/Vertreiber.

Chemikalie

Hersteller/Vertrieb

1-Decanol, >98%
1,3-Glyeroldilaurat, 99,8 %
Chloroform, p.a.
Chloroform-d, 99.8 atom % D
Cocoamidpropyl Betain

VWR International GmbH; Darmstadt, D
TCl Germany GmbH, Eschborn, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Bereitgestellt durch Evonik Industries AG

Ethanol, vergillt
Glycerin, p.a.
Glycerolmonolaurat, 99,6%
Glyceroltrilaurat, 98,5 %
Laurinsdure, >98%
MSTFA
Novozym 435
Phenolphtalein
Pyridin, wasserfrei, 99,8%
tert-Butanol, >99%
Tricaprin, p.a.

A.1.2 Gerate

Carl Roth, Karlsruhe, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
TCl Germany GmbH, Eschborn, D
TCl Germany GmbH, Eschborn, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, D
Novozymes, Bagsverd, DK
Riedel de Haen, Seelze, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, D

Tabelle A.2: Verwendete Gerate und Hersteller.

Gerat

Hersteller

ATR Fasersonde, IN350-T

Bruker Optik GmbH, Ettlingen, D

ATR Sonde, MIRacle

1H-NMR AVANCE | 400 MHz

Spektrometer (AV4001)

Pike Technologies, Madison WI, USA
Bruker Optik GmbH, Ettlingen, D

Feinwaage, CP224S

Flaschenaufsatzbiirette, Titrette

FT-IR, Matrix MF
FT-IR, Vertex 70
GC, Agilent 7890A
GC, HP Agilent 5890

Sartorius GmbH, Gottingen, D
Brand GmbH + Co KG, Wertheim, D
Bruker Optik GmbH, Ettlingen, D
Bruker Optik GmbH, Ettlingen, D

Agilent Technologies Deutschland GmbH, Boblingen, D
Agilent Technologies Deutschland GmbH, Béblingen, D
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GC-Saule VF5-ht Ultimetal Agilent Technologies Deutschland GmbH, Béblingen, D
Karl Fischer Titrator, TR152 \ Schott-Gerate GmbH, Ludwigshafen, D
Mikrozahnradpumpe mzr-2905 HNP Mikro-systeme GmbH
Steurungseinheit, I/O-Modul AAST \ Delphin Technology AG; Bergisch-Gladbach, D
Tischzentrifuge Rotina 420 R Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttingen, D

A.2 Methoden

A.2.1 Analytikmethoden
Sdurezahltitration & Berechnung der theoretischen Saurezahl

Der Sauregehalt der Reaktionsmischungen wurde in dieser Arbeit iber die Sdurezahltitration
ermittelt. Uber die Sdurekonzentration kann der Umsatz der Fettsiure direkt bestimmt und
aufgetragen werden. Fiir die Titration der Sdurezahl wird eine entsprechende Menge Probe in
einem Glaskolben eingewogen und anschlieRend in einem geeigneten LOsungsmittel
vollstandig geldst (z.B. Ethanol). Als Indikator wird 1%ige ethanolische Phenolphtaleinldsung
zugegeben und mit 0,1 M ethanolischer Kaliumhydroxidlésung bis zum Umschlagspunkt mit
einer Flaschenaufsatzbirette (Titrette, Brand GmbH + Co KG, Wertheim, D) titriert.

Die Saurezahl ist definiert als die Menge KOH in mg, die bendtigt wird, um die in 1 g zu
untersuchende Probe enthaltenen freien Sauren zu neutralisieren. Mit der bekannten
Einwaage der Probe, der Konzentration und dem Volumen der zugegebenen Lauge und dem
Molekulargewicht von KOH (56,1 g/mol), kann die Sdurezahl wie berechnet werden (siehe
Gleichung 50). Mit Zuhilfenahme der Berechnung der theoretischen Saurezahl (siehe
Gleichung 51) kann der Umsatz der Fettsdure (siehe Gleichung 52) berechnet werden.

g mol
VKOH ,Lsg [mL] ‘M KOH |:mO|:| *Cxon ,Lsg |:Lj|

Saurezahl(5z) = xox [ma] _

(49)
mPfObe[g] mProbe[g]
M KOH _L_
Theor.Saurezahl(SZ,,,, ) = Myon [MA] _ Msael 01 _mol | 1000 [mg] (50)
mProbe[g] mGesamt[g] M ) i 1[ ]
Saure_mol
SZ —SZ(t
Xis = thgozrt'h © (51)
eor.
Masse KOH MKOH [g]

