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1 Ziele

1.1 Beitrag zu den forderpolitischen Zielen

Das Verbundvorhaben orientierte sich am Férderprogramm ,Nachwachsende Rohstoffe” des
Bundesministeriums fur Erndahrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV), der
Bekanntmachung Uber die Forderung der kooperativen Forschung und technologischen
Entwicklung zur stofflichen Nutzung von Biomasse in innovativen Verbundprojekten vom 31.
August 2007, der High-Tech-Strategie der Bundesregierung und der nationalen Umsetzung
der ETP SusChem Strategie.

Das Vorhaben legte seinen Schwerpunkt auf die Steigerung des Einsatzes nachwachsender
Rohstoffe und die langfristige sowie weitgehende Umstellung chemischer Produktions-
prozesse auf nachwachsende Rohstoffe durch neue, durchgangige sowie inter- und
transdisziplinare Ansatze in Forschung, Entwicklung und Produktion in Zusammenarbeit mit
einem integrierten Chemieverbund-Standort. Dies stellt ein Beitrag zur Ressourcenschonung
dar und wiirde damit langfristig die Entwicklung nachhaltiger Wirtschaftsformen im Sinne des
auf der Konferenz von Rio beschlossenen Agenda-21-Prozesses férdern. Die Verwendung
nachwachsender Rohstoffe zur Herstellung technischer Produkte tragt wesentlich bei zur:

e Reduzierung des Treibhauseffekts aufgrund der CO,-Neutralitat

e Schonung endlicher fossiler Ressourcen wie Erddl oder Erdgas

e Umweltvertraglichen Abfall- und Kreislaufwirtschaft

e Verbesserung der Erwerbstatigkeit in der Landwirtschaft

e Reduzierung der Abhéangigkeit von fossilen Ressourcen

e Bereitstellung funktioneller Rohstoffe (Syntheseleistung der Natur)
¢ Etablierung von Bioraffinerien

Die technischen Arbeitsziele dieses Projektes waren hierbei:

e Die Bereitstellung von Olen aus dem landwirtschaftichen Anbau und von
Reststoffélen aus anderen Industriezweigen in ausreichenden Mengen und bendétigter
Qualitat

e Die Herstellung und anwendungstechnische Charakterisierung der biobasierten
Produkte.

e Die Integration der entsprechenden Prozesse uber den Technikumsmafstab hinaus.

Neben den technischen Zielen verfolgte das Vorhaben der kooperativen Forschung folgende
organisatorischen Ziele:

e Aufbau eines interdisziplinaren und transdisziplinaren Forschungsverbundes und
Einbettung in die FUE-Arbeiten der beteiligten Partner.

e Verzahnung mit einer Arbeitsgruppe zur Okobilanzierung und Wirtschaftlichkeits-
betrachtung.

o Weiterer Ausbau von Industriekooperationen mit dem Ziel der schnelleren
Uberfiilhrung der FuE-Ergebnisse im Bereich der stofflichen  Nutzung
nachwachsender Rohstoffe in die industrielle Anwendung.



Der Einsatz von nachwachsenden Rohstoffen zur Herstellung von fettsdurebasierten
Folgeprodukten stellt dabei einen Beitrag zur nachhaltigen Substitution petrochemischer
Rohstoffe dar. Gleichzeitig wird dadurch ein Weg aufgezeigt, wie auf der Basis von
nachwachsenden Rohstoffen qualitativ und technologisch hochwertige Produkte hergestellt
werden kénnen.

1.2 Beitrag zu den wissenschaftlichen Zielen

Neben den bereits beschriebenen technischen und organisatorischen Zielsetzungen
verfolgte das Verbundvorhaben folgende wissenschaftliche Ziele, die durch eine
entsprechende kooperative Forschung erreicht werden sollten:

e Produkt- und prozessgerechte Auswahl von heimischen pflanzlichen Rohstoffen
(Olpflanzen), die nicht im Nahrungs- und Futtermittelbereich eingesetzt werden,
sowie die Okonomische Bewertung des Anbaus und der Herstellung der Ole
einschlieB3lich der Verwendung der anfallenden Nebenprodukte und Betrachtung
Okologischer Aspekte wie Biodiversitat, Fruchtfolgegestaltung oder
Treibhausgasminimierung (Oko-Effizienz)

e Weiterentwicklung, Optimierung und Bewertung (Oko-Effizienz) von Verfahren zur
Aufbereitung und Bereitstellung von pflanzlichen Olen fir die Gewinnung von
Synthesebausteinen und Aufarbeitung bis zum Technikumsmalstab.

e Weiterentwicklung, Optimierung und Bewertung (Oko-Effizienz) hochselektiver
chemischer und biologischer Katalysatoren.

e Weiterentwicklung, Optimierung und Bewertung (Oko-Effizienz) hochselektiver
Verfahren zur chemisch-biotechnologisch katalysierten Konversion von pflanzlichen
Olen fur die Gewinnung von Synthesebausteinen und Aufarbeitung einschlieRlich
scale up bis zum Technikumsmalfistab.

e Weiterentwicklung, Optimierung und Bewertung (Oko-Effizienz) von Verfahren zur
Weiterverarbeitung der erhaltenen Synthesebausteine zu Polymeren, wie Harzen auf
Basis epoxidierter Pflanzendlderivate, grenzflachenaktiven Substanzen, wie
Hydrophobierungsmittel, Emulgatoren und Tenside, Flockungshilfsmittel (Amine,
Diamine und Polyamine) und Schmierstoffen sowie deren anwendungstechnische
Charakterisierung.

e Untersuchung der Nutzungsmdglichkeiten von Nebenstoffstromen (Glycerin) fur die
Erzeugung von gasférmigen Stoffen (insbesondere Kohlenstoffmonoxid und
Wasserstoff) und deren Nutzung fiir chemische Folgereaktionen im Projekt.

e Integration von Aufbereitung, Konversion und Aufarbeitung in einen bestehenden
Produktionsverbund zur Steigerung der Wertschopfung bei der stofflichen Nutzung
nachwachsender Rohstoffe und Bewertung der Oko-Effizienz.

Fur die Herstellung der o.g. Produkte auf der Basis von pflanzlichen Olen gibt es bis heute
keine grofdtechnischen Prozesse bei den beteiligten Unternehmen und kein integriertes
Anlagenkonzept, das die Vision der ,Integrierten Verbundproduktion auf Basis



nachwachsender Rohstoffe* verfolgt. Der mit den o.g. wissenschaftlichen Zielen verfolgte
Ansatz ist neuartig und wurde erstmals im Rahmen dieses Verbundvorhabens realisiert.

1.3 Aufgabenstellung

Eine Ubersicht der im Projekt geplanten und durchgefuihrten Arbeiten ist nachfolgend
dargestellt.

1.3.1 Rohstoffbeschaffung, Charakterisierung und Aufarbeitung (TLL,
Dracosa, InfraLeuna)

Ein Ziel des Verbundprojektes war es, nachwachsende Rohstoffe im Bereich pflanzliche
Fette/Ole mit technologisch wichtigen funktionellen Inhaltsstoffen (Fettsauren) anzubauen,
zu beschaffen und zu charakterisieren, die in den Klimaverhéaltnissen von Deutschland (oder
Mitteleuropa) kultivierbar sind und ihren Einsatz nicht in der Nahrungsmittelindustrie finden.

Im Rahmen des Projektes sollten folgende Schwerpunkte bearbeitet werden:

e Auswahl alternativer heimischer Olpflanzen und Ole mit technologisch wichtigen
funktionellen Inhaltsstoffen

e Anbau und Ernte der Olpflanzen Iberischer Drachenkopf, Krambe, Eruca- Raps und
Koriander.

e Pressung und Aufbereitung der angebauten Ole

e Beschaffung weiterer Ole wie Tall6l, Senfol und Holunderkerndl.

e Charakterisierung der Inhaltsstoffe der pflanzlichen Ole sowie deren Eignung fiir die
im Projekt verfolgten industriellen Anwendungen.

1.3.2 Entwicklung von chemischen und biologischen Katalysatoren und ihre
Herstellung (Umicore, ICT, Eucodis, Uni Halle, IGB)

Im Bereich der Chemokatalyse sollen effizientere Katalysatorsysteme fiir die reduktive
Aminierung sowie Metathese entwickelt und getestet werden. Ziel ist es Katalysatorsysteme
mit hoherer Selektivitat, Stabilitdt (turn-over-number) und Raum-Zeit-Ausbeute zu
entwickeln. Fir die Metathese erfolgt weiterhin ein Katalysatorscreening und die Optimierung
identifizierer Katalysatorsysteme. Im Anschluss wird ein Scale-up der Katalysatorherstellung
durchgefuhrt werden.

Des Weiteren werden Biokatalysatoren fir die Umesterung, Hydrolyse, Epoxidierung und
o-Funktionalisierung entwickelt. Ein Schwerpunkt wird auf die Identifizierung von Lipasen fur
die Umesterung und Epoxidierung gelegt. Neue Produktionsstdmme zur Lipaseherstellung
werden entwickelt. Weiterhin werden die Biokatalysatoren aufgearbeitet und verschiedene
Immobilisierungsmethoden untersucht. Fiur die Bereitstellung ausreichender Mengen an
Biokatalysatoren wird ein Scale-up der Enzymproduktion vorgenommen.

Die Herstellung von w-Diaminen kann aus w-Dicarbonsauren erfolgen, die durch
biochemische Konversion (w—Oxidation) z.B. aus Olsaure (Monocarbonséduren) gewonnen
werden koénnen. Dazu sollen neue Produktionsstamme fur die Herstellung von
a,w-Dicarbonsauren (DCA) identifiziert werden.



Diese sollen als Alternative zu dem bisher eingesetzten und als humanpathogen
eingestuften Produktionsstammes C. tropicalis (S2-Stamm) eingesetzt werden.

In Phase 2 werden die am Fraunhofer IGB in der Phase 1 identifizierten potentiellen Stamme
der Sicherheitsstufen S1 weiterhin gentechnisch modifiziert, um einen Produktionsstamm mit
hohen Raum-Zeit-Ausbeuten der Dicarbonsauren zu erhalten. Dafiir missen die
entsprechenden Stoffwechselwege und die beteiligten Gene identifiziert und Methoden zur
genetischen Manipulation des ausgewéhlten Kandidaten etabliert werden. Es missen bis zu
drei Gene im Stoffwechselweg ausgeschaltet werden.

1.3.3 Entwicklung von chemischen und biokatalytischen Prozessen zur
Herstellung von Synthesebausteine (Eucodis, Uni Halle, IGB, CBP,
Dracosa, Umicore, ICT, Taminco, DHW)

Die entwickelten Enzyme sollen in Reaktionen zur enzymatischen Umesterung und
regioselektiven Hydrolyse eingesetzt werden. Es sollen die Hydrolyse in wassrigen
Systemen und organischen Lésemitteln, die Veresterung von Tallol, die selektive
Fettsaureanreicherung als Fettsduremethylester, die Herstellung von Fettsduresterolester,
Zuckerestern und Trimethylolpropanestern charakterisiert und etabliert werden. Zusatzlich
soll ein Scale-up fur ausgewahlte Reaktionen erfolgen.

Augenmerk wird bei der enzymatischen Epoxidierung auf die Reaktionsfilhrung gesetzt. Hier
sollen im Satzbetrieb durchgefiihrte Prozesse optimiert werden und zusatzlich ein
kontinuierlicher Prozess auf generelle Eignung geprift werden. Zudem wird die
Recyclingfahigkeit der Enzyme untersucht.

Fir Metathesereaktionen werden unterschiedliche Katalysatoren eingesetzt. Ziel ist ein
Scale-up in den 100-200 L einschlieBlich der Aufreinigung und Bemusterung der
Projektpartner. Dabei werden unterschiedliche Katalysatoren der Firma Umicore zum Einsatz
kommen.

Die biochemischern Dicarbonsaurenherstellung soll Gber Fermentation erfolgen. Bevor neue
S1-Produktionsstamme entwickelt werden, wird Candida tropicalis als Produktionsstamm
eingesetzt. Es wird eine Prozessoptimierung durchgefihrt und das Produktspektrum des
Stammes charakterisiert. Die fermentative Herstellung kann bis zu einem MalR3stab von 30 L
durchgefuhrt werden.

Fur die Synthese stickstoffhaltiger Verbindungen wird der Einfluss der Katalysator-
Charakteristik ermittelt und die Aminierung weiterentwickelt. Fir die Herstellung von
Oktadecan-1,18-diol aus Dimethylester soll der Hydrierprozess bewertet und die
Stoffeigenschaften vom 1,18-Diol als Baustein fir Pomyere bestimmt werden.

Mit den Daten der Verfahrensentwicklung erfolgt eine Wirtschaftlichkeitsbetrachtung.



1.3.4 Herstellung von Produkten aus den hergestellten Synthesebausteinen
(Addinol, DHW, Taminco, ICT, Hobum, Dracosa)

Die erzeugten Synthesebausteine werden zur Herstellung von Polymeren, Schmierstoffen,
Flockungsmitteln, Tensiden und Aminen eingesetzt und anwendungstechnisch untersucht.

Fur die Herstellung von Polymeren sollen neue Harz- und Hartersysteme untersucht und
optimiert werden. Die neuen Systeme werden in Bezug auf Aushartegeschwindigkeit,
Stabilitat, Verarbeitung und Haftfahigkeit an unterschiedlichen Materialien untersucht.

Es werden auf3erdem Bioschmierstoffe mit optimierten Funktionen auf Pflanzendlbasis
entwickelt. Ausgewahlte Epoxide sollen als Basis flr grenzlachenaktive Substanzen geprift
werden. Hydrophobierungsmittel sollen dabei auf Basis von Methylersterepoxide fir Steine
und Beton untersucht werden. Tertiare Aminen sollen als Tenside verwendet werden. Fur die
hergestellten Fettalkohole sollen die Eignung als Tenside und Emulgatoren fir
Kihlschmiermittel untersucht werden. Zudem soll untersucht werden, ob die chemische
Umsetzung der Epoxide (Ring6ffnung, Ethoxylierung, Hydrierung) zu Produkten mit
Emulgatoreigenschaft fuhrt. Amine (z.B. 3-Dimethylaminopropanol) werden fir den Einsatz
als Flockungsmittel fir die Wasserbehandlung untersucht.

1.3.5 Bewertung und Integration von Prozessen und Produkten (KIT, TLL,
InfraLeuna)

Okonomische, 6kologische und soziale Prozessbewertung

Im Zuge des Projektes wird eine 6konomische, tkologische und soziale Prozessbewertung
der chemokatalytischen Prozesse durchgefiihrt (Metathese, Reduktive Aminierung,
Synthesegasherstellung und Talldlderivatisierung, ggf. auch Chemische Epoxidierung und
Fettalkoholherstellung, biochemische Epoxidierung, enzymatische Umesterung und
regioselektive Hydrolyse, biochemische w-Funktionalisierung sowie Enzymherstellung). Des
Weiteren erfolgt die kontinuierliche Anpassung und Verifizierung der Annahmen und
Parameter zu den einzelnen Bewertungsmodellen, so dass Fortschritte und neue
Erkenntnisse der Projektpartner zu den Prozessen berucksichtigt werden kdnnen.

Produktbewertung

Die Marktpotenziale der neu entwickelten Produkte werden fir das Projekt ermittelt und
bewertet. Zudem werden technisch-qualitative Produkteigenschaften der Biomasse-basierten
Produkte im Vergleich zu konventionell hergestellten Substitutionsprodukten abgeschétzt. In
einem weiteren Schritt werden die durchgefiihrten Prozessbewertungen um eine
Betrachtung des jeweiligen gesamten Lebenszyklus erweitert. Zusatzlich werden die
Produkte im Hinblick auf eine umweltvertragliche Abfall- und Kreislaufwirtschaft bewertet. Zur
Generierung der Lebenszyklusanalyse werden Uber die Systemgrenzen der
Prozessbewertung hinaus Emissionsdaten zur Abschétzung der Umweltwirkungen
gesammelt beziehungsweise geschétzt.



Prozessintegration

Die technische Integration der entwickelten neuen Produkte und Verfahren in den Stoff- und
Standortverbund wird abschlie3end untersucht. Es werden zukinftig benétigte Rohstoff- und
Produktmengen auf der Basis der Hochrechnungen der Projektpartner sowie Ergebnisse der
Untersuchungen zur Nutzbarkeit der Monomere und Syntheserohstoffe fiir andere Firmen
am Standort fir eine Skalierung der Anlagen auf Industriemal3stabsgrofRe verwendet. Die
Einbindung dieser Industrieanlagen in den Standort Leuna und die daflr evtl. bendétigte
Anpassung der Infrastruktur- und Medienanbindung wird betrachtet. Zudem erfolgt eine
Bewertung des integrierten Produktionsnetzwerkes.

1.4 Zusammenarbeit innerhalb des Verbundvorhabens

Zum Erreichen der zuvor beschriebenen Ziele und Umsetzung der aufgefiihrten
Aufgabenstellung zur Entwicklung und Herstellung von Produkten auf der Basis pflanzlicher
Ole wurden Projektpartner mit spezifischen Kenntnissen in den Bereichen
Rohstoffaufbereitung, Chemo- und Biokatalyse, Fermentation, Katalyse, Aufarbeitung,
Polymerisation sowie Prozessentwicklung innerhalb des Verbundvorhabens zusammen-
geflhrt

o Aufgaben mit grundlegendem Charakter und wissenschaftlicher Bedeutung im
Bereich des Rohstoffmanagements wurden durch Dracosa und anschlieend TLL
bearbeitet.

o Aufgaben mit grundlegendem Charakter und wissenschaftlicher Bedeutung im
Bereich der Katalysatorweiterentwicklung wurden durch Fraunhofer IGB, Uni Halle
und Eucodis (Biologische Katalysatoren) sowie Fraunhofer ICT und Umicore
(Chemische Katalysatoren) bearbeitet.

e Aufgaben mit grundlegendem Charakter und wissenschaftlicher Bedeutung im
Bereich der Chemokatalyse zur Herstellung der Synthesebausteine wurden durch
Umicore, Dracosa, Hobum, DHW, Linde, Fraunhofer CBP und Fraunhofer ICT
bearbeitet. Die Aufgaben im Bereich Biokatalyse zur Herstellung der
Synthesebausteine wurden durch Uni Halle, Fraunhofer IGB, Fraunhofer CBP und
Eucodis durchgefihrt.

e Die Herstellung und anwendungstechnische Charakterisierung der erhaltenen
biobasierten Produkte wurden von Addinol, Taminco, DHW, Dracosa und Hobum
durchgefinhrt.

e Fur die Integration der Prozesse zur Herstellung der biobasierten Produkte am
Standort Leuna waren das Fraunhofer CBP und alle Industriepartner verantwortlich.

e Die Rohstoff-, Prozess- und Produktbewertung wurde durch das KIT und TLL
(Rohstoffbewertung) durchgefihrt.

o Die Gesamt-Projektleitung und die wissenschaftliche Koordination Gbernimmt das
Fraunhofer IGB.

Die von den Partnern in das Projekt eingebrachten Kompetenzen und die stofflichen und
verfahrenstechnischen Verzahnungen fiur die ,Integrierte Verbundproduktion auf Basis
nachwachsender Rohstoffe” sind in Abbildung 1 dargestellt.
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2 Stand der Technik

2.1 Auswahl und Charakterisierung geeigneter pflanzlicher Ole (InfraLeuna,
TLL)

Die Weltproduktion pflanzlicher Ole belief sich durchschnittlich in den Jahren 1996 bis 2000
auf 105,0 x 10°t und wird fiir die Jahre 2016 bis 2020 auf 184,7 x 10° t ansteigen®. 80 %
davon sind pflanzliche Ole, wovon 14 % industriell genutzt werden. Der grofte Teil geht in
die Nahrungs- und Futtermittelproduktion. Die wichtigsten pflanzlichen Ole sind Sojadl,
Palmol, Raps- und Sonnenblumendl. Wichtige Fettsauren fur die chemische Konversion sind
Olsaure aus dem Sonnenblumendl, Erucasaure aus Raps und Ricinolsdure aus Rizinusol.
Der Gehalt an individuellen Fettsauren in den Olen einzelner Olpflanzen kann zum Beispiel
durch Ziichtung oder gentechnische Modifikationen erhéht werden.

In den letzten Jahren sind neue Olpflanzen zu dem technisch nutzbaren Spektrum
hinzugekommen, die Fettsduren mit Doppelbindungen an ungewohnlichen Stellen enthalten.
Beispiele sind Petroselinsaure aus Koriander (C. sativum, Cis Doppelbindung an Cg), Cyo-
Fettsauren aus Wiesenschaumkraut-Ol (Limnanthes alba) mit einer Doppelbindung an Cs,
Calendulasaure (Doppelbindungen an Cg, Ci, und Cj,) aus der Ringelblume (Calendula
officinalis) und Eleostearinsaure aus chinesischem Holzél (Doppelbindungen an Cq, C;4 und
Cy3), die Santalbinsdure aus dem Sandel-Baum (enyen-System), die Vernolsaure aus
Eisenkraut (V. galamensii) (ungesattigte Epoxysaure), die Abietinsdure aus Kolophonium
sowie die Palustrinsdure aus Kiefern- und Koniferenharzen 2.

Neben den o. g. Vertretern gibt es eine Reihe anderer Olpflanzen, die sich als zukiinftige
Industrierohstoffe anbieten. Von der Dracosa AG wurde eine Studie zur Auswahl dieser
Kandidaten erarbeitet (siehe Tabelle 1). Basierend auf bisher bekannten Applikationsfallen
kommen Drachenkopf-, Krambe- und Saflorél sowie Talldl wegen seiner Verfligbarkeit als
potentielle Rohstoffe in Betracht. Speziell Tallél als ein Abfallprodukt der Zellstoffindustrie
steht nicht in Konkurrenz zur Nutzung innerhalb der Nahrungskette.

Aufgrund des vergleichbaren Fettsduremusters konnen fir die betrachteten Prozesse
alternativ auch Raps-, Sonnenblumen- und Leindl eingesetzt werden. Speziell das HO-(high
oleic)-Sonnenblumendl mit einem hohen Anteil an Olsaure (> 85 % an C18:1 (0-9)-
Fettsaure), HOLLi-Raps mit einem hohen Anteil an Olsaure im Ol (> 75 % an C18:1 (»-9))
und Erucarapsdl mit einem erhtéhten Anteil an Erucasaure (> 55 % an C22:1 (»-9)-
Fettsaure) waren potentielle Ausgangsstoffe flr weitere chemische und biotechnologische
Umsetzungen zu dgeeigneten Synthesebausteinen. Eine madgliche Verwendung als
Nahrungs- bzw. Futtermittel schlief3t deren Verwendung in diesem Projekt aus.

1 ISTA Mielke GmbH, Hamburg 2002
2 Metzger & Bornscheuer (2006), Appl Microbiol Biotechnol 71: 13-22
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Tabelle 1: Ubersicht technisch nutzbarer Olpflanzen basierend auf eigenen Untersuchungen
der Dracosa AG. Insbesondere Drachenkopf, Saflor, Krambe und das sogenannte Talldl sind im
Rahmen des Vorhabens von Interesse (oberer Teil der Tabelle). Der untere Teil der Tabelle
beschreibt herkdmmliche Pflanzendle, die bei Projektstart fur erste Versuche verfiighar wéren.
A bezeichnet die mittlere Anzahl der Doppelbindungen pro Fettsauremolekdl.

Anteile in %
Fettsaure Drachenkopf Tallol Saflor h. L Krambe
16:0 7
18:0 2 17
18:1 10 46 15 8
18:2 18 43 75 7
18:3 61 3
20:1
22:1 56
24:1 24
A 2,39 1,37 1,6 1,25
Olgehalt (%TM) 20 4-20 25 38
Raps Raps
Fetts&ure Leinol sonnen- Erucasaure- Erucasaure-
blumendl arm roich
16:0 5 6 5 3
18:0 2 5 2 1
18:1 16 26 60 11
18:2 15 60 24 12
18:3 63 10 9
20:1 8
22:1 52
24:1
A 2,35 1,46 1,38 1,22
Olgehalt (%TM) 40 50 35 35

Die alternativen Olpflanzen Iberischer Drachenkopf (Lallemantia iberica), Krambe (Crambe
abyssinica) und Koriander (Coriandrum sativum) weisen aktuell in Deutschland keine
bekannten Anbauumfénge auf.

Bezlglich der botanischen Einordnung handelt es sich beim Drachenkopf um einen
Lippenblitler und beim Koriander um einen Doldenblitler. Die Krambe und der Erucaraps
gehoren zur Pflanzenfamilie der Kreuzblutler.

Zum Ertragsniveau der einzelnen Arten gibt es in der Literatur unterschiedliche Angaben. Je
nach Witterungs- und Standortbedingungen sowie den noch wenig oder gar nicht zichterisch
bearbeiteten Pflanzen sind die Ertrage Schwankungen unterworfen.
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Fur den Drachenkopf sind Ertrage zwischen 10 und 20 dt/ha mit ca. 38 % fettem Ol
angefihrt. Im Fettsdurespektrum des Ols dominiert die Linolenséure mit bis zu fast 70 %°.
Der von der TLL ermittelte Ertragsdurchschnitt des 17-jahrigen Versuchsanbaus in
Thiringen betragt 17 dt/ha und 34 % fettes Ol.