Masse der Probe Mprobe (g]
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Masse Saure Mssure (8]
Volumen der KOH-Lésung VkoH,Lsg [mL]
Molekulargewicht KOH Mo [g mol]
Molekulargewicht Siue Mssure [g mol™]
Konzentration der KOH-Lésung CKOH,Lsg [mol L]

Karl-Fischer-Titration

Die volumetrische Karl-Fischer-Titration wurde fiir die Bestimmung des Wassergehalts bei der
enzymatischen Veresterung von 1-Decanol und Laurinsdure verwendet. Bei der Methode wird
unter Anwesenheit von Methanol, Schwefeldioxid und Imidazol, das in der Probe vorhandene
Wasser bei der Umsetzung von lod zu lodid und Methylsulfit zu Methylsulfat verbraucht.
Sobald das gesamte Wasser reagiert hat, stoppt die Umsetzung der Titrationskomponenten.
Uber den Verbrauch der lod-MaRlésung kann auf den Wassergehalt geschlossen werden.
Uber eine Leitfihigkeitselektrode wird der Endpunkt der Titration detektiert. Fiir die
Wasserbestimmung kam ein System mit einem Autotitrator zum Einsatz (TR152, Schott-
Geradte GmbH, Ludwigshafen, D). In die Probenkammer des Autotitrator wurde vor Zugabe der
Probesubstanz eine methanolische Stammldsung vorgelegt (die Stammldsung enthalt
Imidazol, lod und Schwefeldioxid). Die Probesubstanz kann gegebenenfalls vor Zugabe mit
Chloroform komplett gelést werden. Nach Zugabe wurde bis zum Umschlagspunkt titriert, um
die im Losungsmittel enthaltene Wassermenge zu verbrauchen. Zusatzlich muss die
Neutralisationskapazitdt (Kiogisg.) der lodstammlosung durch Zugabe definierter
Wassermengen bestimmt werden. Uber die verbrauchte lodmaRlésung kann der
Wassergehalt berechnet werden (siehe Gleichung 53).

My MOy | Vioa,sg [ML] Myy,0 (52)
§HZO - - : KIod,Lsg.
mGesamt g mProbe [g] mL

Massenanteil Wasser €H,0 [mgr20 g71]

Masse Wasser MH20 (g]

Masse Gesamt MGesamt (g]

Masse der Probe Mprobe (g]

Volumen der lodlésung Viod,Lsg [mL]

Neutralisationskapazitat der lodldsung Kiod,Lsg [Mgh20 mL?]
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Teilweise wurden die Proben in Losungsmitteln (z. B. Chloroform) vorgeldst. Hierflir musste
die Feuchte von Chloroform separat bestimmt werden und von der Messung der geldsten
Probensubstanz abgezogen werden.

GC-Analytik

Fir die Analyse der Reaktionskomponenten Glycerol, Laurinsdure, Glycerolmono.-, -di und
-trilaurat wurde ein Agilent 7890-Gaschromatograph (Agilent Technologies Deutschland
GmbH, Boblingen, D) mit FID-Detektor verwendet. Die Analyten wurden mit MSFTA
derivatisiert und als Trimethylsilyl-Derivate gaschromatographisch analysiert. Die
Kalibrierung wird mittels internem Standard durchgefiihrt, um systematische Fehler wie
Verluste, Anreicherungen, Wage- und Volumenfehler zu kompensieren [Thiele, Salzer, Zuern
2014]. Als interner Standard wird das Glyceroltriglycerid Tricaprin (1,2,3-Tridecanoyl-glycerol)
eingesetzt.

Probenaufbereitung

Die Proben wurden vor dem Abpipettieren auf 80°C erhitzt und geschittelt, um wahrend des
Uberfiihrens fliissig zu bleiben.

Protokoll zur GC-Probenaufbereitung

1. 10-20 mg Probe abwiegen
- GC-Vial schitteln

- Mittels Pipette 10-20 pL abnehmen und in ein leere GC-Vial
zur Verdinnung Uberfihren

- Einwaage notieren
2. Einwaage verdlinnen
- Einwaage mit 60-facher® Menge an Pyridin-Chloroform-
Losung® verdiinnen
- GC-Vial mit der Verdiinnung verschlieBen und schiitteln
- Warten, bis sich die Probe geldst hat
3. GC-Insert vorbereiten
- In 250uL GC-Einsatz vorlegen:
20 pL Tricaprin'
20 pL MSTFAsS
60 uL Probe aus dem GC-Vial mit der Verdliinnung
4. Derivatisieren
- 45 min Schitteln bei 80°C
- Proben abkihlen lassen

P 60-fache Menge bezogen auf das Volumen. D.h. bei 10 mg Einwaage wird mit 600 pL Pyridin-Chloroform-
Losung verdiinnt.

950 Vol.-% Pyridin-Chloroform-Mischung

"8001 pg/mL+5%

* N-Methyl-N-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid; Reinheit 2 97 %
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Das Schiitteln stellt sicher, dass eine homogene Probe eingewogen wird. Ein genaues
Pipettieren der Probevolumen war aufgrund der Z&dhfliissigkeit der Proben nicht moglich.
Daher wurde die Masse der pipettierten Fllssigkeit bestimmt, wobei der Fehler der Waage
10,1 mg betragt. Die eingewogene Probe wurde mit dem 60-fachen an einer
50 Vol.-% Pyridin-Chloroform-Lésung verdiinnt, d.h. bei 11 mg Einwaage wird mit 660 uL
Pyridin-Chloroform-Losung verdiinnt. Wenn 60 uL dieser verdiinnten Lésung in den GC-

Einsatz Uberfuhrt werden, liegt in jedem GC-Einsatz 1 mg Probe vor.

Die der Temperaturgang der GC-Methode des Gaschromatographen, welcher zur
Untersuchung der Proben verwendet wurde, ist in Tabelle A.3 dargestellt.

Tabelle A.3: Temperaturgang der verwendeten GC-Methode GLYC.M
Time [min] T[°C] Holdtime [min] Run time [min]

Initial 50 3,5 3,5

15 180 0 12,2
7 280 0 26,5
10 380 10 46,5

Tabelle A.4: Responsefaktoren, Retentionszeiten und R? aus Kalibrierungsreihe

Bezeichnung Retentionszeit [min] Responsefaktor R2
Glycerol 5,7 5.319.759 0,9988
Laurinsaure 9,2 7.517.057 0,9970
Monolaurin 12,8 9.035.516 0,9989
Dilaurin 21,0 12.798.864 0,9989

Tricaprint 23,8 - -
Trilaurin 28,0 14.334.880 0,9993

Auswertung

Zur Auswertung der GC-Analytik mittels internen Standards wird zunichst der Mittelwert A;g
der peak-Flachen Ajg; des internen Standards Uber alle n Proben gebildet:

i=n
_ i—1 Alsi
AIS — 21—1 IS,i (53)
Die von dem Fehler der GC-Injektion korrigierte Flache Ay ; korrigiert fUr die Komponente x ist
somit:
_ A
AX,i,korrigiert = A_ ) Ax,i (54)
1S,i

Interner Standard
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Die Responsefaktoren RF haben bedingt durch die Kalibrierung die Einheit:

peakfliche [ L ]
Konzentration im Insert Lmmol

Die Stoffmenge njpsert iM 250 pL GC-Insert berechnet sich lber die Konzentration Cipgert im
GC-Insert wie folgt:

Ax,i,korrigiert 1
Cinsert = RF [mI:O ] (55)
1 -
Ninsert [MMOI] = Cingere [22%] - 100 - 107 [L] (56)

Der Molanteil n%, der Komponente x berechnet sich dann tber:

n% _ ninsert,x (57)
X — =
Zi:i rlinsert,x
. C . .
Zur Bestimmung der absoluten Stoffmengen n, = —*—— der Komponente x im Reaktor ist
VReaktor(t)

die volumenbezogene Konzentration c, notwendig. Die Konzentration im I6sungsmittelfreien
System berechnet sich wie folgt:

ninsert,x[mOI] ' MX [%]

Vinsert,x[llL] = (58)
px || - 1000
ninsertx[mmou
C = - 59
' Vinsert,x[llL] (59)