Ertrage von 9 bis 40 dt/ha und Olgehalte zwischen 30 und 40% sind fir die Krambe
genannt®. Der Olgehalt des Samens ohne Samenhiille betragt zwischen 40 und 50 %. Die
Erucaséure weist im Ol einen Anteil von 55 bis 62 % auf’. Der Durchschnittsertrag ist im 6-
jahrigen Thiringer Versuchsanbau der TLL auf 21 dt/ha und 37 % fettes Ol beziffert.

Bei Koriander sind Kornertrage zwischen 2 und 24 dt/ha, Olgehalte zwischen 18 und 25 %
sowie Petroselinsaureanteile im fetten Ol zwischen 50 und 80 % dargestellt. Im Tharinger
Versuchsanbau der TLL wurden bei Frihjahrssaat 17 dt/ha (8 Anbaujahre) und bei
Herbstaussaat 26 dt/ha (4 Anbaujahre) bei 18 % Olgehalt erreicht.

Der Erucaraps wachst in Deutschland auf ca. 25.000 ha, vorwiegend im Raum Brandenburg.
Die Ertrage liegen leicht unter denen des Winterrapses der 00-Qualitat, wahrend die Olge-
halte leicht dartber rangieren. Der von der TLL ermittelte Durchschnittsertrag im 4-jahrigen
Anbau betragt 46 dt/ha, der Olgehalt 44 %.

Die agronomischen Eigenschaften des Erucarapses entsprechen denen des 00-
Winterrapses. Eine uberjahrige Standzeit von 11 Monaten resultiert aus dem Saatzeitpunkt
im August und der Ernte im Juli/August des darauffolgenden Jahres.

Die alternativen Olpflanzen Drachenkopf und Krambe werden als Sommerungen behandelt.
Die Saat sollte Mitte Marz bis Mitte April, die Ernte in der Regel Anfang August desselben
Jahres erfolgen®’.

Kaoriander kann sowohl Uberjéhrig stehen mit Saatzeitpunkt August bis September als auch
als Sommerung mit Saatzeitpunkt Marz bis April. Letztgenanntes Verfahren ist das
gebrauchlichere. Die Ernte erfolgt, wenn 60 % der Friichte ausgereift sind, in der Regel im
August, Herbstaussaaten sind mitunter bereits im Juli druschreif®. Die Saat und Ernte der
alternativen Olpflanzen und des Erucarapses erfolgt mit lblicher Drill- und Mahdrusch-
technik.

Bezlglich der Krankheiten und Schadlinge ist fir den Drachenkopf die Botrytis-Stangelfaule
in feuchten Jahren zu nennen.

% BIERTUMPFEL ET AL., 2005: Biertumpfel, Graf, Reinhold, Schmatz, Thiringer Landesanstalt fir

Landwirtschaft, Leitlinie zur effizienten und umweltvertraglichen Erzeugung von Iberischem Drachenkopf
http://www.tll.de/ainfo/pdf/idra0805.pdf Zugriff: 22.09.2014

4 MAKOWSKI UND TROEGEL 2001: N. Makowski, T. Troegel, Schriftenreihe ,Nachwachsende Rohstoffe,
Krambe — eine alternative Sommerdélfrucht, Landwirtschaftsverlag Miinster 2001

® HEYLAND ET AL., 2006: K.-U. Heyland, H. Hanus, E. R. Keller, Handbuch des Pflanzenbaues 4, Olfriichte,
Faserpflanzen, Arzneipflanzen und Sonderkulturen, Eugen Ullmer KG, Stuttgart, 2006

5 BIERTUMPFEL ET AL., 2005: Biertimpfel, Graf, Reinhold, Schmatz, Thiringer Landesanstalt fir
Landwirtschaft, Leitlinie zur effizienten und umweltvertraglichen Erzeugung von Iberischem Drachenkopf
http://www.tll.de/ainfo/pdf/idra0805.pdf Zugriff: 22.09.2014

" BIERTUMPFEL 2009: Thuringer Landesanstalt fir Landwirtschaft, Anbautelegramm  Krambe
http://www.tll.de/ainfo/pdf/kram0809.pdf Zugriff: 28.10.2014
8

TLL 2008: Thuringer Landesanstalt far Landwirtschaft, Anbautelegramm Koriander
http://www.tll.de/ainfo/pdf/kori0208.pdf Zugriff: 22.09.2014
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Der Koriander kann von dem Pilz Ramularia coriandri (Gelbwelke) sowie dem Bakterium
Pseudomonas syringae pv. coriandricola (Bakterieller Doldenbrand) befallen werden. Beide
Erreger konnen Totalausfalle verursachen.

Bei der Krambe kdnnen Botrytis (Grauschimmelfaule) und Alternaria (Schwarzepilze) als
pilzliche Schaderreger bedeutsam sein. Rapsglanzkafer und Rapserdfloh sind im Anbau
bekannt, der Befall ist jedoch meist nicht bekdmpfungswirdig

Zu den tierischen Schadlingen im Winterraps zahlen der Rapserdfloh (Psylloides
chrysocephala), der Grofe Rapsstangelriissler (Ceutorrhynchus napi), der Gefleckte
Kohltriebrissler (Ceutorrhynchus quadridens), der Rapsglanzkéafer (Meligethes aeneus), der
Kohlschotenrussler (Ceutorrhynchus assimilis) und die Kohlschotenmiicke (Dasineura
brassicae). Pilzliche Schaderreger konnen die Wurzelhals- und Sténgelfaule (Phoma
lingam), die WeilRstangeligkeit (Sclerotinia sclerotiorum), der Grauschimmel (Botrytis cinerea)
und die Rapsschwaérze (Alternaria brassicaceae) sein. Im Gegensatz zu den alternativen
Olpflanzen sind im Raps ausreichend Pflanzenschutzmittel zugelassen, die zur
Ertragssicherung zum Einsatz kommen kdnnen.

2.2 Chemische Umesterung (InfraLeuna)

Die chemische Umesterung von Triglyzeriden mit Alkohol, z. B. Methanol wird zumeist
kontinuierlich durchgefiihrt. Die Druckumesterung bei 90 bar und 240 °C stellt an den
Rohstoff nur geringe Anforderungen. Es kénnen unraffinierte Ole eingesetzt werden, da die
freien Fettsduren direkt verestert werden. Die Niederdruckumesterung bei 60 bis 90 °C und 2
bis 4 bar benétigt dagegen entsiuerte Ole, weist aber beziiglich der Investitions- und
Energiekosten grof3e Vorteile auf. Die Reaktion wird alkalisch katalysiert, wobei
Alkalihydroxide, -carbonate und -alkoholate zum Einsatz kommen. Die Umesterung ist eine
Gleichgewichtsreaktion. Sie besteht jedoch in Wirklichkeit aus einem System von drei
Folgereaktionen, da die am Glycerinkdrper befindlichen Fettsauren nacheinander
ausgetauscht werden. AuRerdem besteht das Reaktionsgemisch zu Beginn und zum Ende
der Reaktion aus zwei flussigen Phasen. Die Reaktionsfiihrung muss so erfolgen, dass mit
einem minimalen Einsatz an Katalysator und mdglichst geringem Methanollberschuss ein
hoher Umsatz erreicht wird. Zur Minimierung des Methanollberschusses bietet sich ein
mehrstufiges Verfahren an. Ublicherweise wird die Umesterung in der ersten Reaktionsstufe
SO weit getrieben, dass das gebildete Glycerin, welches im Ester schlecht I6slich ist, als
Phase abgetrennt wird. Es extrahiert dabei allerdings den alkalischen Katalysator und einen
Teil des Methanols aus dem Reaktionsgemisch. In der zweiten Reaktionsstufe wird dem
Rohester, der noch grol3e Anteile an Mono-, Di- und Triglyzeriden enthalt, nochmals
Methanol und Katalysator zugesetzt und anschlieBend wieder eine Glycerinphase
abgetrennt. Mit Hilfe dieser Reaktionsfiihrung ist es moglich, den Uberschuss an Methanol
gering zu halten und trotzdem hohe Umsétze zu gewéhrleisten®.

® Broschire: Pflanzenéle und Pflanzenfette — Stoff der 1.000 Moglichkeiten; Fachagentur fir Nachwachsende
Rohstoffe
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Man unterscheidet die Einphasenumesterung, bei der die Acylreste statistisch Uber alle
Glyzeride verteilt werden, von der gelenkten Umesterung, bei der die Reaktionstemperatur
soweit gesenkt wird, dass hoherschmelzende und schwerlésliche Triacylglyzeride
auskristallisieren. Das Fett wird auf diese Weise in hdher- und niedriger schmelzende
Fraktionen zerlegt. Als Katalysator dient in erster Linie Natriummethylat. Das getrocknete
und entsduerte Fett wird mit dem Alkoholat (0,1 - 0,3 % bezogen auf die Fettmasse) bei
80 — 100 °C geruhrt. Zur Beendigung der Reaktion wird der Katalysator durch Zugabe von
Wasser inaktiviert und gemeinsam mit den gebildeten Seifen herausgewaschen'.

2.3 Hydrierung (InfraLeuna)

Im Jahre 1897 wurde an der Universitdt Toulouse von den Franzosen P. Sabatier und J. B.
Senderens die Moglichkeit entdeckt, C-C-Doppelbindungen in organischen Verbindungen
durch Anlagerung von Wasserstoff mit Hilfe eines Katalysators abzusattigen. Diese
Entdeckung wurde von dem Deutschen W. Normann aufgegriffen und er entwickelte das
Verfahren weiter, um insbesondere pflanzliche Ole und Fette wirtschaftlich harten zu kénnen.
Diese Erfindung wurde von ihm 1902 als Patent angemeldet. In den Jahren bis 1920
etablierte sich das neue Verfahren in der Oleochemie, nachdem sich gezeigt hatte, dass es
unbedenklich zur industriellen Herstellung von essbaren Fetten und Olen eingesetzt werden
konnte und dadurch bisher nur schwer verwendbare Ole in nunmehr guter Qualitéat als Fett
neue Markte erschloss. Neben der Lebensmittelindustrie etablierte auch die Seifen- und
Waschmittelindustrie das Verfahren. Es wurde zur Hartung industrieller Fette und Ole
angewandt und ermdglichte die grof3technische Herstellung bestimmter Fettsduren und ihrer
Seifen.

Fur die Selektivitat der Hydrierung sind Art und Aktivitat des Katalysators von entscheidender
Bedeutung. Neben den gangigen Nickelkatalysatoren (Raney-Nickel) werden haufig
Nickelsulfid (NizS,) und Oxide des Chroms, Kupfers oder Mangans eingesetzt™. Neuere
Arbeiten nutzen Ruthenium als selektiven Hydrierkatalysator im kontinuierlichen Betrieb und
vermeiden den Einsatz pyrophoren Raney-Nickels™. Die Hydrierung erfolgt zumeist in
Ruhrwerksautoklaven bei einem Wasserstoffdruck von 1 - 5 bar und Temperaturen zwischen
150 und 220 °C. Neuere Untersuchungen zeigen auch die Eignung kontinuierlich betriebener
Rohrreaktoren®®. Die Hydrierungsbedingungen sind von erheblichem Einfluss auf die
Zusammensetzung der Produkte und damit auf die Konsistenz des Produkts. So wird eine
selektive Hydrierung der Doppelbindungen durch eine hohe Katalysatorkonzentration, die je
nach Aktivitat des Nickelkontaktes bei 200 - 800 g Nickel/t Fett liegt, eine hohe Temperatur
und einen geringen Wasserstoffdruck begtinstigt.

Uber die katalytische Hochdruckhydrierung von Fettsaureestern gelang es Mitte der
DreiBiger Jahre des letzten Jahrhunderts in Rodleben, eine breite Palette verschiedenster

\Winnacker, Kiichler; Chemische Technologie, Band 5, Organische Technologie 1, 4. Auflage.

K. Noweck, The Symbiosis of Oleochemistry — Catalysis — Technology; 8th Symposium ,Nachwachsende
Rohstoffe fur die Chemie®, Marz 2003, Tubingen

12 1, Hirth, R. Schweppe, J. Graf, R. Busch, M. Pursch; Herstellung von Zuckeralkoholen, WO 2006061196 (DE
102004058811); 2006

1B R Schweppe, Th. Hirth, J. Graf: Mikrowellen- und ultraschall-assistierte hydrothermolytische Spaltung
nachwachsender Rohstoffe zur Herstellung von organischen Zwischenprodukten und Feinchemikalien, Deutsche
Bundesstiftung Umwelt, DBU-AZ 22447, 2004
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Fettalkohole als Waschmittelrohstoff grof3technisch herzustellen. Aus den Fettalkoholen
erhielt man durch Umsetzung mit Schwefelsdure die ersten synthetischen Tenside. Die
Forschungsarbeiten von W. Schrauth fiihrten dazu, dass — bedingt durch die hervorragenden
anwendungstechnischen Eigenschaften — die aus den Fettalkoholen hergestellten
Alkylsulfate sich im Markt schnell verbreiteten. In den folgenden Jahren gelang es durch
Variation der Reaktionsparameter, vor allem der Temperatur, des Drucks und der Art und
Beschaffenheit des Katalysators, die Zusammensetzung und das Verhalten der Endprodukte
gezielt zu beeinflussen. So wurde es auch industriell mdglich, eine Hydrierung von
ungesattigten Methylestern mit Hilfe selektiv wirkender Katalysatoren nur an der
funktionellen Gruppe unter Erhaltung der Doppelbindungen in die Praxis auszufiihren.

Derivate gesattigter und ungesattigter Fettalkohole umfassen wegen der vielen
Variationsmoglichkeiten ein besonders breites Anwendungsgebiet. Eine groRe Bedeutung
besitzen die Nonionics auf Basis der Fettalkohole. Die Umsetzung der Alkohole mit
Ethylenoxid ergibt flussige bis pastds-feste Produkte mit einerseits hervorragenden
Emulgatoreigenschaften, andererseits vorzuglicher Reinigungswirkung. Neben einer Vielzahl
technischer Applikationen haben sich die Fettalkohole und davon abgeleitete Ester in der
Kosmetik bewéhrt und gehdéren inzwischen zur Standardpalette kosmetischer Inhaltsstoffe.
Die Verwendung von geséttigten als auch ungeséttigten Fettalkoholen wird einerseits
gefordert durch die steigenden Preise petrochemischer Produkte und andererseits durch die
stetig wachsende Bevorzugung von Substanzen, die aus natirlichen Rohstoffen hergestellt
werden.

2.4 Metathese (InfraLeuna)

Die Umsetzung von Fettsauren bzw. deren Methylester in Metathese-Reaktionen ist
mehrfach untersucht worden ** *> ® \Von besonderem Interesse ist die Umsetzung von
Olsauremethylester im Sinne einer Selbstmetathese. Hierbei kommen heterogene und
homogene Katalysatoren zum Einsatz. Bisher existiert jedoch keine groftechnische
Umsetzung dieser Reaktion. Da die Selektivitdt und der Umsatz zu gering sind, mussen
grol3e Katalysatormengen eingesetzt werden, um eine ausreichende Ausbeute zu erzielen.
Im Rahmen des Vorhabens standen deshalb die Entwicklung verbesserter Katalysatoren und
die verbesserte Reaktionsfiihrung fur die Realisierung eines technisch und wirtschaftlich
attraktiven Prozesses im Vordergrund.

2.5 Reduktive Aminierung (InfraLeuna)

Bei der reduktiven Aminierung ist die Synthese terminaler Amine das Ziel. Hierbei werden
Carbonsauren (z. B. Fettsduren) unter reduktiven Bedingungen (in Anwesenheit von z. B.
Wasserstoff oder Hydriden) zu Carbonylverbindungen reduziert und anschlieend in
Anwesenheit von Ammoniak umgesetzt. Durch Uberschuss an Ammoniak kann die
Weiterreaktion zu sekundéaren und tertiaren Aminen vermieden werden. Bei vergleichbaren
Substraten sind Ldslichkeiten in flissigem und Uberkritischem Ammoniak von ca. 10 — 30 %
erreicht worden '’ '8 so dass technisch verwertbare Raum-Zeit-Ausbeuten erwartet werden

4 Newman, T. H. et al. WO 02/076920

15 Millis, J. R. et al. WO 2004062763

8 Ngo, H. L. J. Am. Oil Chem. Soc. 2006, 83 (7), 629-634.

" A. Fischer, T. Mallat, A. Baiker, Angew. Chem. 111, 362 (1999).
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kénnen. Als Katalysatoren koénnen sowohl heterogene als auch homogene
Katalysatorsysteme Anwendung finden. Im Bereich der homogenen Katalyse wurden bereits
Komplexe des Typus Iridium, Rhodium oder Palladium getestet, aber auch Kobalt und
Nickel-Katalysatoren, wie sie bei der Reduktion von Fettsaurenitrilen zu primaren Fettaminen
eingesetzt werden *°, kénnten eine katalytische Aktivitat zeigen.

2.6 Chemische Epoxidierung (InfraLeuna)

Epoxide werden bereits aus Industriepflanzen, insbesondere aus nativen Olen, wegen deren
biologischer Abbaubarkeit sowie ihrer nicht toxischen und nicht mutagenen Eigenschaften
hergestellt. So werden beispielsweise epoxydierende Pflanzendle zunehmend als
Crosslinker fur Coatingmaterialien eingesetzt®. Es ist bekannt, wie ungesattigte Fettsauren
nativer Ole und Fette unter Einsatz von Persaure zu Epoxiden umgesetzt werden kénnen®.
Hierzu werden u. a. Ruhrkesselkaskaden im kontinuierlichen Betrieb eingesetzt. Die hierbei
ablaufenden Epoxidierungsreaktionen sind durch Folge- und Parallelreaktionen begleitet.
Eine dieser Folgereaktionen ist bei der Verwendung von Peressigsaure die Bildung von
Polyethern {iber die Zwischenstufe der Hydroxyacetate®. Aus Sicherheitsgriinden ist man
bemiht, diese durch Verwendung von Rihrkesseln und durch Wahl der
Reaktionsbedingungen, z. B. bei einer Epoxidierungstemperatur < 70 °C, zu unterdriicken®.
Denn bei der stark exotherm verlaufenden Epoxidierung ist eine Spontanzersetzung von
Persauren bei Uberschreitung einer Temperaturschwelle in groRvolumigen Reaktoren infolge
eines eventuellen Warmestaus nicht véllig auszuschlieRen®. Die Absenkung der
Epoxidierungstemperatur ist allerdings mit einer geringeren Raum-Zeit-Ausbeute verbunden.
Bekannt ist ferner, dass Produkte aus unerwinschten Folgereaktionen des oben genannten
Epoxidierungsprozesses, insbesondere Polymerisate, die Abtrennung der eigentlichen
Wertprodukte, namlich der Epoxide, vom Sauerwasser erschweren und deshalb durch den
Einsatz von speziellen Inhibitoren diese Folgereaktion technisch unterdriickt wird®. Bekannt
ist auch, dass fur die Startreaktion zur Bildung von Polyurethan- und Polyesterepoxiden auf
Basis von epoxidierten Lein6l-Hydroxylgruppen in Form von a,B-Dihydroxy-Strukturen, die in
geringen Mengen durch die Addition von Wasser an die Epoxide immer bei der Epoxidierung
auftreten, notwendig sind®®. Auch die Bildung &lterer Epoxidharztypen aus Glyzidylethern und
Dicarbonséauren als Vernetzer geht von der gleichen Initialreaktion, namlich der Umsetzung
von Hydroxylgruppen des Gyzidylethers mit Dicarbonsdureanhydriden, aus?’.

18 p. Barton, R. H. McCormick, M. R. Fenske, I&EC Process Design Develop., 7, 366 (1968).

197, Barrault, Y. Poilloux, Catal. Today, 37, 137 (1997).

2 Buismaan et al. (1998) 89 th AOCS Annual Meeting & Expo Abstracts Chicago

% DE 3320219

# Schneider (1967) Fette Seifen Anstrichmittel 573

% Schneider (1967) Fette Seifen Anstrichmittel 421/ Kovacs (1961) Fette Seifen Anstrichmittel 257
** Eckwert (1986) Dissertation TU Hannover

#DE 195 19 887 C1

% Motawie et al. (1995) J. Appl. Pol. Sci 1725

" Fisch et al. (1954) J. Pol. Sci. 497-502
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2.7 Enzymatische Hydrolyse und Umesterung (InfraLeuna)

Zur Modifikation von Lipiden durch Hydrolyse und Umesterung werden Lipasen (organische
Phase) und Esterasen (wassrige Phase) eingesetzt. Angriffspunkt der Enzyme ist die
Esterbindung der Fettsauren zum Glycerin. Die am haufigsten verwendeten Enzyme sind
Lipasen. Sie sind vielfach kommerziell erhaltlich und zeigen hohe Aktivitaten und Stabilitaten,
sogar in nicht-wassrigen Systemen. Die enzymatischen Prozesse zur Gewinnung spezieller
Produkte kdnnen damit kostengunstiger, einfacher und umweltfreundlicher als vergleichbare
chemische Verfahren sein:

Die Hydrolyse von Glyzeriden erfolgt aus wirtschaftlichen Griinden nur in Ausnahmeféllen
durch enzymatische Prozesse, z. B. die Seifenherstellung bei Miyoshi Yushi durch Candida
rugosa Lipase. Mit der gleichen Lipase stellt Nippon Oil&Fats hochreine ungesattigte
Fettsduren aus Triglyceriden her. Gebrauchlicher ist der Einsatz von hydrolytisch wirkenden
Lipasen in Formulierungen wie Waschmitteln oder in der Lebensmittelindustrie zur
Aromaentwicklung®.

Bei der Spaltung der Fette und Ole unterscheidet man auch die Spezifitat der Enzyme. Diese
bezieht sich dabei auf die Position der Esterbindung im Triglyzerid. Grundsatzlich wird
unterschieden in

¢ unspezifische Hydrolasen, die jede der drei Fettsauren vom Glycerin abspalten, und

o regiospezifische Hydrolasen, die jeweils einzelne der Esterbindungen spalten
kénnen, so dass neben Fettsauren auch Partialglyzeride (Mono-/Diglyzeride) erzeugt
werden, die als Emulgatoren Verwendung finden.

Durch den Einsatz von Enzymen in mechanisch teilaufgeschlossenen Pflanzenbestandteilen
kann auch eine deutliche Verbesserung bei der Extraktionsausbeute der Ole erreicht
werden. So konnen neben dem Einsatz von Cellulasen und Glucosidasen zur
Destabilisierung der Zellwande auch Amylasen zur Auflosung der Starkematrix innerhalb
eines Saatkorns und somit einer Steigerung des extrahierbaren Ols verwendet werden?® %,

2.8 Biochemische Epoxidierung (InfraLeuna, Fraunhofer IGB)

Aus den Klassen der Hydrolasen und Oxidoreduktasen sind Enzyme bekannt, die die
Herstellung von Peroxyfettsduren mit einer nachfolgenden Epoxidierung der Doppel-
bindungen katalysieren. Dieser enzymatische Schritt vermeidet die beim chemischen
Verfahren aufgrund des stark sauren Reaktionsmilieus mogliche Offnung des Epoxidringes.
Von Novozymes ist ein entsprechendes Enzym (eine Hydrolase) aus Candida antarctica in
immobilisierter Form verfiigbar, das den Schritt der Perséurebildung katalysiert®**. Die
Reaktion verlauft in Gegenwart von 30% wassrigem H,O, als sogenannte chemo-
enzymatische Epoxidierung. Epoxidierungen an Fettsauren kdénnen auch mit

% Jaeger & Reetz (1998) Tibtech 16: 396-403

% pinelo M, Armous A, Meyer AS, Upgrading of grape skins: Significance of plant cell-wall structural components
and extraction techniques for phenol release, Trends In Food Science & Technology 2006 17(11), 579-590

% sharma A, Khare SK, Gupta MN, Enzyme-assisted aqueous extraction of rice bran oil, Journal Of The
American Oil Chemists Society 2001, 78(9), 949-951

3L Rusch & Warwel (1999), Industrial Crops and Products, 9: pp. 125-132
% Biermann et al. (2000), Angewandte Chemie International Edition, 39: pp. 2206-2224
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Ganzzellkatalysatoren (z.B. Nocardia corallina, Mycobacterium, Xanthobacter) durchgefiihrt
werden®*3. Mit der Vernolsaure (12-(R), 13-(S)-Epoxy-9-cis-Octadecensaure), die zu 80%
im Samendl von Vernonia galamensis sowie in geringeren Mengen in Euphorbia sp.
vorkommt, sind auch natlrliche, epoxidierte Fettsauren bekannt. Die entsprechenden
Enzyme, die zur Biosynthese dieser epoxidierten Fettsduren notwendig sind, wurden noch
nicht beschrieben.