1H-NMR Analytik

Fir die Analyse der Acylmiration von Glycerol-2-monolaurat zu Glycerol-1-monolaurat wurde
eine 'H-NMR Analyse am H-NMR AVANCE | 400 MHz Spektrometer (AV4001) von Bruker Optik
(Bruker Optik GmbH, Ettlingen, D) an der Uni Hamburg in der NMR-Abteilung im Fachbereich
Chemie durchgefiihrt. Dazu wurden 10 mg Probe in 10 mL deuterierten Chloroform
(Chloroform-d) geldst und bei 400 MHz vermessen. Eine Spektren Auswertung und Zuordung
der Peaks wurde direkt vorort an der UNI Hamburg zusammen mit dem Fachmitarbeiter der
NMR-Abteilung unternommen.

FT-IR-Analytik

Fir die FT-IR Analytik wurden zwei verschiedene Gerate verwendet, zum einen das Vertex 70
und das Matrix MX (beide von Bruker Optik GmbH, Ettlingen, D). Beide Spektrometer waren
mit der externen ATR-Fasersonde ,IN350-T“ ausgestattet. Die Sonde hat eine Lange von
1,5 m und einen Durchmesser von 6 mm mit einer Diamantspitze. Zuséatzlich wurden fiir
Feststoffproben und schnelle Analysen die externe Sonde MIRacle-ATR (Pike Technologies,
Madison WI, USA) verwendet. Uber den in eine Fliche eingebauten Kristall kann die zu
untersuchende Substanz aufgegeben und Uber einen Aluminiumfinger bei konstantem
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Anpressdruck vermessen werden. Fiir die Auswertung der Spektren wurde die Software OPUS
(Version 6.0 und 6.5) verwendet. Hierbei wurde das Quant2-Modul zur multivariaten
Auswertung verwendet.

A.2.2 Chemometrie

Die chemometrischen Modelle wurden mit der Software PEAXACT (SPACT GmbH, Aachen, D)
in der Version 3.6.2 erstellt. Dabei wurde ein deterministisches nichtlineares Modell nach der
Methode des Indirect Hard Modeling sowie ein statistisches Modell nach der
Regressionsmethode Partial Least Squares zur Modellbildung eingesetzt.

Partial Least Squares - PLS

Grundlage fir die Modellierung mittels PLS-Algorithmus ist eine ausreichend groRe und
reprasentative Datenbasis zum Kalibrieren (,, Trainieren”) des Modells. Diese wurde wahrend
der Batch- und Fedbatch-Versuche in Form von online (FTIR-Absorptionsspektren) und Offline-
Daten (GC-Analytik der Zusammensetzung) erstellt.

In der Software PEAXACT wurde fiir jede Komponente das Modell mit dem kleinst moglichen
Rang ausgesucht, welches das System hinreichend gut beschreibt. Als Auswahlkriterium wird
das Modell n gewahlt, welches fir die jeweilige Komponente den minimalen RMSEP (siehe
Kap. 1.8) aufweist. Dabei wird der Rang n = 5 nicht Gberschritten.

Das PLS Modell wurde durch die Datenvorbehandlung (data pretreatment settings) und
insbesondere durch die Wahl des Spektralbereiches optimiert (spectral range selection). Es
gilt dabei besonders die Spektralbereiche, welche starkes Rauschen enthalten oder keine
signifikanten Anderungen {iber den Reaktionsverlauf aufweisen auszulassen, um den Anteil
des Schatzfehlers am Vorhersagefehler zu minimieren.

Indirect Hard Modeling - IHM

Die Modellierung erfolgt in folgenden Schritten (vergleiche Abbildung 1.21) :

1. Reinstoffmodelle erstellen (pure component modeling)
a) Aufnahme der Reinstoffspektren
b) Erstellen der ,hard models” der Reinstoffe (model fitting)
c) Uberpriifen der Plausibilitdt der Reinstoffspektren (component fitting")

= ggf. Korrektur der Reinstoffmodelle

2. Mischungsmodell erstellen (mixture modeling)

a) Import der Reinstoffmodelle

Y Beim component fitting werden die spektralen Anteile einer jeden Komponente am Gesamtspektrum auf
Basis der Reinstoffspektren bestimmt.
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b) Anwenden des unkalibrierten Modells auf die Mischungsspektren

(component fitting)
= ggf. Anpassen der Modellflexibilitat

= ggf. Nachbessern der Reinstoffmodelle
3. Kalibrieren und Validieren

Intern, extern, ggf. Datenvorbehandlung

Erstellen der Reinstoffmodelle

Zum Erstellen der hard models der Reinstoffe werden parametrisierte peak-Funktionen an die
Reinstoffspektren angepasst, sodass die Residuen (Abweichungen vom zu modellierenden
Reinstoffspektrum) minimal werden (vergleiche Abbildung 1.21) Hierbei ist darauf zu achten,
dass so wenige peaks wie moglich aber so viele wie nétig verwendet werden, um das
Absorptionsspektrum des Reinstoffes nachzubilden. Werden zu viele peaks verwendet, kann
es analog zur PLS Methode zu ,overfitting”“ kommen. D.h. das Modell liefert gute Vorhersagen
fiir die Kalibrierung, aber schlechte Werte fir die Vorhersage unbekannter Daten (externe
Validierung). Werden zu wenig peaks angepasst, kann es zum ,,underfitting”“ kommen und das
Modell bildet nicht wesentliche Komponenten ab. Als Faustregel gilt: es miissen so viele peaks
angepasst werden, dass die Residuen kleiner als 1% der Gesamtamplitude sind. Es sollte beim
Anpassen der peaks darauf geachtet werden, dass die peaks nicht lGberlagern, d.h. auf der
gleichen Position (Wellenzahl) liegen. Relativ groRe peaks sollten durch mehrere kleine ersetzt
werden. Dies ermoglicht ein genaueres component fitting bei geringer Modellflexibilitat (siehe
S. 155 ,, Anpassen der Modellflexibilitat”).

Uberpriifen der Plausibilitit der Reinstoffspektren

Zum Uberpriifen, ob die Reinstoffmodelle hinreichend genau modelliert wurden, wird
zunachst ein ,component fitting” der Reinstoffmodelle auf alle Absorptionsspektren der
Reinstoffe durchgefiihrt. Dabei werden die spektralen Anteile einer jeden Komponente am
Gesamtspektrum auf Basis der Absorptionsspektren der Reinstoffe bestimmt. Im Idealfall hat
z. B. das hard model ,Laurinsdure” im Absorptionsspektrum des Reinstoffes Laurinsaure ein
,Gewicht” (weight) von 1, wahrend die Gewichtung bei allen anderen Absorptionsspektren
der Reinstoffspektren 0 betrdagt. Hat Laurinsdure im Absorptionsspektrum des Reinstoffes
einer anderen Komponente ein weight > 0 heiflt dies, dass das Modell zwischen den beiden
Komponenten nicht genau differenzieren kann. In diesem Fall missen die beiden Modelle in
jenen Bereichen prazisiert werden (Residuen der Reinstoff hard models minimieren), in denen
sie sich unterscheiden. Es wurden jeweils 3 Reinstoffspektren (3-fache Aufnahme derselben
Probe) angepasst. Die absoluten Werte der Gewichtungen der Komponenten (component
weights) sind hierbei irrelevant.
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Erstellung des Mischmodels

Das Mischungsmodell modelliert das Reaktionsspektrum¥ durch Einpassen aller
Reinstoffmodelle in das Reaktionsspektrum. Das Einpassen erfolgt durch die Software
PEAXACT so, dass die Residuen minimal werden. Zum Erstellen des Mischungsmodells wird
ein neues Modell erstellt und alle Reinstoffmodelle in das neue Mischungsmodell importiert.
Im nachsten Schritt werden die spektralen Anteile einer jeden Komponente an den
Reaktionsspektren auf Basis der Reinstoffspektren ermittelt (component fittings). Die Verlaufe
dieser Anteile (Gewichtung/weights) Uber die Zeit werden qualitativ mit den Verlaufen den
offline ermittelten Reaktorkonzentrationen verglichen und auf Plausibilitdt untersucht.
Hierbei ist zu beachten dass die Skalierung der gewichteten Komponenten (weight
components) erst durch die Kalibrierung erfolgt. Kommt es bei einer Komponente zu
unplausiblen Verlaufen, muss das entsprechende Reinstoffmodell nachgebessert werden.
Dies geschieht durch Minimierung der Residuen oder durch Einschrankungen der
Modellflexibilitat.