Warwel und Risch gen. Klaas beschreiben die chemo-enzymatische ,Selbst*-Epoxidierung
von Molekilen, welche gleichzeitig eine Carboxylgruppe und eine Kohlenstoffdoppelbindung
enthalten, was beispielsweise bei ungesattigten Fettsauren der Fall ist. Somit kann aus einer
Fettsaure Lipase-katalysiert eine Persdure gebildet werden, welche ein Sauerstoffatom in
einem Uberwiegend intermolekularen Prozess auf die Doppelbindung eines weiteren
ungesattigten Molekiils ibertragt®*>**%’. Dieser Vorgang ist in Abbildung 2 dargestellt.

A
(0] (@]
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W{LOH + HO, 7 SooH + H0
Olsaure Peroxy6lsaure Wasser
B

(0}

O
={Hoon =t Hon

Peroxydlsaure Olséaure
0 O

O

Olsaure Epoxystearinsaure

Abbildung 2: Mechanismus der chemo-enzymatischen ,,Selbst*“-Epoxidierung am Beispiel von
Olsaure. (A) zeigt die Lipase-katalysierte Persaurebildung, (B) die Prileschajew-Epoxidierung
durch Peroxydlsaure™ .

Neben den Carbonsauren (Fettsauren) konnen verschiedene Carbonsaureester*®*! wie auch

Triglyzeride**** enzymatisch ohne den Einsatz von mineralischen S&uren zu Peroxyséuren
umgewandelt werden. Dabei werden die Ester durch die Lipase zu einer Peroxysaure und
einem Alkohol perhydrolysiert* (siehe Abbildung 3 A). Im Falle der Triglyzeride resultiert aus
der Perhydrolyse die unerwiinschte Bildung von Mono- und Diglyzeriden, wie in Abbildung 3
A dargestellt. Risch gen. Klaas und Warwel beschreiben, dass diese Bildung von Mono- und
Diglyzeriden durch die Zugabe von geringen Mengen an freien Fettsduren (5 Molprozent

% Gallagher et. al. (1999), Biochemical Journal, 339: pp. 79-85

% Habets-Cruetzen & De Bont (1985), Applied Microbiology and Biotechnology 22: pp. 428-433

% Warwel & Riisch gen Klaas (1995), Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 1, pp. 29-35

% Rusch gen. Klaas & Warwel (1996), Journal of the American Oil Chemists’ Society, 73, pp. 1453-1457
37 Orellana-Coca et al. (2005), European Journal of Lipid Science and Technology, 107, pp. 864-870

3 Warwel & Riisch gen Klaas (1995), Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 1, pp. 29-35

% Tornvall et al. (2007), Enzyme and Microbial Technology, 40, pp. 447-451

“ORisch gen. Klaas & Warwel (1996), Journal of the American Oil Chemists’ Society, 73, pp. 1453-1457
* Rusch gen. Klaas & Warwel. (1997), Journal of Molecular Catalysis A: Chemical, 117, pp. 311-319

2 Ruisch gen. Klaas & Warwel (1996), Journal of the American Oil Chemists' Society, 73, pp. 1453-1457
*3 Risch gen. Klaas & Warwel (1999), Industrial Crops and Products, 9, pp. 125-132.

* Rusch gen. Klaas & Warwel (1996), Journal of the American Oil Chemists’ Society, 73, pp. 1453-1457
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bezogen auf die Kohlenstoffdoppelbindungen) verhindert werden kann®. Die freiwerdende
Position am Glycerinrickgrat wird wieder durch die Lipase mit der im Reaktionsmedium
vorhandenen freien Fettsauren verestert, man spricht in diesem Zusammenhang von einer
Interesterifizierung (siehe Abbildung 3 B). Mit dieser Methode kdnnen Selektivitaten und
Umsétze bis zu 90 % oder mehr hinsichtlich der Epoxidbildung erreicht werden*®*’.

0 o] O (o]
HZ?_Q%\WNVV H20|700 = Hzcl:_o%\/\/\/\/a\/w
HC—OM/\W\ HC—0 = = HC?QJ\/\/\/\/L\\//—\/\/\
H(I:OJ\/\/\/\W/ H20 HCIDH HCIOH
Z + Lipase 27" 2

o * o] *o o o
HOO — - - HOJ\/\/\/\A/_\\/L\\/

o] o) o] o)
HE(.‘?—OJC‘)L/VV\/W H,6-00 = H2(|:'O%\NV\/E\/B/W
Hc-otl)k/\/\/\A/:\/\/\ HC—00 =~ HC-0 o
H é O -~ - H20, H CI DWW H é 0
z + Lipase 277 &

0, * o] * 0 o 0o o

HOJK/W\/W\/W HOO == = HOJK/\/\\/\A/L\/L\\/

Abbildung 3: Perhydrolyse und anschlieBende Prileschajew-Epoxidierung von ungesattigten
Triglyzeriden (A) ohne die Zugabe von freien Fettsauren, (B) unter Zugabe von freien
Fettsauren, wie von Risch gen. Klaas und Warwel 1999 beschrieben. Durch die Zugabe der
freien Fettsauren wird die Entstehung von Mono- und Diglyzeriden verhindert*®*,

Versuche die Eigenschaften natirlich vorkommender epoxidierter Ole, wie sie in den
Pflanzen Vernonia galamensis und Euphorbia lagascae vorkommen, synthetisch durch
chemo-enzymatische Epoxidierung nachzuahmen, wurden 1999 von Risch gen. Klaas und
Warwel unternommen. Die in den natirlichen Epoxiden vorkommende Regio- bzw. Enantio-
selektivitat kann durch die Prileschajew-Epoxidierung jedoch nicht entstehen. Es kénnen nur
bestimmte Eigenschaften, wie die Viskositdt und die lodzahl, dieser natirlichen Epoxide
durch chemo-enzymatische Epoxidation nachgestellt werden. Dazu werden Gemische von
verschiedenen Pflanzendlen teilweise epoxidiert. Es entsteht ein Gemisch aus verschieden
stark und an unterschiedlichen Stellen epoxidierten Triglyzeriden, welches die erwiinschten
Eigenschaften aufweist™.

Des Weiteren beschreiben Risch gen. Klaas und Warwel eine Methode zur Epoxidierung
von Alkenen allgemein und von saureempfindlichen Substraten im Speziellen, wie
beispielsweise B-Pinen und weiterer Terpene. Dabei wird Dimethylcarbonat mit
Wasserstoffperoxid durch Perhydrolyse zu einem Peroxycarbonsauremonomethylester
(Peroxysaure) und Methanol umgewandelt. Nach Ubertragung des aktiven Sauerstoffs der
Peroxyséaure auf ein Alken entsteht, neben dem Epoxid, ein Carbonsauremonomethylester.

> Rusch gen. Klaas & Warwel (1996), Journal of the American Oil Chemists’ Society, 73, pp. 1453-1457
8 Risch gen. Klaas & Warwel (1999), Industrial Crops and Products, 9, pp. 125-132.

" Biermann et al. (2000), Angewandte Chemie International Edition, 39: pp. 2206-2224

8 Rusch gen. Klaas & Warwel (1996), Journal of the American Oil Chemists Society, 73, pp. 1453-1457
9 Risch gen. Klaas & Warwel (1999), Industrial Crops and Products, 9, pp. 125-132

¥ Risch gen. Klaas & Warwel (1999), Industrial Crops and Products, 9, pp. 125-132
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Diese Verbindung zersetzt sich unter den gegebenen Bedingungen zu Methanol und
Kohlenstoffdioxid. Die Saure wird dadurch direkt aus dem Reaktionsgemisch entfernt,
wodurch es mdéglich wird saureempfindliche Alkene zu epoxidieren®. Das beschriebene
Reaktionsschema ist in Abbildung 4 dargestellt. Eine weiter Methode zur chemo-
enzymatischen Epoxidierung von Alkenen wurde ebenfalls von Risch gen. Klaas und
Warwel beschrieben. Dabei wir Ethylacetat als Co-Substart zur Enzym-katalysierten
Peressigsaure-Herstellung genutzt, wobei als Nebenprodukt Ethanol freigesetzt wird®.

o) o}
CH
+ + HaC ’

Hy0; CH;OH

0
HsC o
CHsOH + C H.C \JSDE

3 0, 3 \OJJ\OH HAC CHj

Abbildung 4: Die chemo-enzymatische Epoxidierung von saureempfindlichen Substraten am
Beispiel von Pinen. Dimethylcarbonat wird mit Wasserstoffperoxid zu Peroxycarbonséaure-
monomethylester und Methanol umgesetzt. Das aktive Sauerstoffatom wird auf die
Kohlenstoffdoppelbindung des Alkens (bertragen. Der dabei entstehende Carbonséaure-
monomethylester zerfallt spontan zu Methanol und Kohlenstoffdioxid*.

2.9 Biochemische o-Funktionalisierung (Fraunhofer IGB)

Dicarbonsduren (DCA) konnen sowohl durch chemische Synthese als auch durch
Biotransformation in Mikroorganismen hergestellt werden. Mit Mikroorganismen wie Hefen
der Gattung Candida kdénnen langkettige, gesattigte und ungesattigte Alkane oder Fettsauren
endstandig oxidiert und selektiv zu a,w-Dicarbonséuren umgesetzt werden>*>>. Der am
besten untersuchte Organismus zur DCA-Produktion ist die Hefe Candida tropicalis. In der
C. tropicalis Mutante H5343 wurde die B-Oxidation durch Gendeletion der Gene pox4 und
pox5 unterdriickt®®. Diese Gene codieren fiir zwei Isoenzyme der Acyl-CoA-Oxidase, und
initiieren den ersten Schritt der B-Oxidation. Durch gezielte Deletion dieser Gene in der
Mutante konnte somit die B-Oxidation und der Abbau der DCA in der Fermentation
unterbunden werden. Die fermentative Herstellung langkettiger DCA mit Candida tropicalis
ausgehend von Alkanen (C11-C17)°"*® Alkenen, Alkanolen sowie Alkenolen®, Fettsauren
und Festséureester (C14-C22)°*" wurden bereits experimentell beschrieben. Als DCA-
Bildner sind ebenfalls weitere Candida-Spezies, z. B. Candida bombicola und Candida

*L Rusch gen. Klaas & Warwel (1999), Organic Letters, 1, pp. 1025-1026

2 Risch gen. Klaas & Warwel (1998), DGMK-Conference ,Selective Oxidations in Petrochemistry*
%3 Rusch gen. Klaas & Warwel (1999), Organic Letters, 1, pp. 1025-1026

** Fukui et al. (1981), React. React., 19, 217

%> Rehm et al.(1981), React. React., 19, 175.

% picataggio et al. (1992), Nature Biotechnology, 10 (8), 894.

*" Schindler et al. (1990), Forum Mikrobiologie, 13 (5), 274

%8 Chen et al. (1994)

%9 Schindler et al. (1990), Forum Mikrobiologie, 13 (5), 274

89 Schindler et al. (1990), Forum Mikrobiologie, 13 (5), 274

%1 Fabritius et al. (1996), Applied Microbiology and Biotechnology, 45 (3), 342.
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cloacae®® und die Hefe Yarrowia lipolytica® bekannt. Mit unterschiedlich gentechnisch

modifizierten Candida tropicalis-Stammen konnte eine Ausbeute von bis zu 200 g/L
geséttigter C14-Dicarbonsauren® erhalten werden. Fiir Elaidinséure (trans C18:1) wurde
eine Produktbildungsrate von bis zu 0,28 g/(Lh) DCA gezeigt®. Ein industrieller Prozess fiir
die Herstellung von langkettigen DCA ist bislang noch mit keinem der oben genannten
Mikroorganismen in der Literatur bekannt. Hinzu kommt, dass der am besten adaptierte
DCA-Produktionsstamm C. tropicalis in Deutschland mit der Sicherheitsstufe S2 eingestuft
und daher fur einen grof3technischen Malistab zur Herstellung von langkettigen,
ungesattigten DCA nicht interessant, da hohe sicherheitstechnische Vorkehrungen zu treffen
sind, die kostenintensiv sind.

In Abbildung 5 ist der schematische Weg der Biotransformation vom Alkan zur DCA uber die
a- und w-Oxidation dargestellt.

Oz, NADPH 02 NAD*

[e]
PisoMR g FAIKO Y\R/\ FAIdDH )J\/R
/\R/\ e \/\R/\_’ H — | HO N7

. Oz, NADPH
Alkan Alkohol Aldehyd Monocarbonsaure
P4soMR
NAD* 02
FAIdDH FAIKO
(0] R O (o] Y\ R /Yo e} Y\ /\/OH
OH OH OH H OH
Dicarbonsaure Aldehyd Alkohol

Abbildung 5: Schema der Oxidation vom Alkan zur Mono- und Dicarbonsaure® ®*®. Die

beteiligten Enzyme sind: Enzymkomplex (PssoMR) aus Cytochrom-P450-Monooxygenase und
NADPH-haltige Cytochrom-P450-Reduktase, eine Fettalkohol-Oxidase (FAIKO) und eine
Fettaldehyd-Dehydrogenase (FAIdDH).

Das Alkan wird zunéchst durch den Enzymkomplex CytochromP450-Hydroxylase (P450MR)
unter Sauerstoffverbrauch zum Alkohol oxidiert, welcher durch eine Fettalkohol-Oxidase
(FAIKO) weiter zum Aldehyd oxidiert wird"®"""2. Monocarbonsauren entstehen im nachsten
Schritt durch Oxidation des Aldehyds durch eine Fettaldehyd-Dehydrogenase (FAIdD).
Erfolgen diese Katalyseschritte zusatzlich am anderen Ende der Kohlenstoffkette, entsteht
aus der Monocarbonsaure eine a-w-Dicarbonsédure. In der in den Peroxisomen
stattfindenden B-Oxidation werden die entstandenen Mono- bzw. Dicarbonsauren abgebaut,
wodurch sie vom Mikroorganismus als Kohlenstoffquellen fiir den Energiehaushalt und das
Wachstum genutzt werden kdnnen. Um die DCA als Fermentationsprodukt zu erhalten, ist
somit eine Blockierung der B-Oxidation im Mikroorganismus notwendig™.

62 Casey et al. (1989), US Patent 4 965 201

% Hitzman, D. (1975), US Patent 3 975 234

%4 Nicaud et al. (2004), WO Patent 2 006 064 131

65 Picataggio et al. (1992), Nature Biotechnology, 10 (8), 894.

% vi et al. (1988), Applied Microbiology and Biotechnology, 28 (6), 520

67 Eschenfeldt et al.(2003), Applied and Environmental. Microbiology, 69 (10), 5992
% Cao et al. (2006), Biotechnology Journal, 1 (1), 68

% Craft et al. (2003), Applied and Environmental Microbiology, (10), 5983.

0 Eschenfeldt et al.(2003), Applied and Environmental. Microbiology, 69 (10), 5992
™ Cao et al. (2006), Biotechnology Journal, 1 (1), 68

"2 Craft et al. (2003), Applied and Environmental Microbiology, (10), 5983.

3 Eschenfeldt et al.(2003), Applied and Environmental. Microbiology, 69 (10), 5992
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3 Erzielte Ergebnisse

3.1 Rohstoffbeschaffung, Charakterisierung und Aufarbeitung (Dracosa,

InfraLeuna, TLL)

Im Rahmen des Projektes wurden alternative heimische Olpflanzen, die nicht in Konkurrenz
zur Nahrungsmittelproduktion stehen, betrachtet. Folgende Schwerpunkte wurden dabei
untersucht:

Auswahl alternativer heimischer Olpflanzen und Ole mit technologisch wichtigen
funktionellen Inhaltsstoffen (3.1.1)

Beschaffung der pflanzlichen Rohstoffe und Ole (3.1.2)

Pressen der Saat und weitere Aufarbeitung der Ole (3.1.3)

Charakterisierung der Inhaltsstoffe der pflanzlichen Ole sowie deren Eignung fiir die
im Projekt verfolgten industriellen Anwendungen (3.1.4 und 0)

Okonomische und 6kologische Bewertung (3.1.6 bis 3.3.5)

3.1.1 Auswahl alternativer heimischer Olpflanzen und Ole (InfraLeuna)

In enger Zusammenarbeit aller Projektpartner wurden verschiedene pflanzliche Ole mit
wichtigen funktionellen Inhaltsstoffen betrachtet und in dem Sinne final ausgewahlt, dass sie
fur dieses Projekt verwendet werden konnten. Kriterien fir die Auswahl waren unter
anderem:

Olgehalt der entsprechenden Olpflanzen,

Fettsdureverteilung und der Gehalt der fur das Projekt besonders wertvollen
Fettsauren wie Linol-/Linolensdure (mehrfach ungesattigte Fettsduren) und
Erucasaure (langkettige C22-Fettsdure, einfach ungesattigt),

Verfligbarkeit und technische Kultivierbarkeit der entsprechenden Olpflanzen in
Deutschland bzw. Europa, vorzugsweise auf marginalen Béden ohne wirtschaftliche
Bedeutung bzw. Ruderalflachen,

keine Verwendung als Futter- oder Ernéhrungspflanzen.

Auf Basis der oben aufgefiihrten Kriterien wurden folgende Ole ausgewahit:

a. Drachenkopfdl (Iberischer Drachenkopf, Lallemantia iberica)

Hohe Jodzahl; kein Nahrungsmittel; kann auf schlechten Béden angebaut werden; in
Voruntersuchungen wurden bei der Produktion von Epoxiden im Vergleich zu Leindl
hellere Produkte erhalten

Senfkernél (Gelbsenf oder Weisser Senf, Sinapis alba L., Syn: Brassica alba)

Hoher Anteil an Erucasaure, damit waren bessere Eigenschaften fir die Nutzung als
Hydrophobierungsmittel und Schmiermittel zu erwarten; weiterhin geniigend hohe
Jodzahl fur den Einsatz in der Epoxidierung und Metathese
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c. Krambedl (Krambe oder Abessinischer Meerkohl, Crambe abyssinica)

Hoher Anteil an Erucasaure, damit waren bessere Eigenschaften fiir die Nutzung als
Hydrophobierungsmittel und Schmiermittel zu erwarten; weiterhin genigend hohe
Jodzahl fur den Einsatz in der Epoxidierung und Metathese

d. Holunderkerndl (Schwarzer Holunder, Sambucus nigra)

Abfallprodukt, jedoch mit hoher Jodzahl; hoher Anteil an Linol- und Linolensauren;
keine Konflikte als Nahrungs- oder Futtermittel

e. Tall6l (Nebenprodukt aus der Zellstoffindustrie)

Abfallprodukt; neben den Fettsauredlen enthalt Tallél auch einen hohen Anteil an
Abietinsaure, die bei sorgfaltiger Aufarbeitung eventuell gewonnen und als Baustein
fur die chemische Synthese verwendet werden kann; als Olquelle ist in erster Linie
der kostengiinstige Beschaffungspreis ausschlaggebend

Des Weiteren wurde Sonnenblumendl (evtl. auch HO- Sonnenblumendl), Olivendl und
Erucarapsol vom Projektverbund mit in die Untersuchungen hinsichtlich Verfligbarkeit und
Eignung einbezogen.

3.1.2 Rohstoffbeschaffung (Dracosa, InfraLeuna, TLL)

Die Beschaffung der pflanzlichen Ole erfolgte in Zusammenarbeit von TLL, Dracosa AG und
InfraLeuna GmbH. Neben dem Anbau von Olpflanzen durch TLL und Dracosa AG wurden
zusatzlich Ole kommerziell erworben.

3.1.2.1 Anbau von Drachenkopf durch Dracosa

Durch die Dracosa AG wurden an drei verschiedenen Stellen Anbauversuche mit
Drachenkopfsamen initiiert (Linthe, Deetz, Rumé&nien; siehe Tabelle 2), um daraus Saatgut
zu erzeugen und durch Verpressung das entsprechende Drachenkopftl zu erhalten. Die
Verteilung auf drei unterschiedliche Anbauorte war notwendig, um einen reprasentativen
Uberblick lber die Anbaumdglichkeiten und Ergebnisse an verschiedenen Standorten mit
jeweils differenzierten Bedingungen zu erhalten (Ausschluss von Pilzbefall und fehlender
Keimfahigkeit) und um den Anbau dieser Spezialkultur landerubergreifend propagieren zu
kénnen. Durch Gesprache der InfraLeuna GmbH mit der Universitat Halle-Wittenberg wurde
des Weiteren eine Option fir den Anbau von Iberischen Drachenkopf in Nordafrika im
Rahmen eines Entwicklungshilfe-Projekts er¢ffnet, das den kostengiinstigen Anbau dort
ermoglichen wirde.

Tabelle 2: Anbauversuche mit Drachenkopfsamen.

) Keimfahigkeit/ ’
Ort Flache | Ertrag . : Olertrag
Lagerfahigkeit

Linthe 5,4 ha 1t Negativ / Negativ | 0t (Entsorgung)
Deetz 5,5 ha 35t 35 - 45% 1t
Rumaénien 17 ha 3,5t 80 -85 % (als Saatgut)
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Der Anbau erfolgte entsprechend den Empfehlungen der Thiringer Landesanstalt fur
Landwirtschaft (TLL), die in der Vergangenheit intensive Versuche durchgefihrt haben, um
Drachenkopf als Kulturpflanze zu etablieren” .

3.1.2.2 Anbau von Iberischer Drachenkopf, Krambe, Eruca- Raps und Koriander
durch TLL

In den Jahren 2012 und 2013 erfolgte der Anbau und die Ernte der Olpflanzen Iberischer
Drachenkopf, Krambe, Eruca-Raps und Koriander auf den Versuchsfeldern der TLL sowie
aufgrund der Nachfrage seitens der Projektpartner weiterer Olpflanzen (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Anbau und Ernte der Olpflanzen 2012 und 2013.

Anbau m? Kornertrag TS Ernte’ Olgehalt TM?

dt/ha, 9 % Feuchte % %
Ernte 2012
Drachenkopf 2475 11,8 92,3 27,7
Krambe 247,5 16,0 94,3 36,5
Koriander 742,5 19,0 92,3 23,3
Ernte 2013
Drachenkopf 1.093,5 10,0 93,6 34,6
Krambe 1.147,5 22,8 93,6 35,9
Koriander 1.000 9,9 88,3 16,7
Erucaraps 540 53,1 95,6 52,6
Senf 1.000 6,0
Lein 1.000 15,0
HO-Sonnenblume 500 40,4 81,7 a7

T Trockensubstanz ? Trockenmasse

Die Witterung in den beiden Anbaujahren war fir die meisten Sommerkulturen wenig
vorteilhaft, was sich in Ertragen am unteren Rand mehrjahriger Durchschnittsertrage auf3ert.
2012 litten der Drachenkopf und die Krambe unter dem trockenen Frihjahr und den
nachfolgenden feuchten Verhéltnissen in den Sommermonaten. Das frihzeitige Auftreten
von Pilzkrankheiten beeintrachtigte die Kornflillung und der Drachenkopf erlangte einen
geringen Olgehalt. Hingegen erreichte der Koriander etwa den Durchschnittsertrag und einen
uberdurchschnittlichen Olgehalt. 2013 erfolgte die Aussaat der Sommerkulturen aufgrund
des sehr langen Winters verspatet am 17. April. Dreifach héhere Niederschlagsmengen im
Mai im Vergleich zum langjahrigen Mittel fihrten zu Verschlammungen und einer schlechten
Entwicklung der Kulturen. Letztlich resultierten daraus Ertrdge unter dem vieljdahrigen
Durchschnitt. Nur Krambe und Sonnenblume kamen mit der darauffolgenden trockenen
Hitze in Juli und August gut zurecht und erreichten einen hohen Ertrag. Der Erucaraps als

Winterung erzielte einen sehr guten Ertrag.

" Thuringer Landesanstalt far Landwirtschatft, Anbautelegramm Iberischer Drachenkopf

(www.tll.de/ainfo/pdf/idra0708.pdf)

> G. Wurl, T. Graf, A. Biertumpfel, A. Vetter: Ergebnisse mehrjahriger Anbauversuche mit Iberischem
Drachenkopf als Linolensaurelieferant (www.tll.de/ainfo/pdf/aidro403.pdf)
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Aufgrund fehlender ziichterischer Bearbeitung muss bei den alternativen Olpflanzen generell
mit Ertragsschwankungen im Anbau gerechnet werden. Die Durchschnittsertrage und deren
Streuung von Drachenkopf, Krambe, Koriander und Erucaraps im mehrjahrigen Dornburger
Anbau werden ausfiihrlich im Kapitel Okologische Bewertung des Anbaus, Flacheneffizienz
und Ertragsstabilitat dargestellt.

3.1.2.3 Beschaffung weiterer Ole (InfraLeuna, TLL)
Senfkernél

Senfkernél ist ein Handelsprodukt. Es wurde fur das Projekt direkt eingekauft. Aus Grinden
der Nachhaltigkeit und Okologie erfolgte der Zukauf aus einer Olmiihle aus der Region
(Kroppenstedter Olmiihle Walter Dépelheuer GmbH). Die Verfligbarkeit ist auch weiterhin
gegeben. Aufgrund der hohen Nachfrage nach Senfél wurden zuséatzlich zu dem aus
Dornburger Anbau gepressten Senfél 50 Liter vom ABW Apoldaer Biomassewerk UG
beschafft.