Anpassen der Modelflexibilitat

Die Modellflexibilitat bestimmt, wie variabel die peaks in die zu modellierenden
Reaktionsspektren eingepasst werden dirfen. Dies kann u.a. durch Variation der peak-
Parameter, Basislinienverschiebungen und Komponentenverschiebungen erfolgen. Dabei
flihrt ein hoher Freiheitsgrad des Modells zu geringeren Residuen, weil das Modell mehr
Moglichkeiten hat, die peaks anzupassen. Dies erschwert allerdings das Unterscheiden von
Komponenten, die Absorptionsbanden im gleichen Wellenzahlbereich aufweisen. Ein zu
starres Modell bezieht nichtlineare Effekte wie Basislinieneffekte, Peakverschiebungen oder —
formanderungen nicht ein.

Kalibrierung

Die Kalibrierung des Modells erfolgt durch Regression der spektralen Anteile gegen die
Massenkonzentration bzw. die Molanteile. Zur Kalibrierung wurden Reaktionsspektren
reprasentativer Versuche verwendet. Im Vergleich zur PLS-Methode sind weniger
Kalibrierspektren notwendig.

Validierung

Nach Abschluss der Modellbildung, wird das erzeugte Modell validiert. Die Validierung
ermoglicht eine Aussage Uber die Glite der Vorhersage des Modells. Dabei gibt es zwei Arten
der Validierung: die interne und die externe Validierung.

Interne Validierung

Zur internen Validierung wird das Verfahren der Kreuzvalidierung angewandt (cross
validation). Hierbei werden alle Daten, die zu Kalibrierung eingesetzt werden auch zur
Validierung eingesetzt. Dies geschieht indem einige Datenpunkte weggelassen und vom zuvor

v FTIR-Absorptionsspektren, die wahrend der Reaktion aufgenommen wurden
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erstellten Modell vorhergesagt werden. Die Abweichung der Vorhersage vom weggelassenen
Datenpunkt ergibt den root mean square error of cross validation (RMSECV). Er wird nach
folgender Gleichung berechnet [Kessler 2007]:

n

1 2
RMSECV = NZ(Xpredicted Cvi— XtI'ue,i) (60)

1

durch interne Kreuzvalidierung vorhergesagtes Wert eines

X . .
predicted CVii Merkmals (feature value z. B. mol/mol)

Xtruei Wert der zur Kalibrierung verwendeten training sample

N Anzahl der training samples

Externe Validierung

Die externe Validierung verwendet zwei getrennte Datensets zur Kalibrierung und Validierung.
Unter der Voraussetzung, dass das Testdatenset genauso reprasentativ fiir den untersuchten
Datentraum ist wie das Kalibrierdatenset, ist die externe Validierung am zuverlassigsten, um
den zu erwartenden Vorhersagefehler zu bestimmen. ,Ein Validierdatenset muss genauso
sorgfaltig gewahlt werden wie die Kalibrierdaten und die Folge davon ist, dass mehr Proben
bendtigt werden als fiir die Kreuzvalidierung.” [Kessler 2007]. Die Abweichung der Vorhersage
vom externen Datenpunkt ergibt den root mean square error of prediction. Der RMSEP
berechnet sich nach folgender Gleichung [Kessler 2007]:

NI
1 , , 2
RMSEP = WZ(X predicted,i — X true.i) (61)
i

Vom Modell vorhergesagter Wert eines Merkmals (feature

!
X . .
predicted,i value z. B. mol/mol)

Wert eines Merkmals einer unabhéngigen (externen) test
sample
Anzahl unabhéangiger (externer) test samples

X' true
NI
Der RMSEP (root mean square error of prediction) gibt den Vorhersagefehler in der jeweiligen
Einheit der Kalibrierung an%. Der Fehler muss relativ zur Konzentration der Komponente in der
Reaktionsmischung betrachtet werden. Bei der Interpretation des RMSEP muss auRBerdem
beachtet werden, dass offline-Messwerte vom Modell als ,,wahre Werte" betrachtet werden,

obwohl diese ebenfalls fehlerbehaftet sind. Komponenten deren offline-Analytik starker
fehlerbehaftet ist, werden entsprechend schlechter vom Modell vorhergesagt.

Y (d.h. ein RMSEP von 0,1706 entspricht einem Vorhersagefehler von 17 Molprozent)
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A.2.3 Synthesen
Synthese von Decyllaurat

Fir die Synthese von Decyllaurat wurde ein 0,25 L doppelwandiger Blasensdulenreaktor
verwendet. Die Reaktion wurde bei 55,6 °C mit einer Luftbegasung von 0,75 L/min.
durchgefiihrt. Die Batch-Versuche wurden dquimolar (jeweils 200 mmol ->40g LS & 31,7 g
1-DeOH), mit LS-Uberschuss (300 mmol (60 g) LS & 200 mmol (31,7 g) 1-DeOHl), sowie mit
1-DeOH-Uberschuss (134 mmol (26,8 g) LS & 200 mmol (31,7 g) 1-DeOH) durchgefiihrt. Dabei
wurde die Laurinsdure jeweils im Reaktor vorgelegt bis diese geschmolzen war. Die Fed-Batch-
Versuche wurden ebenfalls dquimolar (200 mmol LS (40 g) im Reaktor und 200 mmol 1-DeOH
(31,7 g) im Vorlagebehilter) durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden durch die Zugabe von
1 Gew.-% Novozym 435° gestartet. Das Substrat 1-DeOH wurde bei den Fed-Batch-Versuchen
mittels einer Mikrozahnradpumpe dem Blasensiulenreaktor zugefiihrt. Uber den
Reaktionsverlauf wurden Proben entnommen und mittels Saurezahl-Titration und
Gaschromatographie vermessen. Zusatzlich wurde die Reaktion online mittels der FTIR-
Spektroskopie vermessen.

Umsetzung von Glycerol und Laurinsdaure zu einem Partialglycerid-Gemisch

Fiir die Umsetzung der Substrate wurde ebenfalls ein 0,25 L Blasensdulenreaktor verwendet.
Die Reaktion wurde mit unterschiedlichen Temperaturen und molaren Substratverhaltnissen
durchgefiihrt. Die Batch-Versuche wurden jeweils mit Uberschuss Glycerol und Uberschuss
Laurinsaure durchgefihrt (genaue molare Substratverhaltnisse siehe Kapitel 4.5.1). Die Fed-
Batch-Versuche wurden mit Uberschuss Glycerol und einer Zulaufrate von 0,25 mL/min
Laurinsaure durchgefiihrt. Das Substrat Laurinsdaure wurde bei den Batch-Versuchen jeweils
vorgelegt und nach dem Schmelzvorgang wurde Glycerol dosiert. Mit der Zugabe von 2 Gew.-
% (Batch-Versuche) und 6 Gew.-% (Fed-Batch-Versuche) wurden die Reaktionen gestartet.
Uber den Reaktionsverlauf wurden Proben entnommen und mittels Sdurezahl-Titration und
Gaschromatographie vermessen. Zusatzlich wurde die Reaktion online mittels der FTIR-
Spektroskopie vermessen. Bei den Versuchen unter Einsatz eines interten
Loslichkeitsvermittlers wurden zuséatzlich jeweils 5 Gew.-% Cocoamidpropyl Betain oder tert-
Butanol zu Beginn der Reaktion dosiert.

Synthese von Glyceroltrilaurat

Die Synthese von Glyceroltrilaurat wurde in einem 2 L Blasensaulenreaktor mit einer
Luftbegasung von 8,92 L/min bei einer Temperatur von 80 °C durchgefiihrt. Dabei wurde ein
dreifacher molarer Uberschuss an Laurinsdure im Reaktor zum Schmelzen gebracht. Danach
wurde die entsprechende Menge Glycerol dosiert. Die gesamte AnsatzgrofRe betrug 2196 g.
Durch die Zugabe von 1 Gew.-% Novozym 435®wurde die Reaktion gestartet und bis zum
thermodynamischen Reaktionsgleichgewichtspunkt durchgefiihrt. Uber den Reaktionsverlauf
wurden Proben entnommen und mittels Sdurezahl-Titration und Gaschromatographie



158 | Material & Methoden

vermessen. Am Ende wurde das Enzym abgetrennt und das Produkt in
100 g Chargen portioniert und eingefroren. Diese Chargen dienten dann bei der Umsetzung
von Glycerol und Glyceroltrilaurat als Substrat.