Krambeol

Krambe gehort in Deutschland und der EU nicht zu den als Spezialkulturen regelmafiig
angebauten Olpflanzen. Im Rahmen von Projekten innerhalb Deutschlands und der
Europaischen Union wurde der begrenzte Anbau fir eine industrielle Nutzung
nachwachsender Rohstoffe 6ffentlich geférdert, wobei sich ein wirtschaftlich bedeutender
Anbau nicht durchsetzen konnte. Krambe muss weiterhin durch Einzelvertrdge mit
Spezialpflanzen-Landwirten angebaut werden. Durch die InfraLeuna GmbH initiierte
Anbauversuche scheiterten durch Unkenntnis des entsprechenden Anbauzeitpunkts. Hier
gibt es fur zuklnftige weitere Projekte Verbesserungspotential durch Einbeziehung
kompetenter Partner. Durch Kontakte mit der TLL war es mdglich, insgesamt 15 kg
Krambedl kurzfristig den Partnern kostenfrei zur Verfligung stellen zu kénnen. Des Weiteren
erklarte sich die TLL bereit, in der Saison 2012 unentgeltlich einen Anbauversuch mit
Krambe durchzufihren.

Holunderkernol

Holunderkerne sind ein Abfallprodukt aus der Kultivierung des Schwarzen Holunders und der
Pressung der Holunderbeeren (,Hollerbeeren) zu Saft vor allem in Osterreich in der
Steiermark. Die Anbauflache betrug 2013 in Deutschland ca. 550 ha, in Osterreich in der
Steiermark als groRtes Anbaugebiet in Europa ca. 1200 bis 1500 ha’®’’. Es werden nur
geringe Mengen der anfallenden Kerne zu Ol gepresst, so dass das Holunderkernél ein
Spezialprodukt speziell fiur Bio-Kosmetikformulierungen mit entsprechendem Preis darstellt.
Entsprechende Angebote zur Lieferung an die InfraLeuna GmbH beliefen sich in 2009/2010
auf 1190 bis 1290 €/1000 Itr. frei Haus Lieferung. Die Gesamtmenge an frei handelbarem
Holunderkernél iibersteigt schatzungsweise nicht mehr als 1000 t/a’®.

8 hitp:/lwww.kleinezeitung.at/freizeit/lokalerezepte/3333144/industrie-reisst-sich-um-den-holunder.story
(08.03.2015; 18:10)

7 http://de.wikipedia.org/wiki/Schwarzer _Holunder (08.03.2015; 18:15)

78 vgl. dazu: http://www.vulcolor.com/de/produkte/holundertrester-holunderkerne-holundermehl-
holundersamenoel.html (08.03.2015; 18:23)
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Tallol

Tallol fallt als Abfallprodukt bei der Zellstoffherstellung an. Durch die Dracosa AG und das
ICT wurde eine ausreichende Menge fur den gesamten Projektverlauf von der Zellstoff
Stendal GmbH erhalten.

3.1.3 Pressen der Saat und weitere Aufarbeitung der Ole (TLL, InfraLeuna)

Das Pressen der Saat aus der Ernte erfolgte auf den Laborpressanlagen der TLL vom Typ
KOMET DD85-G, Durchsatz je nach Saat ca. 25 kg/h und KOMET CA/59G, Durchsatz je
nach Saat ca. 10 kg/h. Es wurden die Pressparameter ermittelt und eine quantitative
Erfassung nach den jeweiligen Verfahrensschritten sowohl hinsichtlich der Olausbeute als
auch der Nebenproduktausbeute vorgenommen (siehe Tabelle 5). Die kalt abgepressten Ole
wurden im Technikum der TLL gefiltert und gereinigt (Saureentschleimung,
Laugenentsauerung). Die Reinigung oder Veredelung des Ols durch Entschleimung und
Entsduerung orientierte sich dabei an MATTHAUS UND MUNCH (2009). Beide
Veredelungsstufen fanden in einem Verfahrensschritt statt. Dabei werden fir Stabilitat und
Lagerfahigkeit Phospholipide, Kohlenhydrate, Proteine, Metallionen, Seifen, Farb- und
Schmutzstoffe sowie freie Fettsduren abgetrennt.

Das Rohdl wurde im Wasserbad auf 70 °C erhitzt, pro kg Rohdl 1 g 85 %ige Phosphorsaure
zugesetzt und intensiv vermischt. Zur Saureneutralisation wurden nach 10 Minuten pro kg
Rohdl 50 ml 32%ige Natronlauge und 2% entmineralisiertes Wasser zugegeben. Die
Reagenzien wurden intensiv vermischt und unter leichtem Rihren hat man sie 60 Minuten
reagieren lassen. Wahrend der letzten 10 Minuten wurde die Temperatur auf 85°C erhoht.
Die ausgefallten Inhaltsstoffe setzten sich innerhalb von 24 Stunden ab. Das gereinigte Ol
wurde erneut gefiltert.

Insgesamt wurden 351 Liter (L) aufbereitetes Ol an die Projektpartner versendet (siehe
Tabelle 4).

Tabelle 4: Mengen aufbereiteter und versendeter Pflanzendéle.

Pflanzenol Menge, L Projektpartner
Iberischer Drachenkopf 58 32LIGB, 14 L CBP, 12 L Hobum
Krambe 66 60 L CBP, 6 L Hobum
Koriander 225 15 L IGB, 7,5 L Hobum
Erucaraps 77 1LIGB,70L CBP, 6 L Hobum

29 L IGB, 21 L DHW, 0,5 L Eucodis,
Sent 355 5 L Addinol, 1 L Hobum
Lein 20 20LIGB, 44 L CBP
Schwarzkiimmel 5 2 LIGB, 3 L Hobum
Saflor 6 5L1GB, 1 L Hobum
Leindotter 4 4 L Hobum
HighOleic-Sonnenblumen 30 30L CBP
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Tabelle 5: Olausbeuten nach Pressung (Roh6l) und nach Entschleimung/Entsauerung
(Gereinigtes Ol) dezentrale Pressung im Technikum der TLL.

Pflanzenol Rohol, % der Saat | Gereinigtes Ol, % der Saat
Iberischer Drachenkopf 27 18
Krambe 20 15
Krambe, geschalt 34 21
Koriander 16 12
Erucaraps 34 26
Senf 15 13
Lein 35 29
Schwarzkimmel 21 15
Saflor 17 12
Leindotter 33 25
HighOleic-Sonnenblumen 38 34

In industriellen Herstellungsprozessen ist die Olausbeute nach der Reinigung hoéher als in
den hier dargestellten Technikumsversuchen.

Die kommerziell erworbenen Pflanzenéle wurden in der Regel als Rohéle beschafft. Die
Zusammensetzung ist chemisch gesehen nicht einheitlich; es kénnen Tribstoffe, Lecithine,
Diglyceride, freie Fettsauren und &hnliche Stoffe vorhanden sein. Fur chemische und
biotechnologische Umsetzungen sind sie schlichtweg nicht rein und einheitlich genug. Eine
Reinigung, d. h. Raffination entsprechend dem folgenden Schema war deshalb zwingend
notwendig (siehe Abbildung 6).

Raffinierung

Wasser —| Entlecithinierung — Lecithin

— Entschleimung

Phosphorsdure, Triibstoffe, Schleime,

Warme (Kohlenhydrate, Proteine)
Natronlauge —p Entsduerung —— Freie Fettsduren
Bleicherde, .

. —_— B\eu:hung —— Farbstoffe, Schwermetalle
Aktivkohle

Wasserdampf ——»{ Desodorierung ——»

Abbildung 6: Raffinationsprozess pflanzlicher Ole.

Geruchs-, Geschmacks-
Stoffe, Pestizide
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Da dieser Prozess in der Phase 1 des Projekts von den Projektpartnern nicht selbst
durchgefuhrt werden konnte, wurde mit der Pilot Pflanzenéltechnologie Magdeburg e. V.
(PPM) ein externes Unternehmen gefunden, das die vollstandige Raffination fur drei Ole
(Drachenkopfdl, Holunderkerndl, Senfdl) fur jeweils 50 kg durchfliihrte. Die genauen
Verfahrensbedingungen sind am Beispiel von Senfél in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Verfahrens-Kurzbeschreibung — Verarbeitung von Senfél (InfraLeuna)

Material: Senfol, 1 x filtriert
Charge 3737 vom 16.12.2009 ( Herkunft: Kroppenstedter Olmiihle)
46,85 kg Brutto / 44,45 kg zur Raffination
PPM-Eingangs-Nr.  13/2010

Tabelle 6: Prozessschritte und Prozessbedingungne bei der Raffination von Senfdl.

Prozessschritt Prozessbedingungen Probenahme

10 % Wasser
ca. 85°C

45 min

350 rpm

0,15 % Phosphorsaure (85 %-ig 1:1 verdinnt)
ca. 85 °C

Entschleimung 45 min 200 g
350 rpm
10% Wasser

Hydratisierung 200 g

4 %-ige Natronlauge ( 70% Uberschuss) nach 1.
90 -92°C Wasche
20 min 200 g
350 rpm
10% Wasser nach letzter
Wasche

5 Waschen bei ca. 90°C mit je 10% Wasser (20 min) | 200 g

82-96°C
Trocknung 40 min 200 ¢
500 rpm

bis 30 mbar

1% Tonsil Supreme 114 FF
90-95 °C

Bleichung 20 min + 5 min einriihren 200 g
500 rpm

bis 20 mbar

Neutralisation und
Waschen

Filtration Vakuumfiltration tber Filternutsche & 5 L 200 g
Saugflasche / Filterplatte P400

220°C

120 min

1-2 mbar

1 - 2 kg/h Wasserdampf

Desodorierung 200 g
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Als Ergebnis der Raffination konnte eine Verringerung der freien Fettsauren (Saurezahl),
eine Erhdhung des Doppelbindungsgehalts pro Gewichtseinheit (Jodzahl) sowie eine
Reduzierung der Farbe erzielt werden (siehe Tabelle 7):

Tabelle 7: Vergleich der Eigenschaften der Pflanzendle vor und nach der Raffination (PPM).

Pflanzenol Eigenschaft Rohdl Raffinat
Saurezahl [mg KOH/ g Ol] |8,29 0,11
Drachenkopfol Peroxidzahl [meq 02/ kg OI] |4,38 0,28
Farbe AOCS 1" 0,8R 0,0R
70Y 54Y
Saurezahl [mg KOH/ g Ol] |1,68 0,09
Holunderkerndl Peroxidzahl [meq 02/ kg OI] |20,96 1,88
Farbe AOCS 1" 19R 0,6R
18Y 72Y
Saurezahl [mg KOH/ g ©Ol] |0,56 0,26
Senfol Peroxidzahl [meqg 02/ kg Ol] | 6,44 0,14
Farbe AOCS 1" 20R 0,1R
70Y 14Y

Der Raffinationsverlust betrug beim Holunderkerndl 18,4 %, beim Drachenkopfdl durch eine
schlechtere Qualitat des Rohdls jedoch 57,2 %. Dieser Verlust muss bei der Planung einer
zukunftigen Grol3anlage in die Massenbilanz mit eingerechnet werden.

3.1.4 Beprobung und Analyse der Olsaaten, der Ole aus dem Anbau, der
Reststoffole und der Presskuchen (TLL)

Die Beprobung und Analyse der angebauten Olsaaten erfolgte auf den Olgehalt, bezogen
auf die Trockenmasse (siehe Tabelle 3) sowie auf freie Fettsauren bei ausgewéhlten Olen
(siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Sdurezahl und freie Fettsauren, Senf- und Erucarapsol.

Saurezahl (mg KOH/g) | Freie Fettsauren (%)
Senfdl (Apoldaer Biomassewerk), gereinigt 0,011 0,006
Senfdl (Dornburg), gereinigt 0,009 0,004
Erucarapsol, gereinigt 0,198 0,099

Fur die Bewertung der wirtschaftlichen Nutzung der Presskuchen von Drachenkopf, Krambe,
Koriander und Erucaraps wurden diese auf Inhaltsstoffe und relevante Parameter fur die
einzelnen Verwertungsrichtungen untersucht. Dazu z&hlen Na&hrstoffanalysen, der
Hohenheimer Biogastest, die Weender Futtermittelanalyse und die Heizwertbestimmung
(siehe Tabelle 9). Die Fettsdurespektren der Presskuchen, welche den Fettsaurespektren
der Ole entsprechen, wurden analysiert (siehe Tabelle 10).
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Tabelle 9: Laboranalyse Presskuchen*.

ME" Ec:?)?hen— Krambe [Koriander |Erucaraps [Verfahren
Trockensubstanz|% FM 91,8 91,2 93,9 92,0 Trockenschrank
Rohfett % TM 8,17 20,8 136 17,5 Egéfﬁg‘frﬁ’;gfmgg
Rohasche % TM 8.41 5.43 731 6,48 ;\I’/lrockenveraschung

uffelofen
Rohprotein % TM 22,1 19,5 18,8 36,7 Kjeldahldestillation
Rohfaser % TM 26,9 34,4 31,8 14,8 Fibertec
ADF % TM 36,3 394 18,4 35,7 Fibertec
Lignin % T™M 13,4 17,5 8,87 13,8 Fibertec
NDF % TM 48,6 46,0 12,0 66,6 Fibertec
Gesamtzucker Luff-Schoorl nach
% TM 1,99 4,76 1,59 7,03 ethanolischer
Extraktion
Starke % TM <3,00 4,22 <3,00 <3,00 Polarimetrie
Lysin % EM 1,24 111 1,00 215 Ionenaustausch-
chromatographie
Methionin % EM 0.46 0.32 0.34 0.70 Ionenaustausch-
chromatographie
Threonin % FM 0,92 0,88 0,65 1,48 L%?i;aa‘iz;ar‘;ﬁ:e
Glucosinolate pmol/g 0,57 2,69 0,61 25,49 HPLC
PRO pmol/g 0,04 1,05 0,10 12,92 |HPLC
GNL umol/g 0,05 0,04 0,03 0,66 HPLC
GNA umol/g 0,05 0,30 0,06 6,04 HPLC
40H pmol/g 0 0,02 0,02 1,34 HPLC
GBN umol/g 0 0,05 0,02 1,99 HPLC
GBC umol/g 0 0,03 0,01 0,69 HPLC
NAS pumol/g 0,04 0,47 0,03 1,07 HPLC
4-methoxy umol/g 0,38 0,74 0,35 0,55 HPLC
N-GBC umol/g 0 0 0 0,23 HPLC
Phosphor g/kg T™M 12,4 8,11 9,36 12,5 ICP-OES
Kalium g/kg T™M 23,3 7,93 17,6 13,2 ICP-OES
Magnesium o/kg T™M 4,86 2,72 4,84 4,75 ICP-OES
Calcium g/kg T™M 6,42 12,5 14,8 8,35 ICP-OES
Schwefel g/kg T™M 3,43 8,18 2,82 7,70 ICP-OES
Natrium g/kg T™M 0,031 0,024 0,090 0,025 |ICP-OES
E\:At‘_'é’;'t‘:akt) % TM <0,05 0,14 0,1 0,07 |Potentiometr. Titration
mn 00T setM | ana | 530 | w91 | sto | ERiERE RSN
Kupfer mg/kg TM 11,8 3,62 17,9 7,83 ICP-OES
Mangan mg/kg TM 50,9 23,3 26,6 68,5 ICP-OES
Zink mg/kg TM 63,4 35,3 52,9 71,9 ICP-OES
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ME" II(D(r)zc;hen- Krambe [Koriander |Erucaraps [Verfahren
Cadmium mg/kg TM 0,033 0,21 0,14 0,12 ICP-MS
Chrom mg/kg TM 1,69 0,25 0,27 0,016 |ICP-MS
Blei mg/kg TM 0,28 0,086 0,069 0,0076 |ICP-MS
Nickel mg/kg TM 0,95 0,47 1,05 0,64 Graphitrohr-AAS
Eisen g/kg T™M 0,31 0,30 0,094 0,13 ICP-OES
Nitrat mg/kg TM <50,0 <50,0 <50,0 <50,0 |Fotometrie
pH-Wert --- 6,9 5,5 6,8 6,1 Potentiometrie
HBT (Biogas) Hohenheimer

NI/kg OTS 495 548 522 676 Biogastest (HBT)
HBT (Methan) Hohenheimer

NI/kg OTS 305 353 330 428 Biogastest (HBT)
HBT (Methan %) o Hohenheimer

Yo 61,7 64,6 63,3 63,4 Biogastest (HBT)
Heizwert, oberer | J/g TM 18.975 22.483 20.040 21.515 |(Bombenkalorimeter
Heizwert, unterer| J/g TM 17.638 20.969 18.581 19.987 |Bombenkalorimeter
Berechnungen

Stickstoff % TM 3,54 3,12 3,01 5,87 Rohprotein/6,25
Stickstoff o/kg T™M 35,4 31,2 30,1 58,7
C:N Verhaltnis 13,4 17,0 16,3 8,7
Org.  Trocken-|, 100 (entspricht TM) —
substanz (OTS) %™ 91,6 94,6 92,7 93,5 Rohasche

* Presskuchen Erntejahre: Drachenkopf 2010, Krambe 2012, Koriander 2013, Erucaraps (Zukauf)
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Tabelle 10 Laboranalyse Fettsaurespektren Presskuchen*, % Fettsaure im Ol.

Fettsauren | Drachenkopf | Krambe | Koriander | Erucaraps | Verfahren
c4:0 0 0 0 0 GC
c6:0 0 0 0 0 GC
c8:0 0 0 0 0 GC
c10:0 0,01 0 0 0 GC
c11:0 0 0 0 0 GC
c12:0 0,01 0,01 0,02 0,02 GC
c13:0 0 0 0 0 GC
c14:0 0,06 0,07 0,04 0,06 GC
cl4:1 0 0 0 0 GC
c15:0 0,03 0,02 0,04 0,03 GC
c15:1 0 0 0 0 GC
c16:0 7,82 2,4 3,18 3,45 GC
clé:1 0,19 0,38 0,46 0,35 GC
c17:0 0,08 0,03 0,03 0,03 GC
cl7:1 0,04 0,02 0,06 0,02 GC
c18:0 2,28 0,99 0,69 0,95 GC
c18:1 10,9 17,05 79,77 13,65 GC
c18:2 14,01 9,62 15,11 13,02 GC
c18:3g 0 0 0,08 0 GC
c18:3a 62,2 6,31 0,19 7,66 GC
c20:0 0,07 1,08 0,08 0,81 GC
c20:1 1,23 3,03 0,06 4,81 GC
c20:2 0,16 0,26 0,02 0,39 GC
c20:3 0,36 0,04 0 0,05 GC
c21:0 0 0,03 0,01 0 GC
c20:4 0 0 0 0 GC
c20:5 0,17 0 0,02 0 GC
c22:0 0,04 1,94 0,05 0 GC
c22:1 0,17 54,17 0,02 52,53 GC
c22:2 0,03 0,36 0,02 0,43 GC
c23:0 0,03 0,36 0,02 0,43 GC
c24:0 0,02 0,66 0,03 0,27 GC
c24:1 0,11 1,15 0 1,05 GC
c22:6 0 0 0 0 GC

* Presskuchen Erntejahre: Drachenkopf 2010, Krambe 2012, Koriander 2013, Erucaraps (Zukauf)
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3.1.5 Charakterisierung der Inhaltsstoffe der pflanzlichen Ole sowie deren
Eignung fur die im Projekt verfolgten industriellen Anwendungen
(Hobum)

Alle vom Projektpartner TLL zur Verfligung gestellten Pflanzendle wurden hinsichtlich ihrer
Zusammensetzung (siehe Abbildung 7) und wichtiger Kennzahlen (siehe Tabelle 11 und
Tabelle 12) charakterisiert.

Tabelle 11: Wichtige Kennzahlen der verwendeten Pflanzenéle..

Ol Sz iz JZ(GC)
Senfol 0,09 101 -
Schwarzkimmeldl 0,40 133 133
Saflordl 0,06 145 156
Erucarapsol 0,20 97 -
Krambedl 0,06 93 -
Drachenkopfdl 0,03 199 200
Korianderdl 0,11 116 94
Leindotterdl 0,08 158 162

Die erucasaurehaltigen Ole wurden nicht per GC hinsichtlich der JZ ausgewertet, da Saule
und Saulenprogramm nicht auf solche Produkte ausgelegt waren.

Ein Vergleich mit handelsiiblichen derzeit eingesetzten Pflanzendlen (siehe Tabelle 12) zeigt
keine besonderen Auffélligkeiten. Allerdings sticht das Drachenkopfol hinsichtlich seiner sehr
hohen Jodzahl deutlich hervor.

Tabelle 12: Kennzahlen handelstblicher Pflanzendle.

Ol Sz JZ(GC)
Rapsol 0,1 110
Sojadl 0,1 130
Sonnenblumendl 0,1 135
Sonnenblumendl-HO 0,1 90
Leindl 0,2 185

Von wesentlich gréRerer Bedeutung fur die moderne Oleochemie ist die Zusammensetzung,
das sogenannte Fettsauremuster der Pflanzendle (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Fettsdurezusammensetzung (per GC) der im Projekt eingesetzten Pflanzendle.

Oft besteht Bedarf an Pflanzendlen mit einem mdglichst hohen Anteil an einer Fettsaure oder
einer bestimmten Doppelbindungsfunktionalitat. Hiervon ausgehend erscheinen die
folgenden Ole interessant:

e Koriander (hoher Anteil an 18:1; Petroselinsaure plus Olsaure)
e Drachenkopf (hoher Anteil an 18:3; Linolensaure)

e FErucaraps (hoher Anteil an 22:1; Erucaséaure)

e Saflor (hoher Anteil an 18:2; Linolséure)

Die Pflanzendle aus der Senfpflanze und vom Leindotter waren fur die von HOBUM
angedachten Anwendungen uninteressant, wurden aber fur die Projektpartner weiter
untersucht. Auch Schwarzkimmel war hinsichtlich der Zusammensetzung eher nachteilig.
Das Ol besitzt einen recht hohen Anteil an gesattigten Fettsauren.

Die zur Verfligung gestellte Ware an High oleic Sonnenblumenél war massiv mit normaler
Sonnenblumenélsaat vermischt, so dass dieses Ol keinen Wert besaR und fur weitere
Untersuchungen nicht verwendet wurde.
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3.2 Bewertung der Rohstoffbereitstellung (KIT, TLL)

Ziel dieses Kapitels ist die Beurteilung ausgewahlter Rohstoffalternativen hinsichtlich ihrer
Verflgbarkeit und Kosten sowie die Erfassung sozio-6konomischer und &kologischer
KenngrofRen der Rohstoffbereitstellung. Es werden die 6konomischen und 6kologischen
Bewertungen der Projektphase 1 (durgefiihrt vom KIT, nicht aktualisiert) und 2 (durchgefihrt
vom TLL) aufgefuhrt. Die Rohstoffbewertungsmodelle des KIT wurden fur die Bewertungen
der Prozesse und Produkte in Phase 2 auf Basis der Erganzungen und Aktualisierungen des
TLL erweitert.

3.2.1 Betrachtete Rohstoffe (KIT, Projektphase 1, 2009-2012)

Im Verbundprojekt werden Pflanzenole als Rohstoffe untersucht. Dabei lassen sich anhand
der jeweiligen Bereitstellung zwei verschiedene Arten von Rohstoffen unterscheiden.
Einerseits werden Ole betrachtet, die auf den gezielten Anbau von Industriepflanzen
zurickgehen. Hierzu zahlen Drachenkopfél und Krambe6l. Andererseits sind Pflanzendle
aus Reststoffen Gegenstand des Projektes, die in der Ernahrungs- bzw. Zellstoffindustrie
anfallen. Hierzu zéhlen Senfol, Holunderkerndl und Tall6l. Fir die Bereitstellung von Olen
aus Industriepflanzen wird die gesamte Wertschopfungskette vom landwirtschaftlichen
Anbau der Olpflanzen liber die Saataufbereitung bis hin zur Olgewinnung und -aufbereitung,
einschlie3lich der notwendigen logistischen Prozesse analysiert. Die Bilanzierung der
Bereitstellung von Pflanzendlen aus Reststoffen beginnt hingegen mit der
Reststoffbeschaffung und umfasst die anschlielend notwendigen Aufbereitungsschritte.
Diese Unterscheidung ist bei der folgenden Darstellung der Ergebnisse zu berlicksichtigen.

3.2.1.1 Iberischer Drachenkopf

Der Iberische Drachenkopf (Lallemantia iberica), engl. Iberian dragonhead ist ein
Lippenblutler (wie z.B. Melisse, Minze, Thymian). Die wei3blihende, sommerannuelle
Pflanze stammt vermutlich aus dem westlichen Asien und ist heute vor allem in trockenen
Regionen Klein- und Vorderasiens verbreitet. Die Lange des vierkantigen Stangels betragt
0,5 - 0,7 m, die Frichte sind dreikantige, ovale, braune bis schwarze Samen. Die Samen
enthalten bis zu 38% O, die haufigste Fettsaure ist Linolensaure (18:3) mit fast 70%.

In Europa wird Iberischer Drachenkopf seit Ende des 19. Jahrhunderts vereinzelt angebaut,
bis Mitte des 20. Jahrhunderts in der Sowjetunion sogar auf mehr als 20.000 Hektar.
Iberischer Drachenkopf konnte sich jedoch nicht gegen andere Olpflanzen wie Raps,
Sonnenblume oder Ollein durchsetzen und wurde in den letzten Jahrzehnteicht in
vergleichbarer Weise zichterisch verbessert. Erst in den letzten Jahren ist er aufgrund
seines hohen Linolensauregehaltes zunehmend interessant geworden.

3.2.1.2 Krambe

Krambe (Crambe abyssinica), engl. Crambe, gehdrt wie z.B. Raps, Blumenkohl, Senf zu
den Kreuzblitlern und ist eine sommerannuelle Pflanze mit einer Vegetationsdauer 90 - 110
Tagen. Ursprungsgebiete sind Athiopien und die Mittelmeerkiiste. Die Stangellange betragt
0,8 - 1,5 m und es werden kleine weil3e Bluten ausgebildet. Die Fortpflanzung erfolgt primar
durch Fremdbefruchtung. Von den Frichten werden Schoten und Samen geerntet, der
Schalenanteil ist mit 20 - 35% relativ hoch. Das Samenkorn weist ein Tausendkorngewicht
(TKG) von 5 - 8 g auf. Krambefriichte enthalten 30 - 40% Ol und 15 - 20% Proteine.
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Krambesamen enthalten 40 - 50% Ol. Das Fettsaurespektrum setzt sich wie folgt
zusammen: 55 - 62% Erucasaure, 15 - 18% Olsaure, 8 - 10% Linolsaure, 6 - 7%
Linolensaure. 20 - 25% der Friichte bestehen aus Proteinen. Bei Krambe spielen die in den
Frichten enthaltenen Begleitstoffe eine wichtige Rolle. Sie enthalten 60 - 90 umol / g
Glucosinolate, davon 95 % epi-Progoitrin. Weitere antinutritive Inhaltsstoffe in geringen
Anteilen sind Sinapin, Tannine und Inositolphosphate. Diese Begleistoffe schranken die
Verwendung der Pressriickstande als Futtermittel ein (max. 15% in Kraftfutter, max. 5% bei
Schweinemast).

Krambe ist eine domestizierte Olpflanze, deren Anbau als Nutzpflanze erst im 20. Jh.
Begann. In Deutschland fand bisher nur Versuchsanbau statt, in den USA (North Dakota)
gibt es seit den 1990er Jahren kommerziellen Anbau auf mehreren Tausend Hektar.

3.2.1.3 Senfkernol

Gelbsenf bzw. Weiler Senf (Sinapis alba ssp. alba), engl. (white) mustard ist ein
Kreuzblitler (wie z.B. Raps, Blumenkohl, Krambe). Die Pflanze stammt urspriinglich aus
mediterranen Regionen, von wo aus sie sich nach Europa, Asien, Amerika ausbreitete. Die
Sprosslange betragt 0,6 - 1,5 m, die Blatter sind behaart und es werden gelbe Bliten
ausgebildet. Die Fortpflanzung erfolgt tberwiegend durch Fremdbefruchtung. 2 - 3 cm lange
Schoten enthalten bis zu 8 gelbe Samen, deren Korn ein Tausendkorngewicht (TKG) von 4 -
8 g aufweist. Gelbsenf ist eine sommerannuelle Pflanze (einjahrig) mit einer
Vegetationsdauer von 90 - 120 Tagen. Eine Kreuzung mit Brassica-Arten (z.B. Raps)
erzeugt i.R. sterile Hybriden. Es handelt sich um eine sekundare Kulturpflanze, die aus
Unkrautpopulationen selektiert und bereits bei Agyptern und Chinesen erwéhnt wurde. Senf
dient spatestens seit der Antike als Gewirzpflanze und gelangte wahrscheinlich durch die
Romer nach Deutschland, wo der Anbau seit dem 16. Jh. dokumentiert ist. Der Anbau fir die
Speisesenf- und Gewilrzherstellung findet sich heute hauptsachlich in Ungarn, Polen,
Marokko und Kanada. Desweiteren gibt es Anwendungen zur Farbung, Geschmacks-
verbesserung und als Emulgator. In Sid- und Ostasien wird Senf auch als Salat und als
Arzneipflanze genutzt. Als nachwachsender Rohstoff ist er wegen des hohen
Erucasaureanteils interessant, etwa zur Schmier- und Motorendlherstellung, wo langkettige
Fettsauren aufgrund der Unpolaritat zum Einsatz kommen. In Deutschland erfolgt der Anbau
von Gelbsenf primar als Grundingungspflanze (Zwischenfruchtbau, Bodenbedeckung),
zusatzlich auch als Grunfutterpflanze. Im Rahmen des Projektes wird das aus der Senfsaat
gewonnene Senfkerndl als Rohstoff untersucht, bei dem es sich um ein Kuppelprodukt aus
der Nahrungsmittelverarbeitung handelt. Im Herstellprozess einiger Speisesenfsorten
werden die Senfkorner ganz oder teilweise entdlt. Die Erzeugung von Senfsaat wird dennoch
im Folgenden der Erzeugung von Drachenkopf und Krambe gegenibergestellt.

3.2.1.4 Holunderkernol

Holunderkerndél erhalt man durch Auspressen der Kerne von Holunderbeeren. Die Kerne
muissen dazu aus den Rickstanden der Saftabpressung (,Trester“) separiert werden.
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3.2.1.5 Tallol

Talldl (schwedisch tallolja, englisch tall oil) ist ein Abfallprodukt aus der Zellstoffindustrie.
.1all* ist schwedisch fur Kiefer und deutet auf die Herkunft aus dem Rohstoff Holz hin.
Kiefernholz enthédlt 3% Extraktstoffe, im Wesentlichen bestehend aus Fettsauren,
Harzsauren und nicht-sauren Verbindungen. Tallol entsteht als Reststoff bei der
Zellstoffherstellung mit Sulfataufschluss (Kraft-Prozess) und enthélt diese Extraktstoffe. Es
ist eine dunkelbraune, Ubelriechende (wegen der Schwefel-Verbindungen), zahflissige
Masse mit einer Dichte von 0,95 - 1,02 kg/l. Im Kraft-Prozess fallen ca. 35 kg Tall6l pro
Tonne Zellstoff an. Die Zusammensetzung des Extrakts ist von mehreren Faktoren
abhangig, z.B. von Holzart, Jahreszeit, Holzaufschlussverfahren. Unfraktioniertes Tallol
(Rohtalldl, Crude Tall Oil, CTO) enthalt 15 - 55 % Fettsauren, 20 - 65 % Harzsauren, 1 - 8 %
Oxysauren und 6 - 30 % andere unverseifbare Komponenten. Die Tall6lfettsdauren (Tall Oil
Fatty Acids, TOFA) bestehen zu mindestens 97 % (1. Qualitat) bzw. 67 % (bei einem
Harzsaure-Anteil von 25 - 30 %) aus Fettsduren. Linolsdure und konjugierte C18-Fettsauren
haben dabei einen Anteil von 45 - 65 %, weitere ungesattigte Fettsauren sind Olsaure (25 -
45 %) und Octadeca-5,9,12-triensaure (5 — 12 %). Gesattigte Fettsduren sind mit 1 - 3 %
enthalten.

Beim Kraft-Prozess der Zellstoffherstellung entsteht die sogenannte Schwarzlauge (black
liquor). Dampft man diese ein, so entsteht Tallolseife (engl. tall-oil soap). Durch Waschen
und Filtrieren (Dekantieren und Separieren) trennt man sie vom Zellstoff. In Verdampfern ist
eine Aufkonzentration zu >65% TM mdglich. Die Gewinnung von CTO erfolgt durch
Ansauern (mit verdinnter Schwefelséaure) der Tallblseife bei 98 °C. Fraktionierung von CTO
mittels Vakuum-Destillation liefert Sulfatpech (Tallpech, auch Tallélpech), TOFA und Tallharz
(Tall Oil Resins, TOR). TOR dient zur Herstellung von Harzestern und harzmodifizierten
Phenolharzen fir Beschichtungsstoffe und hauptséchlich Papierleimen, Sulfatpech kommt in
der Dachpappen-, Kernbindemittel-, Ful3bodenplatten-, Bautenschutz- und Farbenindustrie
zum Einsatz.

3.2.1.6 Weitere Ole

Weitere im Laufe des Projekts diskutierte Ole sind Erucarapsol, High-Oleic-Sonnenblumendl,
Leindl, Saflordl (Distelél), Tomatenkerndl und Korianderdl. Erucaraps, High-Oleic-
Sonnenblumen und Ollein werden im Vergleich zu Winterraps zwar nur in sehr geringem
MalRe in Deutschland angebaut. Im Industriepflanzenbau, der fast ausschliel3lich auf
Vertragsbasis erfolgen dirfte, dienen sie jedoch zur Bereitstellung von Erucasaure, Olsaure
bzw. Linolen- und Linolsaure. Im Folgenden wird Erucarapsol daher zum Vergleich mit
Krambe herangezogen, wahrend Lein6l dem Drachenkopf6l gegenibergestellt wird. Leindl
ist zudem der aktuell eingesetzte Rohstoff der Dracosa AG zur Epoxidharzherstellung. Der
Anbau von Ollein ist in den letzten Jahren deutlich zuriickgegangen, was zumindest teilweise
auf die Absenkung der vormals relativ hohen EU Pramien fir Ollein auf das einheitliche,
erzeugnisunabhangige Niveau zu erklaren ist. Der Bedarf der Industrie flir technisches Leindl
sowie die Nachfrage aus dem Nahrungs- und Futtermittelbereich wird groftenteils durch
Importe, vor allem aus Kanada, gedeckt”. High-Oleic-Sonnenblumendl ist das Referenzél

® GRrAF ET AL., 2005: Graf, Degner, Zorn, Pittorf, Thiringer Landesanstalt fir Landwirtschaft, Leitlinie zur
effizienten und umweltvertraglichen Erzeugung von Ollein http://www.tll.de/ainfo/pdf/oell0805.pdf  Zugriff:
22.09.2014
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zur Bereitstellung von Olsaure. Saflorél ist reich an Ol- und Linolsaure. Es wird sowohl fir
Nahrungsmittel- als auch fir Industrieanwendungen eingesetzt und war urspriinglich als
Rohstoff im Projekt geplant. Aus mangelnder Saatverfiigbarkeit wurde Saflor zuriick gestellt,
dennoch ist zumindest die Saatgutherstellung im Folgenden 6konomisch bewertet.

Tomaten- und Kirschkerndl sind zwei weitere Reststoffe aus der Nahrungsmittelindustrie, die
prinzipiell ebenfalls die im Projekt relevanten Fettsduren liefern konnen. Die
Fettsaurezusammensetzung von Tomatenkernol weist etwa 50-60% Linolsdure und 16-25%
Olsaure auf. Es wird in geringem Umfang als Speisedl und in der Kosmetik verwendet. Aus
industrieller Sicht interessant ist die Gewinnung aus Tomatenkernen, die bei der
Verarbeitung von Tomaten zur Lebensmittelerzeugung als Reststoff anfallen. Kirschkernol
enthalt ebenfalls hohe Anteile von Linolsaure (40-50%) und Olsaure (23%-39%) im
Fettsauremuster. Anwendungen sind aus dem Kosmetikbereich bekannt.

Zudem werden die etablierten Pflanzenole aus Raps (Olsaure 52—-66%, Linolsaure 17—25%,
Linolensaure 8-11%) und Soja (Linolsdure 49-57%, Linolensaure 6-11%) vor dem
Hintergrund der Versorgungssicherheit der Anlage diskutiert. Die Projektpartner sind
angehalten, bei der Prozessentwicklung auf eine entsprechende Rohstoffflexibilitat
hinzuwirken. Darlber hinaus sind langfristig auch internationale Wertschopfungsketten zur
Rohstoffversorgung denkbar, z.B. der Bezug von Jatropha aus subtropischen Regionen und
von Krambe aus Osteuropa oder der Anbau von Drachenkopf in Burkina Faso (personliche
Information, InfraLeuna).

3.2.2 Rahmenbedingungen der Pflanzenélbereitstellung (KIT, Projektphase 1,
2009-2012)

3.2.2.1 Agrar- und Handelspolitik

Wichtige politische Entscheidungen zum Anbau nachwachsender Rohstoffe waren die end-
gultige Aufhebung der Stilllegungspflicht eines bestimmten Teils der Ackerflache (bisher
10 %) ab dem Jahr 2009 sowie das Auslaufen der Energiepflanzenpramie Ende 2009. Somit
bestent nun nicht mehr die Mdbglichkeit, Industriepflanzen auf einem Flachenanteil
anzubauen, der verpflichtend von der Nahrungsmittelproduktion ausgenommen ist und der
Vertragsanbau fur energetische Verwertungen wird nicht mehr staatlich geférdert. Die derzeit
in der Umsetzung befindliche Reform der gemeinsamen Agrarpolitik (GAP) der EU zielt auf
Direktzahlungen pro Hektar Ackerland an die Landwirte (,Betriebspramie®, ,1. Saule“ der
GAP) ab (Stand 2012, nicht aktualisiert). Dadurch sollen mittelfristig keine speziellen
Agrargiter mehr geférdert werden, sondern die Landwirtschaft unabh&angig von der
Produktion gefordert werden. Agrarexportsubventionen sind weiterhin zuléssig und praktiziert
(z.B. fur Milch), der vereinbarte Abbau der Exporterstattungen bis 2013 ist vorerst nicht
verbindlich fir die Mitgliedsstaaten. Weiter zunehmende Bedeutung in der
Agrargesetzgebung hat der Umweltschutz erhalten. So ist die Zahlung der EU-
Agrarsubventionen nun an die Einhaltung bestimmter Umweltauflagen gebunden (,Cross
Compliance®) und ein wesentlicher Teil an Geldern aus dem EU-Agrarfonds ist fir die
Finanzierung sogenannter Agrarumweltmalinahmen vorgesehen (,2. Saule“ der GAP, z.B.
Investitionen in umweltfreundlichere Produktionsweisen). Des Weiteren gibt es auf Bundes-
und Landesebene UmweltmalRnahmen, so etwa die finanzielle Foérderung mehrjahriger
Stilllegung (Lander haben Auflagen zu spezifizieren, z.B. keine Diinge- und
Pflanzenschutzmittel zuléssig, Energie- und Futtermittelanbau ausgeschlossen, Max. 5 ha
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(Betriebe mit LF < 100 ha) bzw. max. 10 ha (Betriebe mit LF > 100 ha), Férderungsdauer bis
10 Jahre, aus Umweltschutzgriinden und zur Marktentlastung), die finanzielle Forderung
(max. 5 Jahre) extensiver Produktionsverfahren im Ackerbau oder bei Dauerkulturen,
extensiver Griunlandnutzung und o6kologischer Anbauverfahren fur 5 Jahre. Weitere
Forderprogramme umfassen die Agrardieselvergiitung (fossil, 214,80 EUR je 1.000 Liter
ohne Selbstbehalt und Obergrenze) und regionale Investitionsférderungen und
Ausgleichszulagen fur benachteiligte Gebiete.

Die Handelspolitik der EU fir Olsaaten und Pflanzendle ist durch niedrige Importzélle
charakterisiert und erméglicht somit einen relativ freien Zugang zum europaischen Markt. Die
Doha-Runde, d.h. Verhandlungen zum weiteren Abbau von Handelsbeschrankungen im
Rahmen der Welthandelsorganisation (WTO), sind bisher zu keinem erfolgreichen Abschluss
gekommen, insbesondere da man sich bisher nicht im Bereich des Agrarhandels und der
Agrarsubventionen einigen konnte. Jedoch konnten in Zukunft auch andere
Handelsbarrieren weiter ausgebaut werden bzw. an Bedeutung gewinnen, die
aul3ereuropdische Produzenten benachteiligen. Zu nennen sind hier insbesondere
Importverbote fur genetisch modifizierte Agrarprodukte und die Pflicht zur Einhaltung von
Nachhaltigkeitskriterien. Ab Juli 2010 besteht in der EU eine Zertifizierungspflicht fur
Biokraftstoffketten. In Deutschland sind bisher zwei Zertifizierungssysteme zugelassen,
welche die Kriterien Treibhausgasemissionen, Rickverfolgbarkeit der Rohstoffe sowie sechs
Prinzipien zum nachhaltigen Pflanzenanbau bertcksichtigen (REDcert und ISCC). Eine
Ausweitung der Zertifizierungspflicht auf alle biobasierten Produkte wird aktuell diskutiert.
(BMELYV, Pressemitteilung Nr. 013 vom 20.01.10, 2010).

3.2.2.2 Struktur der Landwirtschaft in Ostdeutschland

Die Struktur der deutschen Landwirtschaft weist einige Unterschiede zwischen Ost- und
Westdeutschland auf (siehe Tabelle 13, Tabelle 14). Diese Rahmenbedingungen spielen vor
dem Hintergrund eine Rolle, dass die Rohstoffe fir die am Standort Leuna geplante
integrierte Bioproduktion voraussichtlich zunachst aus dieser Region bezogen werden.
Resultierend aus der Agrarstruktur der DDR weisen die landwirtschaftlichen Betriebe in
Ostdeutschland eine grofRe Flachenausstattung auf. Im Jahr 2007 bewirtschaftete ein Betrieb
in Sachsen-Anhalt durchschnittich 242 Hektar Landflache, verglichen mit einem
Bundesdurchschnitt von 43 Hektar pro Betrieb.

Tabelle 13: Wertschdpfung und Erwerbstatige in der Landwirtschaft. (Quelle: Agrarberichte der
jeweiligen Bundeslander 2008, MLU Schleswig-Holstein, Statistisches Bundesamt).

Anteil Land-, Forst- und Fischereiwirtschaft Bruttowertschépfung (D: 0,9%, MV: 2,6)

Sachsen-Anhalt 1,8 %
Sachsen 1,1 %
Brandenburg 1,9%

Anzahl und Anteil Erwerbstatige (D: 850.000; 2,1% MV: 3,9%. SL: 0,4%)

Sachsen-Anhalt 28.700 (2,9 %)
Sachsen 41.400 (2,1 %)
Brandenburg 37.600 (3.6 %)
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Zudem finden sich unter den ostdeutschen landwirtschaftlichen Betrieben mit zusammen ca.
15-30 % deutlich mehr Personengesellschaften und juristische Personen als im
bundesweiten Mittel, in dem Einzelunternehmungen mit fast 95 % eine gréRere Bedeutung
aufweisen.

Tabelle 14: Flachenausstattung und Rechtsformen (Quelle: Agrarberichte BMELV und der
Bundeslander 2007 bzw. 2008).

Durchschnittliche Flachenausstattung je Betrieb

Sachsen-Anhalt 242 ha LF
Sachsen 128 ha LF
Brandenburg 198 ha LF
Deutschland 43 ha LF

Rechtsformen und deren Flachenanteile

4.842 Betriebe, 71% EinzelU (28% LF), 18% PersonenG (29% LF), 11%

Sachsen-Anhalt Juristische P (43% LF)

7.021 Betriebe, 86% EinzelU (29% LF), 5% PersonenG (11% LF), 9%

h i
Sachsen Juristische P (60% LF)
Brandenbur 6.704 Betriebe, 75% EinzelU (24% LF), 10% PersonenG (18% LF), 15%
g Juristische P (58% LF)
374.500 Betriebe, 94% EinzelU (68% LF), 5% PersonenG (14% LF), 1%
Deutschlan

Juristische P (18% LF)

Im Jahr 2008 wurde auf fast 60 % (7,039 Millionen Hektar) der Ackerflache Deutschlands
Getreide angebaut, wahrend der Anteil von Olpflanzen bei ca. 12 % (1,405 Millionen Hektar)
lag (siehe Tabelle 15). Unter letzteren nimmt Winterraps mit ca. 98 % eine stark
dominierende Stellung ein. Weiterhin ist festzuhalten, dass Drachenkopf und Krambe in
Deutschland bisher nur im Versuchsanbau eingesetzt wurden. Schwierige Beschaffung
geeigneten Saatguts und verhaltnismaRig wenig Erfahrungen im Pflanzenbau (z.B. bzgl.
Diungung und Pflanzenschutz) konnen den Einstieg in die Produktion daher erschweren.
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Tabelle 15: Flachen und Sorten in Deutschland (Quelle: Statistisches Bundesamt).

Deutschland Sachsen-Anhalt Brandenburg Sachsen
2008 2008 2008 2008
Landwirtsch. | o 555 2 ; 1.170.4 ; 1.323.,6 ; 9141 ;
Flache
Daulirngdr”n' 4.788,7 | 283% | 1695 | 145% | 2822 | 21,3% | 1877 | 20,5%

Ackerflache 11.932,5 | 70,5% 998,3 85,3% 1.035,9 78,3% 720,6 78,8%

Getreide 7.038,5 | 59,0% 598,9 60,0% 550,6 53,2% 426,6 59,2%
Olsaaten 1.404,7 11,8% 164,7 16,5% 142,7 13,8% 131,4 18,2%
Hackfriichte 636,4 5,3% 58,5 5,9% 16,8 1,6% 20,5 2,8%

Futterpflanzen 2.261,2 18,9% 113,8 11,4% 233,0 22,5% 115,6 16,0%

Sonstige 2822 | 2.4% 21,9 229 35,5 34% | 216 | 3,0%
Flachenstil- 3095 | 2.6% 40,5 4,1% 57,3 5.5% 4.9 0.7%
legung

Tohne nachwachsende Rohstoffe

Beim Anbau nachwachsender Rohstoffe nimmt Sachsen-Anhalt eine fiihrende Rolle ein. Die
Zahlen in Tabelle 16 spiegeln jedoch die Situation vor dem Wegfall von Stilllegungspflicht
und Energiepflanzenpramie wider.
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Tabelle 16: Nawaro auf Stilllegungsflachen (Quelle: MLU Sachsen-Anhalt 2007).

Anbau nachwachsender Rohstoffe auf Stilllegungsflachen (ha) 1998 - 2007

Quelle: Ministerium fir Landwirtschaft und Umwelt des Landes Sachsen-Anhalt; Bundesanstalt fir Landwirtschaft und
Erndhrung (BLE)

Roh- Ernteflache (ha)

stoff 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Raps 21.247 | 51.798 | 47.962 | 46.561 | 45.394 | 39.304 | 29.367 | 41.401 | 40.355 | 41.552
Raps-
GP! i i i ) i i ) ) i 17
Sonnen- | o | 1677 | o984 | 1211 | 624 527 86 142 101 20
blume
Sonnen-
blumen- - - - - - - - - - 5
GP!
Ollein 130 269 335 147 95 114 - 33 - -
Weizen - - - - - - - 342 1.082 520
Roggen 55 50 - - 35 - - - 12 183
Roggen-
Gp - - - - - 18 16 - - -
Mutter-
korn - - - - - - 102 207 199 201
(CMS)
Gerste - - - - - - - 2 2 20
Gerste-
GP! i i i ) i i ) ) i 22
Hafer-
Gerste- i i i ) i i ) ) i 3
Weidel-
gras
Triticale - - - - - - 3,5 - - 70
Hanf - 1 - - - - - - - -
Hirse - - - - - - - - - 56
Hirse-
GpP! i i i ) i i ) ) i 8
Silomais - - 12 - 8 101 - 407 802 1.468
Kor.ner- i i i ) i i ) ) 25 7
mais
Liesch-
kolben- - - - - - - - 18 4 1
schrot
Zucker- - - - - - - - - - 186
riben
'GP = Ganzpflanzen Stand: November 2007
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3.2.3 Anbau- und Beschaffungspotenziale, Nutzungskonkurrenzen (KIT,
Projektphase 1, 2009-2012)

Fir die Ole aus Industriepflanzen ist das theoretische Anbaupotenzial durch Standort-
anforderungen und Fruchtfolgebeschrankungen gegeben. Feldversuche haben gezeigt, dass
der Anbau von Iberischem Drachenkopf als Quelle fir Drachenkopfdl und von Krambe als
Quelle fur erucasaurereiches Krambedl in Deutschland grundsatzlich moglich ist.
Drachenkopfanbau ist auf trockenen, kalkhaltigen Boden gut méglich, die Pflanze bevorzugt
warmes Klima. Krambe ist ebenfalls trockentolerant und auch auf sandigen Bdden ist mit
relativ guten Ertragen zu rechnen. Beide Pflanzen eignen sich damit insbesondere auch fir
die Boden- und Klimabedingungen in Ostdeutschland, wo geringere Niederschlage als in
Westdeutschland herrschen und wo vor allem in Brandenburg sowie im gstlichen Sachsen-
Anhalt sandige Béden mit geringen Ackerzahlen zu finden sind (siehe Abbildung 8 und
Abbildung 9).