Umsetzung von Glycerol und Glyceroltrilaurat zu einem Partialglycerid-Gemisch

Fir die Glycerolysereaktion wurde ein 0,25 L Blasensdulenreaktor verwendet. Die Reaktion
wurde mit unterschiedlichen Temperaturen und molaren Substratverhaltnissen durchgefiihrt.
Die Batch-Versuche wurden jeweils mit Uberschuss an Glycerol durchgefiihrt (genaue molare
Substratverhéltnisse siehe Kapitel 4.5.2). Das Substrat Glyceroltrilaurat wurde bei den Batch-
Versuchen jeweils vorgelegt und nach dem Schmelzvorgang wurde Glycerol dosiert. Mit der
Zugabe von 3 Gew.-% wurden die Reaktionen gestartet. Uber den Reaktionsverlauf wurden
Proben entnommen und mittels Sdurezahl-Titration und Gaschromatographie vermessen.
Zusatzlich wurde die Reaktion online mittels der FTIR-Spektroskopie vermessen. Bei den
Versuchen unter Einsatz eines interten Loslichkeitsvermittlers wurden zusatzlich jeweils
5 Gew.-% Cocoamidpropyl Betain oder tert-Butanol zu Beginn der Reaktion dosiert.
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B Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle B.1: Symbolverzeichnis lateinische Schriftzeichen

Symbol Einheit

Bezeichnung

Ai - Ausbeute der Komponente i
Ci mol L? Konzentration der Komponente i
D m Durchmesser
do pum Eindringtiefe der evaneszenten Welle
Ea kJ-mol™ Aktivierungsenergie
H m Hohe
ki L molts? Geschwindigkeitskoeffizient der Komponente i
Ki - Thermodynamisches Reaktionsgleichgewicht der Komponente
i
ny - Brechungsindex des ATR-Kristalls
n; - Brechungsindex des Mediums
n; mol Stoffmenge der Komponente i
Py - Phasenverteilungskoeffizient der Komponente iin der Phase y
R? - Regressionskoeffizient
ri mol L1 s? Reaktionsgeschwindigkeit der Komponente i
Si - Reaktionsselektivitat der Komponente i
T °C/K Temperatur
Vim L mol? Molares Volumen der Komponente i
Wi ggt Massenanteil der Komponente i
Xi mol mol? Stoffmengenanteil der Komponente i
Xi - Umsatz der Komponente i

Tabelle B.2: Symbolverzeichnis griechische Schriftzeichen

Symbol  Einheit

Bezeichnung

Dgn J-mol™? Reaktionsenthalpie

a; mol mol™ Aktivitat der Komponente i

Vi - Aktivitatskoeffizient der Komponente i
A pum Wellenldnge der einfallenden

Strahlung
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Tabelle B.3: Abkiirzungen

Abkiirzung Bezeichnung
1,2-DL Glycerol-1,2-dilaurat
1,3-DL Glycerol-1,3-dilaurat
1-DeOH 1-Decanol
1-ML Glycerol-1-monolaurat
2-ML Glycerol-2-monolaurat
A; Reaktionsteilnehmer i
ATR Attenuated total reflectance
CAPB Cocoamidpropyl Betain
COSMO-RS Conductor-like screening model“ fiir ,,real
solvents”
DAG Diacylglyceride
DL Glyceroldilaurat
DSMO Dimethylsulfoxid
FTIR Fourier-Transformations Infrarot
GC Gaschromatographie
Gly Glyerol
HPLC High Performance Liquid Chromatography
IHM Indirect Hard Modeling
LS Laurinsaure
MAG Monoacylglycride
MIR Mittlerer Infrarot
ML Glycerolmonolaurat
NVZ 435°® Novozym 435°®
[0)] Porendurchmesser
o/wW Ol in Wasser Emulsion
Emulsion
PAT Prozessanalysentechnik
PCA Principal Component Analysis
Pl-Regler Proportional Integral Regler
PLS Partial Least Squares
RMSEC Root mean square error of calibration
RMSEP Root mean square error of prediction
S Substrat
Sz Saurezahl
TAG Triacylglyceride
TL Glyceroltrilaurat
w/o0 Wasser in Ol Emulsion

Emulsion
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