= =
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 mm

Abbildung 8: Niederschlagsverteilung in Deutschland (Quelle: Deutscher Wetterdienst,
Offenbach).
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Sowohl Drachenkopf als auch Krambe sind Sommerfriichte, das hei3t sie werden im
Frihjahr ausgesat und im Sommer geerntet. Drachenkopf erlaubt eine flexible
Fruchtfolgegestaltung und stellt keine Restriktionen hinsichtlich Vor- und Nachfrucht, als
Vorfrucht eignet sich beispielsweise Getreide. Dracosa Uberprifte sogar den zweimaligen
Anbau pro Jahr, denn die Pflanze raumt bereits im August das Feld. Sollte dies gelingen, so
ware es ein Vorteil gegenuber Ollein, der nicht selbstvertraglich ist und Anbaupausen von
vier bis funf Jahren bendétigt. Krambe ist ebenfalls relativ trockentolerant, der Anbau auf
lehmigen Standorten ist mdglich. Die Anforderungen an die Lufttemperatur sind etwas hoher
als bei Raps (Keimtemperaturminimum 8 - 10 °C, -optimum 15 - 25 °C, Frosttoleranz -5 °C),
die Anforderungen an Sorptionsfahigkeit des Bodens sind geringer. Als Kreuzblitler ist
Krambe mit Raps nahe verwandt und lieBe sich auf &hnliche Weise in eine Fruchtfolge
integrieren, konkurriert dabei jedoch mit anderen Kreuzblitler-Sommerolfrichten wie
Sommerraps, Senf und Leindotter. Geeignete Vorfrichte sind Kartoffeln und verschiedene
Getreidearten, Stilllegungsflachen als Vorfrichte fiihrten in Experimenten hingegen zu
Minderertragen (Verunkrautung). Krambe ist als Vorfrucht fur Wintergetreide gut geeignet.
Theoretisch koénnten Kreuzblitler zusammen genommen auf etwa 25% der Ackerflache
angebaut werden. Weiterhin ist ein Mindestabstand zwischen Krambe- und Rapsfeldern zu
beachten, um eine Auskreuzung und damit eine Verunreinigung des Nahrungsmittelrapses
mit Erucasaure auszuschliel3en.

[ Kreisgrenze
] Gemeindegrenze

Ackerzahl LBG

<23 Vv

23-28 IV

29-35 1l
B 36-45 |l
B >45 |

Abbildung 9: Ackerzahlen in den Gemeinden des Landes Brandenburg (Quelle: GEMDAT).

42



Von diesen pflanzenbaulichen Vorgaben ausgehend kann das wirtschaftliche Potenzial ab-
geleitet werden, d.h. dasjenige Potenzial, welches unter Berlcksichtigung der
Marktbedingungen wirtschaftlich realisierbar ware. Da Drachenkopf und Krambe bisher keine
kommerzielle Bedeutung haben, wirde die landwirtschaftliche Bereitstellung der Saaten
durch Vertragsanbau erfolgen, bei dem der integrierte Bioproduktionsverbund einziger
Abnehmer ware. Grundséatzlich sollte eine solche Kooperation insbesondere fiir Betriebe
attraktiv sein, die aufgrund geringer Ertrage oder schlechter Marktpreise fir etablierte
Kulturen nach alternativen Einkommensquellen suchen. Ersten Erfahrungen bei der
Rohstoffbeschaffung im Projekt zufolge (Dracosa AG) ist dies beispielsweise bei Betrieben
der Fall, die unter ihren Standortbedingungen hauptsachlich Roggen als Getreide anbauen
mussen, woflr jedoch zurzeit unglinstige Marktbedingungen vorliegen: Roggenanbau liefert
einen Verlust bei Preisen um 120 EUR/.

Das theoretische Potenzial fur die Pflanzendle aus Reststoffen ergibt sich aus den
Kuppelproduktverhéltnissen der zugehoérigen lebensmitteltechnischen bzw. zellstoff-
technischen Prozesse. Senfkerndl fallt beim Entdlen von Senfkérnern in der
Speisesenfherstellung an. Die zurzeit 16 deutschen Verarbeitungsbetriebe beziehen
Senfsaat fast ausschlieBlich aus dem Ausland, vor allem aus Kanada und Osteuropa. Im
Jahr 2008 wurden 35.000 Tonnen importiert, was bei einem Olgehalt von 35% 12.250
Tonnen Ol entspricht. Diese GroéRenordnung kann als erster Schatzwert fir das aus
deutscher Produktion anfallende Senfél angenommen werden. Allerdings ist zu
berticksichtigen, dass nicht fur alle Senfsorten die Senfkorner entdlt werden (z.B. Dijonsenf).
AuRerdem findet dieser Reststoff bereits Verwertung vor allem als Brenn- und Schmierstoff
sowie fir Spezialanwendungen in Kosmetik und Pharmazie. Die am Markt verfiigbare Menge
durfte damit deutlich geringer sein. Gezielter Anbau von Senfsaat oder Import von
Senfkdrnern fir die industrielle Senfélverwertung sind ebenfalls denkbar, wenn auch bislang
nicht praktiziert oder zumindest kommerziell unbedeutend.

Holunderkerndél erhalt man durch Auspressen der Kerne von Holunderbeeren. Die Kerne
muissen dazu aus den Rulckstdnden der Saftabpressung (,Trester®) separiert werden.
Obwohl in Deutschland heimisch wird Holunder hierzulande kaum kultiviert. In Nordhessen
wird er auf ca. 80 Hektar fiir die Farbstoffgewinnung angebaut, in der Rhon im Okolandbau
auf ca. 75 Hektar fur einen Getrankehersteller. Am Niederrhein kultiviert ein Obstbaubetrieb
Holunder auf 17 Hektar flir Lebensmittelverwendungen. Eine gré3ere Bedeutung hat der
Holunderanbau in Osterreich, wo auf 1000 Hektar Plantagen bestehen und 2009 ca. 9500
Tonnen Holunderbeeren geerntet wurden. Getrocknete Holunderkerne enthalten ca. 29% Ol.
Mogliche Nutzungskonkurrenzen fur Holundertrester insgesamt ergeben sich zu Futter-,
Dungemittel- und Kosmetikanwendungen, eine grofdtechnische Verwertung des
Holunderkernéls konnte jedoch nicht identifiziert werden.

Das Kuppelproduktverhaltnis von Rohtalldl zu Zellstoff betrdgt etwa 35 Kilogramm pro
Tonne. In Deutschland wurden im Jahr 2009 1.481.000 Tonnen Zellstoff produziert, woraus
sich ein theoretisches Potenzial von etwa 52.000 Tonnen Rohtallél aus der inlandischen
Zellstoffindustrie ergibt. Im Rahmen des Projektes wurde bisher zu Zellstoff Stendal Kontakt
aufgenommen. Dort werden 648.000 t Zellstoff pro Jahr (2009) produziert, woraus sich eine
theoretische Kapazitat von 22.680 t Rohtalldl pro Jahr ableiten liel3e. Weitere kommerzielle
Anbieter von Tallol-Produkten sind z.B. StoraEnso (Fabrik Skoghall in Schweden) und
Arizona Chemical. Die Weltjahresproduktion von Rohtallél wurde Anfang der 1990er Jahre
mit 1,5 Millionen Tonnen pro Jahr abgeschatzt.
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Das wirtschaftliche Potenzial hangt von den am Markt verfligbaren Mengen ab, wobei sich
Uber eine energetische Verwertung hinaus bislang keine Nutzungsformen mit hoher
Wertschopfung etablieren konnten. Verschiedene Raffinerieprodukte aus Talldl sind jedoch
am Markt erhdltlich. Tallolfettsauren (TOFA) dienen laut Unternehmens- und
Literaturangaben zur Herstellung nicht vergilbender Lacke, kurz-, mittel- und langdliger
Alkydharze fir Einbrenn-, Autoreparatur- und Malerlacke, dimerisierter Fettsauren,
waschaktiver Substanzen, von Sammlern bei der Flotation von Mineralien und weiterer
chemischer Zwischenprodukte. In geringer Reinheit ist Tallol als flissiger Kraftstoff
verwendbar. Tall6l-Biodiesel wird durch die schwedische Firma Sunpine entwickelt (,crude
tall diesel”, Solander Science Park).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die betrachteten Ole prinzipiell fur einen
Verbundstandort in Deutschland zur Verflgung gestellt werden koénnen. Sofern ein
erfolgreicher Einstieg in den Vertragsanbau von Drachenkopf und Krambe gelingt, sollte
auch die Bereitstellung groRerer Mengen im Mal3stab von Uber 1000 Tonnen jahrlich mdglich
sein, insbesondere vor dem Hintergrund der oben skizzierten Rahmenbedingungen der
Landwirtschaft in Ostdeutschland. Unter den Reststoffélen weist Holunderkernél, auch unter
Einbeziehung des dsterreichischen Marktes, das geringste Potenzial auf. Es dirfte kaum
Uber 1000 Tonnen pro Jahr liegen. Senfdl ist in grofReren Mengen verfugbar, jedoch
konkurriert man hier mit Abnehmern aus anderen Industrien. Tallol hat unter den
analysierten Reststoffen das mit Abstand gréf3te Potenzial. Allerdings bezieht sich dieses auf
Rohtalldl, dessen Verwendbarkeit als Rohstoff noch im Rahmen des Projektes untersucht
werden wird.

3.2.4 Beschaffungsvarianten fur die 0konomische und 0&kologische
Bewertung (KIT, Projektphase 1, 2009-2012)

Fur die Beschaffung der Pflanzenéle aus Industriepflanzen (Drachenkopfdl und Krambedl)
werden verschiedene Varianten untersucht, denn fir die Verarbeitungsschritte von der
Saaterfassung bis zum aufbereiteten Ol sind grundsatzlich zwei Alternativen denkbar: Zum
einen die Olextraktion bzw. -pressung und Aufbereitung durch einen externen
Auftragnehmer, zum anderen die Durchfiihrung dieser Prozesse am Verbundstandort selbst.
In Variante A (siehe Abbildung 10) erfolgt die Aufbereitung und Verarbeitung der Olsaaten
auRerhalb des Produktionsverbundes in Leuna. Diese externe Olsaatenverarbeitung umfasst
die Reinigung und Trocknung des Erntegutes durch einen Primarerfasser (z.B. Raiffeisen)
sowie die Olextraktion und -raffination unter Lésungsmitteleinsatz durch eine Olmiihle (z.B.
PPM Magdeburg). Es wird davon ausgegangen, dass die getrocknete Olsaat entweder am
Ort der Trocknung oder bei der Olmiihle gelagert werden kann, bis die Olgewinnung beginnt.

In diesem Fall mussen Mengen- und Zeitkapazitaten der externen Olsaatenverarbeitung mit
den Anforderungen der Integrierten Bioproduktion abgestimmt werden. Dies betrifft u.a. die
Koordination des Zeitpunktes der Olpressung mit der Weiterverarbeitung der Ole
Uberwiegend in Batch-Produktion. Aus Qualitéats- und Kostengrinden sollte die dafir
erforderliche Pufferung durch Lagerung der Saaten erfolgen.
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In Variante B (siehe Abbildung 11) erfolgt die Olsaatenaufbereitung und -verarbeitung intern
am Standort Leuna mit eigens fir die Saatenverarbeitung beschafften Anlagen. Die Saat
wird mit einer Reinigungsanlage vom Schwarzbesatz gereinigt und mit einer Trocknungs-
anlage getrocknet. Die Olgewinnung wird im Kaltpressverfahren durchgefiihrt.
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Abbildung 11: Variante B — Interne Olsaatenverarbeitung.
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Wichtig ist festzuhalten, dass kaltgepresstes Ol und Presskuchen andere Produkt-
eigenschaften aufweisen als Extraktionsdl und -schrot. Fiur einige chemische Umsetzungen
ware es zwar geeignet (Dracosa AG), ggf. ist jedoch eine Raffination erforderlich. Aul3erdem
ist die Kaltpressung fiir eine Verarbeitungskapazitat bis ca. 1000 t Saat pro Jahr skaliert,
wahrend die externe Olsaatenverarbeitung eher auf groRere Mengen ausgelegt ist (Olmuhle
Thywissen in Neuss wére z.B. erst mit 4000 t Krambesaat pro Jahr ausgelastet®.

Im Rahmen der Analyse der Rohstoffbereitstellung wird fiur die drei pflanzendlhaltigen
Reststoffe (Senfdl, Holunderkerndl, Rohtalldél) nur der Transport zur Anlage erfasst (siehe
Abbildung 12). Alle notwendigen Aufbereitungsschritte erfolgen in der Anlage in Leuna und
werden als Teil der Rohstoffaufbereitung unter die Prozessbewertung gefasst.

Transport zur BioProduktion

P3:Abfall und
P1:Resourcen Emissionen

@

57

P2:Holunderkerndl T4:Transport P8:Holunderkerndl,
frei Anlage

Abbildung 12: Beschaffung der Reststoffe.

3.25 Okonomische Bewertung der Wertschopfungsketten zur Pflanzendl-
bereitstellung (KIT, Projektphase 1, 2009-2012)

Fur die okonomische Bewertung werden zunachst Herstellkosten der Saaterzeugung
geschatzt. Schatzungen werden neben Drachenkopf und Krambe auch fur Senf, Saflor,
Erucaraps und High-Oleic Sonnenblumen durchgefihrt, um einen Vergleich mit anderen
Olpflanzen zu ermdglichen. Dies ist vor dem Hintergrund sehr volatiler Weltmarktpreise fir
Agrarglter zu sehen. So betrug Mitte 2005 der GrofRhandelspreis fur Rapssaat 175 Euro pro
Tonne. Im Jahr 2008 wurden Hoéchststande von deutlich Gber 400 Euro pro Tonne erreicht,
im Februar 2010 lagen die Preise fur Rapssaat noch bei ca. 290 Euro pro Tonne. Ahnlich
starke Bewegungen weisen die Dungemittelpreise auf, die direkt die Herstellkosten
beeinflussen. Noch gréReren Einfluss auf die Herstellkosten haben die letztlich erzielten
Ertrdge. Gerade bei Drachenkopf und Krambe ist mit héheren Schwankungen zu rechnen,
wodurch die Kosten von Jahr zu Jahr stark unterschiedlich ausfallen kdnnen.

Um von den Herstellkosten fur Olsaaten zu Preisen und Kosten fir die Pflanzendle zu
gelangen, gibt das historische Preisverhaltnis von Rapssaat und Rapsdl erste Hinweise. Im
Mittel der letzten finf Jahre entsprach der Gro3handelspreis pro Tonne Rapsél etwa dem 2,5
fachen des Erzeugerpreises pro Tonne Rapssaat. Wahrend flr Variante A Marktpreise der
Wirtschaftlichkeitsrechnung zugrunde gelegt werden, ist in Variante B eine Investitions- und
Kostenschatzung fur die Saatverarbeitung notwendig. Letztere wurde fir ein
Kaltpressverfahren in der GrofRenordnung von 1000 Tonnen Saatverarbeitungskapazitat

8 Makowski, Norbert, und Thomas Troegel. Krambe - eine alternative Sommer6lfrucht. Munster:

Landwirtschaftsverlag Miinster, 2001
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erstellt. Desweiteren spielen Verwendungs- und Absatzmdglichkeiten der Olschrote bzw. -
presskuchen eine wichtige Rolle flr die Wirtschaftlichkeit. Bei Krambe sind jene nicht als
Futtermittel fur Schweine und Gefliigel geeignet, eine Verfitterung an Rinder wurde in den
USA erfolgreich praktiziert. Die Gutschrift aus diesem Kuppelprodukt wird daher nicht mit
Null angesetzt, sondern mit einem Preisabschlag gegentiber Rapsschrot.

3.2.5.1 Schéatzung der Herstellkosten fiir Olsaaten

Wie bereits erwahnt werden die meisten betrachteten Olsaaten nicht kommerziell angebaut.
Die folgenden Schétzungen beruhen daher auf vertffentlichten Feldversuchsdaten und
Ubertragbaren Daten anderer Pflanzen. Ergebnisse zu pflanzenbaulichen Parametern [z.B.
Leitlinien der TLL] bilden die Grundlage fur die folgende ©konomische Bewertung der
Erzeugung von Olsaaten. Die Kosten fiir die Produktion der Olsaaten gliedern sich in Kosten
fur Saatgut, fur Dungemittel, flr Pflanzenschutzmittel, fir Kraft- und Schmierstoffe,
investitionsabhangige Kosten, Personalkosten und sonstige Kosten. Als Subventionen
werden Direktzahlungen bertlicksichtigt.

Der Saatgutbedarf und der Saatgutpreis wird fir die jeweilige Pflanze auf Basis von
Literaturdaten geschéatzt. Beispielsweise wird fir Drachenkopfsaat ein Saatgutbedarf 15
kg/ha. Saatgut angenommen und ist in Deutschland nicht kommerziell erhaltlich, im Projekt
erfolge der Bezug aus Rumanien (Dracosa AG). Die Thiringer Landesanstalt fir
Landwirtschaft hat fur Feldversuche Samen aus Genbanken und botanischen Garten
verwendet und einen Saatgutpreis von 1 EUR/kg angesetzt.

Die Nahrstoffbedarfe wurden ebenfalls aus Literaturdaten entnommen. Als N-Dinger wird
Kalkammonsalpeter (KAS) mit 27% Stickstoff verwendet, als P-Dlinger Triple-Superphosphat
mit 46% Phosphat und als kombinierter K- und Mg-Diinger 40er Kali mit 40% K,O und 6%
MgO. Aus Vereinfachungsgriinden wird kein weiterer Magnesium-Dinger betrachtet, MgO
also ausschlief3lich tiber 40er Kali zugefihrt, ggf. wird deshalb die empfohlene Diingermenge
nicht vollstandig gedeckt. Der Ermittlung der Diingerkosten liegen die durchschnittlichen
Dungerpreise des Jahres 2009 zugrunde, die von der (LWK-NRW, 2010) veréffentlicht
wurden (siehe Abbildung 13, Abbildung 14 und Abbildung 15). Uber die Nahrstoffanteile
lassen sich die entsprechenden Preise pro kg Nahrstoff berechnen, die in die Kalkulation
eingehen. Im Falle von Triple-Superphosphat erfolgt die Berechnung tber den Preis von Di-
Ammonphosphat, aus dem mithilfe des KAS Preises der N-Anteil abgezogen wurde. Es wird
davon ausgegangen, dass ausschliel3lich Mineraldiinger eingesetzt werden und keine
organische Dungung erfolgt.
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Abbildung 13: Preise fur Stickstoffdiinger (Quelle: LWK NRW 2010).
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Abbildung 14: Preise fur Phosphordinger (Quelle: LWK NRW 2010).
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Abbildung 15: Preise fur Kali-Dinger (Quelle: LWK NRW 2010).

Art und Menge flir Pflanzenschutzmittel sind aus Literaturempfehlungen entnommen.
Beispielsweise werden fur Drachenkopoftlsaaten die Herbizide Bandur und Basagran, das
Graminizid Fusilade Max sowie das Fungizid Folicur empfohlen. Im Basisfall (mittlere Bdden,
AZ 45) wird Basagran nicht eingesetzt und daher mit dem Behandlungsfaktor O versehen,
von Folicur wird gemaf TLL nur ein Zehntel der vom Hersteller empfohlenen Maximalmenge
eingesetzt. Als Preise fur Pflanzenschutzmittel werden aktuelle Angaben aus dem
Landhandel verwendet, jeweils zu den gréRten erhéltlichen Verpackungsmengen®'. Firr die
einzelnen Arbeitsgange der Feld- und Erntearbeit (z.B. Grunddiingung, Pfligen,
Feldspritzen) werden Maschinen (insbesondere Schlepper) und Personal benétigt. Die
zugehorigen Aufwendungen verteilen sich entsprechend auf Betriebsmittelkosten,
investitionsabhéngige Kosten und Personalkosten. Die fir Daten fir Bedarfe und
Kostensatze der Feld- und Erntearbeit fur das Beispiel Iberischer Drachenkopf wurden von
der TLL dbernommen und soweit mdglich aktualisiert. Es wird wie auch bei der
Dungerkalkulation angenommen, dass beim Ernteverfahren samtliche Pflanzenreste auf dem
Feld verbleiben und nur die Saat geerntet wird.

Einzig relevanter Betriebsstoff ist Diesel, der von den Maschinen zur Verrichtung der
notwendigen Arbeitsgange bendtigt wird. Bei der Schétzung des Dieselpreises ist zu
berticksichtigen, dass Landwirte zurzeit zwar den Verbraucherpreis zahlen, einen Teil der
Mineraldlsteuer zurtickerstattet bekommen (ca. 21 cent pro Liter). Auf diese Weise wurde ein
durchschnittlicher Agrardieselpreis von 0,87 EUR pro Liter berechnet (siehe Tabelle 17).

81 Raab. ,Landhandel Raab - Preise fiir Pflanzenschutzmittel.“ 2010.
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Tabelle 17: Durchschnittliche Dieselpreise 2009 (vgl. Mineral('jlwirtschaftsverbandsz).

Diesel davon:
2009 Verbraucher- | Produkten- | Mineral6l- | Mehrwert- | Deckungs-
Nettopreis preis preis steuer steuer beitrag
Ct/L Ct/L Ct/L Ct/L Ct/L Ct/L
Jan 44,8 109,3 29,8 47,0 17,4 15,0
Feb 42,7 106,8 27,4 47,0 17,1 15,3
Mrz 38,3 101,5 27,2 47,0 16,2 111
Apr 42,2 106,2 28,7 47,0 17,0 13,5
Mai 419 105,8 29,7 47,0 16,9 12,2
Jun 44,8 109,3 34,3 47,0 17,5 10,5
Jul 42,5 106,5 32,1 47,0 17,0 10,4
Aug 46,7 111,5 35,4 47,0 17,8 11,3
Sep 44,4 108,8 32,5 47,0 17,4 11,9
Okt 46,8 111,6 34,9 47,0 17,8 11,9
Nov 48,0 113,0 35,4 47,0 18,0 12,6
Dez 47,1 112,0 35,5 47,0 17,9 11,6
AVG 2009 44,2 108,5 31,9 47,0 17,3 12,3
-21,4
87,1

Zu den investitionsabhéangigen Kosten zahlt einerseits Pacht, welche unabhangig von den
tatsachlichen Besitzverhaltnissen als Wert fir das durch den Flachenbedarf gebundene
Kapital angesetzt wird. Der Kostensatz von 3 EUR pro Hektar und Bodenpunkt wurde von
Ubernommen®.. Die Opportunitatskosten der Kapitalbindung durch die Maschinen werden
Uber kalkulatorische Zinsen mit einem Zinssatz von 4% abgebildet. Die Kostenansatze fir
Abschreibungen sowie Reparatur- und Instandhaltung wurden fir alle Arbeitsgdnge
einschlieBlich der Ernte, jedoch ohne Transporte zum Erfasser und Lagerung, aus der
Literatur Gbernommen.

Der Personalbedarf fir die Feld- und Erntearbeiten werden die Arbeitskraftstunden pro
Hektar aufsummiert. Darin enthalten sind termingebundene Arbeiten (Eigen- und
Fremdleistungen), Regiestundenzuschlage (20% auf die termingebundenen Arbeiten) sowie
nicht-termingebundene Arbeiten. Der zusatzliche Personalbedarf fur Leitung und Verwaltung
wird mit 40% der Arbeitskraftstunden abgeschétzt. Die Kosten fur eine Arbeitskraftstunde in
der Landwirtschaft belaufen sich laut Farack et al. auf 13,56 EUR (inkl. 50% Lohn-
nebenkosten).

82 http://www.mwv.de/index.php/daten/statistikenpreise/?loc=2&jahr=2009

8 Farack, Martin, et al. Leitlinie zur effizienten und umweltvertraglichen Erzeugung von Winterroggen. Jena:
Thiringer Landesanstalt fir Landwirtschaft, 2009.
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Weitere Kosten der Saaterzeugung fallen fur Versicherung, Berufsgenossenschaft und
sonstige Posten an. Die Versicherungskosten bestehen aus der Pramie fir die
Hagelversicherung, welche wie bei anderen Friichten auch vom Marktwert der angebauten
Sorte abhangt. In Anlehnung an Biertiimpfel (2008)%. Und Achilles (2008)% (S. 195 mit 12,42
EUR pro 1000 EUR Versicherungssumme fiir Raps und Sonnenblume in Sachsen-Anhalt,
Marktwert 32 EUR/dt) sind sie mit 6 EUR pro Hektar angesetzt. Der Beitrag zur
Berufsgenossenschaft ist mit 20 EUR pro Hektar angesetzt, sonstige Betriebsausgaben mit
60 EUR pro Hektar ( (Achilles, 2008), S. 720 fir einen Ackerbaubetrieb, S. 721 Betrieb mit
200 Hektar Landflache).

Insgesamt ergeben sich die Herstellkosten fur den Erzeuger pro Hektar fiur die Saaten
ungereinigt und ungetrocknet ab Hof. Von diesen Kosten ist die erzeugnisunabhéngige
Betriebspramie (1. Saule der GAP, siehe Abschnitt 3.2.2) abzuziehen, die dem Landwirt fir
jede in der Produktion befindliche Ackerflache gezahlt wird. Sie wurde von der
Bundesregierung fur Sachsen-Anhalt auf 354,97 EUR/ha festgelegt. Durch den Ansatz
kalkulatorischer Zinsen und den Zuschlag von (Verwaltungs-) Gemeinkosten (entspricht hier
den sonstigen Betriebsausgaben) wird das Prinzip der Vollkostenrechnung angewendet.
Weitere Kosten fir Vermarktung sind fiir den Erzeuger im Vertragsanbau nicht zu erwarten.
Die geschéatzten Herstellkosten sind also bereits Selbstkosten und kdnnen im Folgenden mit
denen anderer Olsaaten verglichen werden. In Abbildung 16 werden die Herstellkosten der
betrachteten Olsaaten dargestellt und zum Vergleich die Marktpreise von Winterraps und
Sonnenblumensaaten angegeben (Stand 2011, nicht aktualisiert).
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Abbildung 16: Herstellkosten fir Olsaaten und Vergleich mit Marktpreisen fur konventionelle
Olsaaten, Stand Ende Projektphase 1, nicht aktualisiert.

84 Biertumpfel, Andrea, Torsten Graf, Gerd Reinhold, und Rudiger Schmatz. Leitlinie zur effizienten und

umweltvertraglichen Erzeugung von Iberischem Drachenkopf. Jena: Thiuringer Landesanstalt fiir Landwirtschaft,
2005.

8 Achilles, Werner. Betriebsplanung Landwirtschaft 2008/09. Darmstadt: Kuratorium fiir Technik und Bauwesen
in der Landwirtschaft, 2008.
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3.2.5.2 Schatzung der Herstellkosten fur die betrachteten Ole

Im vorigen Abschnitt wurden die Vollkosten fur die Olsaaten (ungereinigt und ungetrocknet)
geschatzt. Um von hier aus zu einem Preis ,ab Hof“ zu gelangen, welchen die Integrierte
BioProduktion an den Landwirt zu zahlen hat, ist noch eine Marge fiir den Priméarerzeuger zu
bertcksichtigen. Diese wirde im Vorfeld zwischen Abnehmer und Landwirt in einem Vertrag
festgelegt und konnte beispielsweise mit einer Klausel das aktuelle Agrarpreisniveau
berticksichtigen. Die genaue Ausgestaltung der Zahlung und die H6he der Marge werden
von den Verhandlungen beider Parteien abhangen. Dem Landwirt wird dabei aber sicherlich
die Chance auf einen angemessen Gewinn verglichen mit zu erwartenden Gewinnen aus
dem Anbau alternativer Marktfriichte und eine Kompensation fur oder eine Verteilung von
speziellen Risiken (Ertragsausfallrisiko, Ausfallrisiko des einzigen Abnehmers) zugestanden
werden mussen. Fir die Bewertungen wird eine Marge von 20 % auf die Herstellkosten der
Olsaaten angenommen.

Fur die weiteren Schritte der Olsaatenverarbeitung bis zur Bereitstellung des Ols ,frei
Anlage” wird zwischen den beiden Beschaffungsvarianten A und B unterschieden. In der
Variante A (siehe Abbildung 17) werden die Olsaaten zu einem Erfasser transportiert (150
km, Transportkosten nach FNR 2010 S. 122), wo sie aufbereitet (z.B. Schwarzbesatz
entfernt) und getrocknet werden. AnschlieRend werden sie weiter zur Olmihle transportiert
(150 km) und eine Lésemittelextraktion mit Raffination der Ole durchgefiihrt (Kosten durch
Crush-Margin Vergleich mit Rapsol). SchlieRlich wird das Ol zur Anlage transportiert (100
km). In der Variante B (siehe Abbildung 17) werden die Olsaaten direkt zur Anlage
transportiert (150 km), wo die Aufbereitung und Trocknung und anschlieBende Kaltpressung
stattfindet. Die Kosten fir die Kaltpressung basieren auf Daten der KTBL 2008/09 und
wurden fir die betrachteten Olsaaten angepasst, z.B. Olgehalt.
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Abbildung 17: Herstellkosten fiir Ole und Vergleich mit Marktpreisen fiir konventionelle Ole,
Variante A LM-Extraktion extern, Variante B Kaltpressung intern, Stand Projektende Phase 1.

In den Ergebnissen schlagt sich die Tatsache nieder, dass zur Erzeugung der Olsaaten
keine grundsatzlich anderen Kultivierungs- und Erntetechniken als bei etablierten
Feldfriichten erforderlich sind. Unterschiedlich sind vor allem das Ertragsniveau sowie einige
Aufarbeitungsschritte. Auf Grundlage verfligbarer Daten zu Dunge- und Pflanzen-
schutzmitteleinsatz, Feld- und Erntearbeit sowie Aufarbeitungsschritten ergeben sich Werte,
die Uber den Herstellkosten fur Raps liegen. Erlése fur Nebenprodukte (z.B. Presskuchen)
sind in der Berechnung nicht enthalten, flieRen aber in die Olpreise der Prozessbewertungen
ein.

Okonomische SchliisselgroRen der Rohstoffbereitstellung sind vor allem die Flachenertrage
sowie das aktuelle Preisniveau der Agrarmarkte.
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3.2.6 Betriebswirtschaftliche Richtwerte der Saatproduktion (TLL, Projekt-
phase 2, 2012-2014)

Wird der kalkulierte Erzeugermindestpreis am Markt garantiert, der die im
Produktionsverfahren entstehenden Vollkosten und einen Beitrag zum Betriebsergebnis
(Gewinn) abdeckt, kdénnen die Alternativen zum Winterraps im Anbau wirtschaftlich
konkurrenzfahig etabliert und eine nennenswerte Produktion aufgebaut werden.

Die Vollkostenrechnung umfasst den Anbau, die Ernte, Reinigung, Trocknung sowie den
Transport zum Erfasser mit Preisen fur Betriebsmittel, Arbeitserledigung, Flache und
sonstigen Kosten aus dem Jahr 2013 (siehe Anhang 1 bis Anhang 4).

Da aufgrund des zu vernachlassigenden Anbauumfangs von Drachenkopf und Krambe nicht
alle eingesetzten chemischen Pflanzenschutzmittel zugelassen sind, kann eine
Genehmigung fur Mittelanwendungen mit geringfigigem Umfang nach 822, Absatz 2
Pflanzenschutzgesetz beantragt werden (siehe Anhang 7 und Anhang 8).

Den Direktkosten (siehe Anhang 11 bis Anhang 14) wurden die aktuellen ortsiiblichen Preise
fur DlUnge- und Pflanzenschutzmittel, Trocknung, Reinigung und Hagelschutzversicherung
zugrunde gelegt.

Bei den Maschinenkosten und dem Arbeitszeitbedarf (siehe Anhang 15 bis Anhang 19)
kamen die in den Versuchen bzw. der Praxis bewahrten agrotechnischen MaRhahmen sowie
Richtwerte des Kuratoriums fur Technik und Bauwesen in der Landwirtschaft KTBL zur
Anwendung.

Fir die Kulturen Drachenkopf und Krambe gibt es keinen Saatgutpreis, weshalb die
Kalkulation selbiger auf dem Mittelwert der Marktpreise fiir Ollein- und Senfsaatgut basiert.

Der im Erzeugermindestpreis enthaltene Beitrag zum Betriebsergebnis entspricht dem
durchschnittlichen Gewinn aller Feldfriichte in Thiringen.

Im Falle einer zeitnahen Markteinflhrung missen die Ertragsschwankungen von
Drachenkopf, Krambe und Koriander bericksichtigt werden.

Fur den Drachenkopf ist ein Erzeugermindestpreis zwischen den Ertragsniveaus 10 und
15 dt/ha, monetar zwischen 72,8 und 55,3 €/dt zu veranschlagen.

Die Durchschnittsertrage der Krambe liegen hoher als beim Drachenkopf, weshalb bei der
Krambe mit einem Erzeugermindestpreis zwischen den Ertragsniveaus 15 und 20 dt/ha,
monetar zwischen 76 und 57 €/dt zu kalkulieren ist. Die Produktion von Krambesaat weist
aufgrund des niedrigen Schittgewichtes hohe Arbeitserledigungskosten auf, weshalb ihr
Erzeugermindestpreis, trotz hdherer Ertrage, generell Giber dem des Drachenkopfes liegt.

Bei Koriander ist in Frihjahrssaat von einem Ertragsniveau zwischen 10 und 15 dt/ha, bei
der Herbstsaat zwischen 15 und 20 dt/ha auszugehen, was Erzeugermindestpreisen
zwischen 85,3 und 68 €/dt (Frihjahrssaat) bzw. zwischen 68 und 54,4 €/dt (Herbstsaat)
entspricht.
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Ein Sicherheitszuschlag von 20 % auf den Erzeugermindestpreis wirde auftretende
Ertragsschwankungen auffangen.

Beziglich des aktuell realisierbaren durchschnittlichen Ertragsniveaus von Drachenkopf,
Krambe und Koriander wurde sich an den mehrjahrigen Anbauversuchen im tharingischen
Dornburg orientiert. Aufgrund der guten Bodenqualitdt in Dornburg und den vorteilhaften
Bedingungen im Versuchsanbau, ist unter Praxisbedingungen von leicht niedrigeren
Ertrdgen auszugehen, die in zuvor genannten Empfehlungen fir den Erzeugermindestpreis
bei sofortigem Markteintritt der Kulturen bertcksichtigt wurden.

Die Durchschnittsertrage und deren Streuung von Iberischem Drachenkopf, Krambe,
Koriander und Erucaraps im mehrjahrigen Dornburger Anbau werden ausftihrlich im Kapitel
Okologische Bewertung des Anbaus, Flacheneffizienz und Ertragsstabilitat dargestellt.

Der Winterraps weist ein stabiles Ertragsniveau auf. Im Mittel wurden 2013 in Deutschland
39,5 dt/ha geerntet™, auf guten Standorten sind Ertrage tiber 50 dt/ha realistisch. Der fiir den
Erucaraps veranschlagte Mindesterzeugerpreis entspricht demzufolge einem Ertragsniveau
zwischen 35 und 40 dt/ha, monetar zwischen 33,9 und 32 €/dt (siehe Tabelle 18).

Tabelle 18: Erzeugermindestpreise in €/dt fiir den Anbau von lberischem Drachenkopf, Krambe,
Koriander und Erucaraps unter Berlicksichtigung verschiedener Ertragsniveaus.

E:rrnal?;':s’rlega:n 10 dt/ha 15 dt/ha 20dtha | 25dtha* | 30 dt/ha*
Drachenkopf 72,8 55,3 46,1 38,5 33,5
Krambe 76,0 57,0 47,5 40,4 35,7
Koriander 85,3 68,0 54,4 45,0 38,8
Ertragsniveau Winterraps 30 dt/ha 35 dt/ha 40 dt/ha 45 dt/ha 50 dt/ha
Erucaraps 36,5 33,9 32,0 30,6 29,5

* Zuchtungsfortschritt (Ertragsanhebung bzw. -stabilisierung)

Bei Anhebung bzw. Stabilisierung der Ertragshiveaus von Drachenkopf, Krambe und
Kaoriander auf 20 bzw. 25 dt/ha reduzieren sich die Mindestpreise fur den Erzeuger.

86 DESTATIS 2013: Statistisches Bundesamt, Anbaustatistiken 2013, Winterraps
https://www.destatis.de/DE/PresseService/Presse/Pressemitteilungen/2013/07/PD13_252_412.html Zugriff
26.02.2014
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3.3 Bewertung der Rohstoffbereitstellung in Zusammenhang mit der Neben-
produktverwertung (TLL, Projektphase 2, 2012-2014)

3.3.1 Betriebswirtschaftliche Richtwerte der Olkaltpressung in Zusammen-
hang mit der Presskuchenverwertung (TLL, Projektphase 2, 2012-2014)

Ziel der vorliegenden Kalkulation ist ein Olmindestpreis, zu dem die Olmuhle, bei Verkauf
des Ols, kostendeckend produziert und ab dem sie einen Gewinn einfahrt. Die
Wertschopfung Uber den Presskuchen ist an dieser Stelle von enormer Bedeutung, da sein
Verkauf den Olpreis maRgeblich mitbestimmt bzw. zur Wirtschaftlichkeit der Olproduktion
beitragt. Folgende Parameter wurden der Vollkostenrechnung zugrunde gelegt:

¢ Investitionskosten fir die Technik in H6he von 180 T€

e das Gebdaude befindet sich bereits im Bestand, es wurde hier kein Betrag bemessen

e Erzeugermindestpreise fir den Anbau der Olsaaten wurden in Vollkostenrechnung
kalkuliert

o Presskuchenmindestpreise aus den Verwertungsrichtungen Futtermittel, Garsubstrat
in Biogasanlagen, Brennstoff und Diingemittel

e Abpressgrade bzw. Olausbeuten entsprechen einer Kaltpressung, Ermittlung auf
Olmuhle KOMET DD85-G der TLL in Dornburg, nach Filterung der Rohole

e Einsatzzeit der Muhle 5.000 Stunden/Jahr

¢ Anlagenverfugbarkeit 22 Stunden/Tag

o 227 Produktionstage/Jahr

e Verarbeitungskapazitat 0,15t je Stunde

e Verarbeitungsmenge 750 t Olsaat/Jahr

o fir Presskuchenverkauf wurden verschiedene Schatten- oder Gleichgewichtspreise
der Verwertungen Futtermittel, Biogassubstrat mit Garrestnutzung, Dingemittel und
Brennstoff eingesetzt

e einheitliche Dichte von 0,917 kg/L fur alle vier Olsorten

Abschreibungen 18 T€/Jahr

Kapitalverzinsung 3,2 T€/Jahr

Versicherung 1,4 T€/Jahr

Instandhaltung/Wartung 10,5 T€/Jahr

Energie- und Betriebsstoffe 42 T€/Jahr

Lohn- und Verwaltung 11,7 T€/Jahr

fur Olaufbereitung (Entschleimung und Entsiuerung) wurden Kosten von 20 €/t
angesetzt

e dargestellter Olmindestpreis enthalt keinen Gewinn fur die Olmiihle sowie keine
Transportkosten zur Mithle und gegebenenfalls zur Olaufbereitung

Die Hohe des Kornertrages und des Presskuchenmindestpreises der verschiedenen
Verwertungsrichtungen beeinflussen den Olmindestpreis. Je hoher das stabile Ertragsniveau
und die Okonomische Wertschépfung der Presskuchen ist, desto niedriger ist der
Olmindestpreis (siehe Abbildung 18 und Tabelle 19 bis Tabelle 22).

Bei einer Presskuchenverwertung als Futtermittel stellt sich der Olmindestpreis am
gunstigsten dar. Fur die Kulturen Drachenkopf, Krambe und Koriander, deren
Nebenprodukte aktuell keinen Zugang in den Futtermittelmarkt finden, ist der Einsatz als
Brennstoff und in der Biogasanlage die wirtschaftlichste  Option. Die
Presskuchenverwendung als Diingemittel fiihrt zum hdchsten Mindestpreis fiir das Ol.
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3,56

3,34 3,37

Futtermittel Brennstoff Biogas/Garrest Diingemittel

M Erucaraps M Drachenkopf ® Krambe ® Koriander

Abbildung 18: Olmindestpreise einer Kaltpressung in Abhangigkeit von der Verwertungs-
richtung des Presskuchens, Ertragsniveau der Sommerungen: 20 dt/ha und Erucaraps:
40 dt/ha.

20 dt/ha sind von den Sommerungen in guten Jahren erreichbar, stellen augenblicklich aber
keine zuverlassige Grolie dar.

Wie in Kapitel 3.2.6 ausgefuhrt, liegen die aktuell realisierbaren Durchschnittsertrage unter
Berlcksichtigung von Ertragsschwankungen fir den Drachenkopf zwischen 10 und 15 dt/ha,
fur die Krambe zwischen 15 und 20 dt/ha und fir Koriander je nach Aussaatzeitpunkt
zwischen 10 und 15 dt/ha (Fruhjahrssaat) oder 15 und 20 dt/ha (Herbstsaat). Entsprechend
gestaltet sich der Olmindestpreis, der aus dem aktuellen Ertragsniveau resultiert (siehe
Tabelle 19 bis Tabelle 22).

Eine zlchterische Anhebung bzw. Stabilisierung der Ertragsniveaus der Sommerungen auf
20 bzw. 25 dt/ha wiirde den Olmindestpreis aktiv senken und der Oleochemie attraktivere
Preiskonditionen bieten.

Tabelle 19: Olmindestpreis Iberischer Drachenkopf in Abhé&ngigkeit des Ertragsniveaus der
Saat und der Verwertungsschienen des Presskuchens, €/L.

10 dt/ha 2,38 2,71 2,78 2,70
15 dt/ha 1,77 2,10 2,18 2,09
20 dt/ha 1,46 1,79 1,86 1,77
25 dt/ha* 1,19 1,52 1,59 151

Yinkl. Garrestnutzung * Ziichtungsfortschritt (Ertragsanhebung bzw. -stabilisierung)
Kursiv hervorgehoben ist das aktuell realisierbare durchschnittliche Ertragsniveau.
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Tabelle 20: Olmindestpreis Krambe in Abh&ngigkeit des Ertragsniveaus
Verwertungsschienen des Presskuchens, €/L.

der Saat und der

Ertragsniveau Futtermittel Biogassubstrat® Dungemittel Brennstoff
10 dt/ha 2,49 3,93 4,10 2,18
15 dt/ha 1,83 3,01 3,18 2,15
20 dt/ha 1,50 2,55 2,72 1,82
25 dt/ha* 1,26 2,21 2,38 1,58

Tinkl. Garrestnutzung * Ziichtungsfortschritt (Ertragsanhebung bzw. -stabilisierung)
Kursiv hervorgehoben ist das aktuell realisierbare durchschnittliche Ertragsniveau.

Tabelle 21: Olmindestpreis Koriander in Abhéngigkeit des Ertragsniveaus der Saat und der
Verwertungsschienen des Presskuchens, €/L.

Ertragsniveau Futtermittel Biogassubstrat® Dingemittel Brennstoff
10 dt/ha 4,55 5,14 5,34 5,11
15 dt/ha 3,55 4,15 4,34 4,12
20 dt/ha 2,77 3,37 3,56 3,34
25 dt/ha* 2,24 2,83 3,03 2,80

Tinkl. Garrestnutzung * Zichtungsfortschritt (Ertragsanhebung bzw. -stabilisierung)
Kursiv hervorgehoben ist das aktuell realisierbare durchschnittliche Ertragsniveau (Friihjahrssaat: 10 bis 15 dt/ha,
Herbstsaat 15 bis 20 dt/ha).

Fur den Erucaraps ist mit stabilen Durchschnittsertrdgen zwischen 35 und 40 dt/ha zu
rechnen (siehe Tabelle 22).

Tabelle 22: Olmindestpreis Erucaraps in Abhangigkeit des Ertragsniveaus der Saat und der
Verwertungsschienen des Presskuchens, €/L.

Ertragsniveau Futtermittel Biogassubstrat1 Dungemittel Brennstoff
30 dt/ha 0,75 1,09 1,18 1,15
35 dt/ha 0,68 1,02 1,11 1,08
40 dt/ha 0,63 0,97 1,06 1,03
50 dt/ha 0,56 0,90 1,00 0,96

Tinkl. Garrestnutzung

3.3.2 Betriebswirtschaftliche Richtwerte der Nebenproduktverwertung (TLL)

Einen wesentlichen Beitrag zur Wirtschaftlichkeit der Olpflanzenverwertung leisten die
Koppelprodukte Presskuchen oder Extraktionsschrot. Fir Rapssaat wurde in den
vergangenen vier Jahren ein sehr hoher Marktpreis erzielt, dabei wurde 2012 ein
Borsenhoch von Uber 520 €/t erreicht. Ende Juli 2014 sank der Kurs auf den niedrigsten
Stand seit drei Jahren mit zeitweise unter 310 €/t ®’. Witterungsbedingungen, politische und
wirtschaftliche Entwicklungen fihren zu Preisschwankungen. Der Kurs fir die Rapssaat wird
neben dem Rapsolpreis (648 €/t) durch den Preis flr Presskuchen (227 €/t) bzw.
Extraktionsschrot (206 €/t) generiert (Preise Oktober 2014, UFOP 2014). Eine hohe
wirtschaftliche Wertschépfung der Koppelprodukte fuhrt zu einem hohen Erlés fur das
Hauptprodukt. Presskuchen und Schrot des Rapses finden nahezu ausschlief3lich in der
Tierfutterung Einsatz, wo sie aktuell die h6chste monetare Wertschopfung liefern.

8 GOYAX 2014: Matif Rapspreis, Statistiken http://iwww.goyax.de/matif-raps Zugriff: 16.06.2014
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Nachfolgend soll fir die Presskuchen der alternativen Olpflanzen sowie fiir den Erucaraps
die beste ©konomische Verwertungsmoglichkeit analysiert werden. Folgende Einsatz-
bereiche sind mdglich und werden wirtschaftlich und rechtlich betrachtet:

Futtermittel

1. Garsubstrat in Biogasanlagen mit Verkauf des erzeugten Stroms, Nutzung der
Warmeenergie und anschlie3ender Ausbringung des Géarrestes als Diingemittel

2. Organisches Dlungemittel

3. Brennstoff.

Die Preisfindung der Presskuchen in den einzelnen Verwertungsrichtungen resultiert aus den
spezifischen Inhaltsstoffen, die laboranalytisch in der TLL ermittelt und bezlglich ihrer
verwertungsrelevanten Eigenschaften bewertet wurden. Es handelt sich dabei um einen
Mindestpreis, der in der weiteren Wertschopfungskette zur Kostendeckung des Olpreises
beitragt. Auf eine mogliche Verwendung des Olpflanzenproteins fur die technische Nutzung
sowie fur die Humanernahrung wird hingewiesen.

3.3.2.1 Presskuchen als Futtermittel

In Deutschland wird seit Jahrzehnten der Hauptteil des Bedarfes an Eiweil3futtermitteln aus
Importen, vor allem Sojaextraktionsschrot, gedeckt. Am Beispiel des Einsatzes der
Koppelprodukte der Rapsolproduktion (Presskuchen, Extraktionsschrot) wird deutlich, dass
deutsche Futtermittelverwerter dankbare Abnehmer fiir proteinreiche heimische Futtermittel
sind®. So verdoppelte sich der Verbrauch des Futtermittels Rapsextraktionsschrot in
Deutschland von 2000 nach 2012 auf 3,5 Mio. t. Der Anteil des Rapsschrotes am
Gesamtschrotverbrauch (Raps und Soja) wuchs im gleichen Zeitraum um 27 % auf 42 %°°.
Bei der Nutzung heimischer Futtermittel werden neben der Forderung regionaler Wirtschafts-
kreislaufe lange Transportwege vermieden und es wird eine Alternative zu gentechnisch
verandertem Importsoja geschaffen.

Rechtlicher Rahmen fiir den Einsatz von Koppelprodukten alternativer Olpflanzen als
Futtermittel

Um an nationalen und internationalen Qualitatssicherungssystemen teilnehmen zu kénnen,
ist die Aufnahme in fir den Markt relevante Futtermittellisten unumganglich. Raps hat
Eingang in die deutsche Positivliste fur Einzelfuttermittel (10. Auflage 2012) und die GMP+
International (Fassung 05/2013) gefunden. Krambe, Iberischer Drachenkopf und Koriander
hingegen sind in beiden Verzeichnissen nicht vertreten. Durch die Nicht-Nennung erfolgt
eine Abschottung gegentber dem weitaus grof3ten Teil des Marktes fur Futtermittel, welcher
Uber die Qualitatssicherungssysteme an diese Listen gebunden ist. Fir Rapskuchen und -
extraktionsschrot gilt der uneingeschrénkte Einsatz im konventionellen Futtermittelbereich. In

8 BDP ET AL., 2012: Gemeinsames Positionspapier des Bundesverbandes Deutscher Pflanzenzuchter
(BDP), des Deutschen Bauernverbandes (DBV) und der Union zur Férde-rung von Ol- und Proteinpflanzen
(Ufop), Eiweil3strategie http://media.repro-mayr.de/61/538061.pdf Zugriff 10.02.2014

8 SCHMIDT 2013: T. Schmidt, OVID — Verband der Olsaatenverarbeitenden Industrie in Deutschland, Vortrag:
Internationaler Handel mit Futtermitteln — Bedeutung fiir Tierproduktion und Welternahrung, im Rahmen des 1.
Futtermitteltages der Arbeitsgemeinschaft bauerliche Landwirtschaft (AbL) und Germanwatch, Hamm, 03.06.2013
http://www.vom-acker-in-den-futter-
trog.de/fileadmin/Dokumente/Vom_Acker_in_den_Futtertrog/Veranstaltungen/Vortrag_OVID_Schmidt_AbL_Futte
rmitteltag_Hamm_03_Juni_2013.pdf Zugriff: 24.09.2014
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den oben genannten Futtermittellisten findet keine Trennung in 00- und Erucaqualitat statt.
Bei 00-Sorten kennzeichnet die erste 0 einen geringen Gehalt an Erucasaure, die zweite 0
steht fur geringe Glucosinolatgehalte. Erucasorten sind +0-Sorten, wobei + fir hohe
Erucasauregehalte und O flr geringe Glucosinolatgehalte steht. Wahrend bei Anbau,
Erfassung, Lagerung und Transport, bis hin zur Separierung in der Olmuhle eine strikte
Trennung von Eruca- gegenuber 00-Raps einzuhalten ist, wird Ublicherweise das
Extraktionsschrot beider Sorten nach der Olabtrennung zusammengefiihrt und als
Futtermittel vermarktet. Aufgrund des in Deutschland im Vergleich zu 00-Raps sehr geringen
Aufkommens des Erucarapses (< 3 % der Anbauflache von Winterraps in 2013), tritt bei der
Zusammenfihrung ein erheblicher Verdiinnungseffekt ein.

Korianderél und Korianderextrakt sind in der Liste der EU-Futtermittel-Zusatzstoffe (Register
of Feed Additives, EG Nr. 1831/2003) unter Annexl, 2b, natural products, gefiuhrt. Die
natural products gehoren in die Kategorie Aroma und appetitanregende Stoffe und sind fur
alle Tierarten geeignet®™. Die deutsche Positivliste sowie der GMP+ International schlieRen
allerdings den Einsatz von Koriandernebenprodukten aus. Somit ist der Einsatz praktisch
ausgeschlossen.

Preisfindung tUber die Austauschmethode nach L&éhr

Die Ermittlung des monetdren Wertes der verschiedenen Presskuchen erfolgt Uber die
wertbestimmenden Inhaltsstoffe Energie- und Eiweil3gehalt. Auf Grundlage der
,Austauschmethode nach Lohr* wurde (iber ein Kalkulationsprogramm® der Wert der
Inhaltsstoffe der alternativen Olsaatenpresskuchen mit den aktuellen Marktpreisen eines
Referenzfuttermittels  verglichen). Das  Referenzfuttermittel besteht aus einer
Zweikomponentenfuttermischung, Sojaschrot Normtyp bzw. Rapsschrot als Eiweil3trager und
der Futtergerste. Das Programm errechnet einen sogenannten Schatten- oder
Vergleichspreis, der den monetaren Wert der Inhaltsstoffe der Presskuchen angibt. Es
wurden Soja- und Rapsschrot gewahlt, um heimischen und importierten Eiweil3futtermitteln
gleichermal3en gerecht zu werden. AufRerdem ist es eine gangige Praxis, auf beide
Eiweildtrager zuriick zu greifen und diese im Gemisch einzusetzen. Die Berechnung des
Energiegehaltes beim Schwein erfolgte aus den Verdaulichkeiten der Nahrstofffraktionen
Rohprotein, Rohfett und verdaulicher Rest, weiterhin Starke und Zucker, beim Wiederkauer
aus den Verdaulichkeiten von Rohfett, Rohfaser, organischer Substanz sowie dem
Rohprotein®’. Die einzelnen Verdaulichkeiten der Inhaltsstoffe wurden der Datenbank
Futtermittel der DLG entnommen. Die hochste Wertschopfung wird Uber die Rindermast
erzielt, gefolgt von der Milchvieh- und der Schweinefltterung (siehe Tabelle 24). Ein

9 BVL 2014: Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit, Zusatzstoffe zugelassen nach
Richtlinie 70/524/EWG und Ubergangsregelung Verordnung EG 1831/2003
http://www.bvl.bund.de/SharedDocs/Downloads/02_Futtermittel/01_Zusatzstoffe_70_524/futtermittel_zusatzstoffe
_aroma.pdf?__blob=publicationFile&v=1 Zugriff: 25.08.2014

9L LEL 2012: Landesanstalt fiir Entwicklung der Landwirtschaft und der landlichen Raume Schwabisch Gmiind
LEL, Kalkulation von Substitutionswerten von Futtermitteln - Stand 09/2012, Dr. Ralf Over
https://www.landwirtschaft-bw.info/pb/MLR.LEL,Lde,W-
2/Startseite/Nachhaltige+Unternehmensentwicklung/EDV_Fachanwendungen_Tierische+Erzeugung_extern;jsess
ionid=3BCB3ACDBEF6B5FE1F7A92C13BE6CEL1 Zugriff 28.02.2014

2pLG 2011:Berechnung des Energiegehaltes in Futtermitteln, Leitfaden zur Berechnung des Energiegehaltes
bei Einzel- und Mischfuttermitteln fiir die Schweine- und Rinderfitterung, Stellungnahme des DLG-Arbeitskreises
Futter und Fitterung, Dezember 2011
http://www.dlg.org/fileadmin/downloads/fachinfos/futtermittel/Stellungnahme_Energieberechnung_Rind_Schwein.
pdf Zugriff 11.02.2014
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moglicher Zusatznutzen der Fettsauren, etwa der Linolensdure im Drachenkopf-
presskuchen, wird 6konomisch nicht bericksichtigt.

Tabelle 23: Nahrstoffgehalte der Presskuchen je 1.000 g Frischmasse.

MJ MJ xp® uDP* MJ g
ME_R' | NEL_R? | g/kg % ME_S® | Lysin
Drachenkopf 11,26 6,89 203 30 5,8 12,4
Krambe 13,00 7,94 178 30 8,7 111
Koriander 12,24 7,48 177 30 6,6 10,0
Erucaraps 13,04 7,98 338 30 10,6 215
00-Raps 12,90 7,90 294 30 9,9 19,8

'"Umsetzbare Energie Rind “Netto-Energie-Laktation Rind *Rohprotein “Unabbaubares Rohprotein “Umsetzbare
Energie Schwein

Tabelle 24: Mindestpreise, €/t Frischmasse nach der Austauschmethode nach Lohr,
Referenzfutter EiweiBtrager: 50 % Sojaschrot Normtyp (446 €/t), 50 % Rapsextraktionsschrot
(252 €/t) und Futtergerste (164 €/t).

Basis Drachenkopf Krambe Koriander Erucaraps
Rindermast XP', ME? 220 220 213 316
Milchvieh XP, NEL® 215 217 211 315
Schwein Lys*, ME 176 193 162 311
Schwein XP, ME 173 179 163 296

Rohprotein “Umsetzbare Energie *Netto-Energie-Laktation *Lysin

Antinutritive Inhaltsstoffe und Einsatzempfehlungen

Je nach Verbindung und Konzentration haben antinutritive Inhaltsstoffe negative
Auswirkungen auf das Tier und dessen Gesundheit. Fir Krambe und Erucaraps ist der
Glucosinolatgehalt der begrenzende Faktor. Die Folgen eines (Uberhdhten
Glucosinolatverzehrs sind Beeintrachtigungen der Jodaufnahme und der Synthese von
Schilddrisenhormonen, aus denen Wachstumshemmungen und Leistungsriickgang sowie
Einschrankungen in der Fortpflanzungskapazitat und der Leber- und Nierenfunktion
resultieren. Seit den 1970er Jahren stehen glucosinolatarme Rapssorten zur Verflgung,
heutige 00- und Erucarapssorten sind arm an diesem Inhaltsstoff®. Trotz glucosinolatarmer
Rapssorten mussen die Konzentrationen gerade bei den empfindlicheren Monogastriern
(Schwein, Geflugel) beachtet werden. 18 pmol/g in der Saat akzeptieren deutsche
Pflanzenzichter und das Bundessortenamt. In Kanada betragt der Grenzwert hingegen
12 umol/g Saat und in der EU 25 pmol/g Saat®. Neben der Konzentration in der Saat hangt
der Gehalt im Futtermittel von der Verarbeitungsform in der Olmiihle ab. Um im
Extraktionsschrot das Ldsungsmittel zu entfernen, wird durch den Vorgang des Toastens
unter Feuchte- und Hitzeeinfluss auch der Gehalt an Glucosinolaten gesenkt. Hohe
Erucaséaurerationen im Futter fihren zu Veranderungen des Korperfettes und in den Lipiden

% EFSA 2007: European Food Safety Authority, Européaische Behdrde fiir Le-bensmittelrecht, The EFSA Journal
(2007) 590, Glucosinolate als unerwiinschte Substanzen in Tierfutter, Wissenschaftliches Gremium ftr
Kontaminanten in der Lebensmittelkette
http://www.efsa.europa.eu/de/scdocs/doc/contam_op_ej590_glucosinolates_summary_de.pdf Zugriff: 04.09.2014

9 SCHONE 2009: F. Schoéne, ,Verwendung von Extraktionsschroten und Presskuchen® in Matthdus, Miinch
2009: Warenkunde Olpflanzen/Pflanzendle, Agrimedia 2009
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des Herzmuskels, was verschiedene Folgeerkrankungen nach sich zieht. Der Einsatz ist
restriktiv zu halten. MAKOWSKI UND TROEGEL®® ermittelten in Krambesaat in sechs von sieben
Fallen im deutschlandweiten Anbau des Jahres 1999 Glucosinolatgehalte, die das zwei- bis
dreifache des EU-HoOchstwertes flr glucosinolatarmen 00-Raps aufweisen. In der von der
TLL durchgefuhrten Untersuchung wird der Glucosinolatgehalt der in Dornburg 2012
angebauten Krambesaat weit unter dem Hochstgehalt eingestuft. Es wurde ein Gehalt im
Presskuchen von 2,69 umol/g der Frischmasse gemessen. Da sich der Gehalt in der Saat
zum Gehalt im Presskuchen aufgrund des Olentzugs rechnerisch erhéht, liegen die Gehalte
in der Saat unter denen des Presskuchens und somit in einem niedrigen Bereich. Bezlglich
des Glucosinolatgehaltes ist also mit Schwankungen zu rechnen.

MAKOWSKI UND TROEGEL empfehlen auf Grundlage von Literaturrecherchen einen restriktiven
Einsatz von Krambepresskuchen und -extraktionsschrot in der Mastschweinfitterung von
5 % der Gesamtration sowie eine maximale Glucosinolataufnahme fiir die Dauer der
Verfltterung von 280 umol. Bei den Wiederkduern soll der Anteil im Kraftfutter 15 % nicht
Ubersteigen. Bei den hohen Rohfasergehalten und der besseren Verdaulichkeit fir den
Wiederkauer im Vergleich zum Schwein ist die Verfitterung an Rind und Schaf sinnvoller.
Bei Erhdhung der Anteile an Krambenebenprodukten im Kraftfutter von Milchkiihen auf
30 %, sanken die Aufnahme des Kraftfutters sowie die tagliche Milchmenge. Der Fettgehalt
der Milch verringerte sich und das Fettsauremuster zeigte hthere Konzentrationen an
ungesattigten Fettsauren. Der Erucaséuregehalt im Milchfett erhdhte sich auf bis zu 2 % an
den Gesamtfettsauren. In  amerikanischen  Studien wird der Einsatz von
Krambenebenprodukten fiir Monogastrier abgelehnt, bei den Wiederkauern unter
Restriktionen, wie der Inaktivierung der Glucosinolate, befiirwortet®®. Getoastetes
Krambeextraktionsschrot ist in der US-amerikanischen ,Food Additive Status List* als
,Crambe meal, heat toasted* zugelassen®’. Die Zulassung ist auf Rinder beschréankt, der
Gesamtanteil darf dabei 4,2 % der Trockenmasse der Gesamtration nicht Uberschreiten.
Grenzwerte bezuglich der Gehalte an Wasser, Ol, Rohprotein, Rohfaser und Glucosinolaten
miissen eingehalten werden®. Anteile von 50 % Krambenebenprodukt am Gesamtprotein
der Ration fur Fleischrinder werden als wertvolle Eiweil3quelle, ohne Auswirkungen auf
Futterakzeptanz, Verdauung, Leistung oder hormonelle Belastung gesehen. Aufgrund des
antinutriven Inhaltsstoffes Glucosinolat und vergleichbarer Erucasauregehalte ist von einer
Gleichbehandlung  bezlglich  der  Futtereinsatzmengen von  Erucaraps- und
Krambenebenprodukten auszugehen. 15 % im Kraftfutteranteil von Wiederkauern nach
MAKOWSKI UND TROEGEL® entsprechen einer Futtermenge fiir einen Bullen von 600 g
Presskuchen pro Tag (300 kg Lebendgewicht, 8 kg Trockenmasseaufnahme/Tag, darunter
50 % Kraftfutter) bzw. fur eine Milchkuh 810 g Presskuchen pro Tag (630 kg Lebendgewicht,

% MAKOWSKI UND TROEGEL 2001: N. Makowski, T. Troegel, Schriftenreihe ,Nachwachsende Rohstoffe®,
Krambe — eine alternative Sommerdélfrucht, Landwirtschaftsverlag Miinster 2001

% FAO 2014: FAO — Food and Agricultural Organisation of the UN, Ecocrop
http://ecocrop.fao.org/ecocrop/srv/en/cropView?id=4922 Zugriff:
17.03.2013http://www.dlg.org/fileadmin/downloads/fachinfos/futtermittel/Stellungnahme_Energieberechnung_Rin
d_Schwein.pdf Zugriff 11.02.2014

" EDA 2014: U.S. Food and Drug Administration, Food Additive Status List
http://www.fda.gov/food/ingredientspackaginglabeling/foodadditivesingredients/ucm091048.htm Zugriff:
02.09.2014

% L 2014: Legal Information Institut, 21 CFR 573.310 - Crambe meal, heat toasted
http://www.law.cornell.edu/cfr/text/21/573.310 Zugriff: 02.09.2014
% MAKOWSKI UND TROEGEL 2001: N. Makowski, T. Troegel, Schriftenreihe ,Nachwachsende Rohstoffe®,

Krambe — eine alternative Sommerdélfrucht, Landwirtschaftsverlag Miinster 2001
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18 kg Trockenmasseaufnahme/Tag, darunter 30 % Kraftfutter). Beziglich in der Praxis
angewandte Vermischung von 00- und Erucarapsextraktionsschroten fir Fitterungszwecke
ist zu erganzen, dass der Restfettgehalt in Extraktionsschroten unter 5% liegt. Der
zugefihrte  Erucasdureanteil ist entsprechend gering. Angste vor jeglichem
Erucaséaureeinsatz sind unbegriindet. Auch in der Humanernéhrung ist ein Erucasauregehalt
von 5% im Fettanteil von Lebensmitteln zulassig. Aufgrund des Ubergangs in das
Nahrungsfett ist der Einsatz in der Tierernahrung jedoch restriktiv zu halten. Da 00- und
Erucarapssorten glucosinolatarm sind, ist ein negativer Einfluss diesbezulglich nicht zu
beflrchten.

Es spricht nichts gegen die Aufnahme der Koppelprodukte aus der Drachenkopf- und
Krambedlproduktion. Als Eiweil3futtermittel konnen sie einen wichtigen Beitrag zur Ernahrung
der Nutztiere leisten.

Das gleiche gilt fur Korianderprodukte. Allerdings sind hier keine Futterakzeptanz- und
Verdauungsversuche bekannt, es sollten diesbeziglich Untersuchungen angestol3en
werden. Fir LOHNERT ET AL.*® scheint die Aufnahme des Presskuchens von Iberischem
Drachenkopf in die Liste der Einzelfuttermittel aufgrund des ungentigenden Futterwertes, der
durch einen hohen Rohfaseranteil, speziell durch hohe Ligningehalte bestimmt wird, nicht
angeraten. Die in der Studie untersuchte Fragestellung bezog sich jedoch auf die
Gewahrleistung hoher Leistungsniveaus der Tiere und nicht auf das Kriterium der Aufnahme
in die Positivliste. Da auch Futtermittel mit hoheren Rohfaser- und Ligningehalten in der
Positivliste vertreten sind, bspw. Stroh, kdnnen diese Inhaltsstoffe keine begrenzenden
Faktoren fur den Einsatz darstellen.

Die Schalung der Saat bietet eine Mdglichkeit, den Rohfasergehalt zu senken und damit den
Futterwert zu erhdhen, was fiir die Krambe und den Raps eine Option darstellen wirde.
Okonomisch attraktive Verfahren zur Olsaatenschalung gibt es derzeit nicht, sie sind aber
Bestandteil aktueller Forschung.

In Verbindung mit einer Aufnahme in die Positivliste ist ein Einsatz der Nebenprodukte von
Drachenkopf, Krambe und Koriander in extensiven Tierhaltungsverfahren wie der Mutterkuh-
oder Schafhaltung mit geringen Leistungsanspriichen trotz des niedrigen Futterwertes
denkbar.

Zur Aufnahme von Futtermitteln in die Positivliste existiert ein Leitfaden. Das Antragsformular
ist bei der Normenkommission Einzelfuttermittel des Zentralausschusses der Deutschen
Landwirtschaft auf der Webseite der Deutschen Landwirtschafts-Gesellschaft
(http://www.dlg.org/positivliste _antrag.html) herunterzuladen.

Einsatz von Olsaatennebenprodukten in der Fiitterung im 6kologischen Landbau

In der 6kologischen Tierhaltung ist ausschlieR3lich die Fitterung von Presskuchen, welcher
durch mechanisches Pressen der Saat entsteht, zuldssig. Extraktionsschrot, bei dem die
Saat mechanisch, thermisch und chemisch behandelt wird, ist aufgrund chemischer
Ruckstande, die in geringen Mengen im Schrot vorliegen, nicht gestattet. Extraktionsschrot
wird als gesundheitlich bedenklich eingestuft. Rapssaat und Rapskuchen sind fir die

190 ) HHNERT ET AL. 1998: Priifung von Presskuchen aus Iberischem Drachenkopf (Lallemantia iberica)
an Schweinen und Schafen, Abschlussbericht, TLL, 1998
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Futterung zugelassen (EG-Oko-VERORDNUNG 2008). Grundsétzlich obliegen die Futtermittel
der Pflicht einer Herkunft aus 6kologischem Anbau. Sofern eine ausschlief3liche Versorgung
mit selbigem nicht maoglich ist, gelten Ausnahmen fir Monogastrier, die bis zu 5 % nicht
Okologisch erzeugtes Futter erhalten dirfen, bei der Wandertierhaltung (Form der
Schafhaltung) bis zu 10 % der jahrlichen Futteraufnahme'® (EU-VERORDNUNG
OKOLOGISCHER LANDBAU 2013). Der Einsatz der Presskuchen von Drachenkopf, Krambe,
Koriander und Erucaraps im Okologischen Landbau wére demzufolge in Ausnahmeféllen,
wenn keine 0kologisch erzeugten Futtermittel verfigbar sind, moglich.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Olsaatennebenprodukte von Drachenkopf,
Krambe und Koriander in der deutschen Positivliste fir Futtermittel nicht vertreten sind und
finden damit keinen Marktzugang. Da die Nebenprodukte der Olsaaten wertvolle
EiweiRlieferanten sind, wird ihr Einsatz aus Sicht der Tiererndhrung als sehr positiv bewertet.
Fur einen Marktzugang miusste die Aufnahme in die Positivliste flr Futtermittel erfolgen.
Rapskuchen und -extraktionsschrot sind in der Positivliste vertreten und finden in der Praxis
Einsatz.

3.3.2.2 Presskuchen als Garsubstrat in Biogasanlagen

Rechtlicher Rahmen fiir den Einsatz von Koppelprodukten alternativer Olpflanzen in
Biogasanlagen und als organisches Diingemittel

Die Bioabfallverordnung (BioAbfV, Fassung 4.4.2013) regelt in Verbindung mit der
Dungemittelverordnung (DUMV, Fassung 5.12.2012) die Verwertung unbehandelter und
behandelter Abfélle als Dingemittel auf landwirtschaftlich, forstwirtschaftlich und gartnerisch
genutzten Boden. Aufgrund der Verwendbarkeit von Garresten als Dlingemittel ist auch beim
Substrateinsatz in Biogasanlagen auf die Einhaltung der BioAbfV zu achten. In der DUMV
sind Qualitatsanforderungen sowie Kennzeichnungsparameter fur das Inverkehrbringen
reglementiert.

Preisfindung

Im Erneuerbare-Energien-Gesetz (EEG) 2009 und 2012 wird Rapskuchen in die
Einsatzstoffklasse 0 gruppiert. Somit entfallt eine einsatzstoffoezogene Pramie, der
sogenannte NAWARO-Bonus, und es wird nur die Grundvergitung gezahlt. Laut EEG
erhalten Anlagen ab dem Zeitpunkt des Anschlusses, einen flr 20 Jahre garantierten Preis
fur Strom- und Warmeverkauf, welcher dem gultigen Satz des Inbetriebnahmezeitpunktes
entspricht. Die Grundvergitung unterliegt gemal dem EEG 2012 einer Degression von 2 %
pro Jahr.

Mit der Novelle des EEG 2014 entfallen alle Boni fir neu errichtete Anlagen. Die
Einspeisevergutung sinkt auf ein Niveau der Grundvergutung (13,66 bis 11,78 ct/kwh) (EEG
2014). Dadurch wird in Verbindung mit der geforderten 100%igen Abdeckung jeglicher
Neubau von landwirtschaftlichen Anlagen zum Erliegen kommen.

191 EDA 2014: U.S. Food and Drug Administration, Food Additive Status List
http://www.fda.gov/food/ingredientspackaginglabeling/foodadditivesingredients/ucm091048.htm Zugriff:
02.09.2014
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Fur die Ermittlung des Mindestpreises fur die verschiedenen Presskuchen in einer

102.

Bestandsbiogasanlage werden in Vollkostenrechnung folgende Parameter angenommen™=:

Die aus

die Vergutung erfolgt nach EEG 2012, Inbetriebnahmejahr 2013

die installierte BHKW-Leistung betragt 300 kW

der Substrateinsatz setzt sich zusammen aus 10.000 m3/a Rindergulle und 1.000
t/a Presskuchen, zur Sicherung der Leistung wird zuséatzlich Maissilage eingesetzt
fur die Investitionskosten der Biogasanlage wurden 923 T€, fir das
Blockheizkraftwerk (BHKW) 225 T€ und fir das Garrestlager je nach
Presskuchen zwischen 207 und 228 T€ angesetzt

die Kosten fir Hilfsstoffe und Sonstiges belaufen sich jahrlich auf 53 T€, Wartung
und Instandhaltung 48 T€, der Personalaufwand je nach Presskuchenart
zwischen 14,7 und 17,4 T€, Leitung und Verwaltung zwischen 2,2 und 3,1 T€,
Versicherungskosten 9,2 T€, kapitalbedingte Kosten (Abschreibungen und
Zinsen) zwischen 153,8 und 157,4 T€ sowie flr die Annuitdten der Biogasanlage,
des BHKW's und des Lagers

bezlglich der erzeugten Warmeleistung werden 50 kW fur die Substrataufheizung
selbst verwertet, aufgrund fehlender Abnehmer bleibt die restliche Warmeenergie
ungenutzt

Sicht der Biogasanlage tolerablen Zielpreise fir die Presskuchen werden

entsprechend der Methanausbeuten der einzelnen Presskuchen (Hohenheimer Biogastest,
sieche Tabelle 9) und den o.g. verfahrensékonomischen Unterstellungen (weitere
wirtschaftliche Parameter, siehe Tabelle 25) Uber die Gewinngleichheit zum Substrat
Maissilage (35 €/dt) ermittelt.

102

REINHOLD 2014: G. Reinhold, Hausinterna Thiringer Landesanstalt fir Landwirtschaft, Jena
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Tabelle 25: Wirtschaftlichkeitsberechnungen fur die Biogasanlage.

Biomasseeinsatz

Gulle Rindergulle Rindergulle | Rindergille | Rindergulle |Rindergille
Menge m3/a 10.000 10.000 10.000 10.000 10.000
TS-Gehalt % 8 8 8 8 8
0TS-Gehalt % der TS 80 80 80 80 80
Gasausbeute m3 CHa/kg 0TSe 0,209 0,209 0,209 0,209 0,209
Koferment 1 Maissilage Maissilage Maissilage | Maissilage | Maissilage
Einsatzmenge t FM/a 4.727 1.764 1.043 1.932 2.232
TS-Gehalt % 32 32 32 32 32
0TS-Gehalt % der TS 95 95 95 95 95
Gasausbeute m3 CHa/kg 0TS 0,338 0,338 0,338 0,338 0,338
Koferment 2 kein Drachenkopf Krambe Koriander | Erucaraps
Presskuchen
Menge tla 0 1.000 1.000 1.000 1.000
TS-Gehalt % 90 91 91 94 92
0TS-Gehalt % der TS 95 95 95 93 92
Gasausbeute m3 CHa/kg 0TSEe 0,3 0,353 0,436 0,33 0,305
Anlagenparameter
Gasverwertung (BHKW)
BHKW-Leistung kw 300 300 300 300 300
(installiert)
BHKW-Leistung (Mittel) kw 267 267 267 267 267
Warmeleistung (Mittel) MWh/a 281 281 281 281 281
Warmenutzung kw 50 50 50 50 50
(Eigenbedarf)
Nicht nutzbare Wéarme kw 161 168 171 167 166
Leistungen
Strom  Verkauf EEG* €/kWh 0,20 0,17 0,17 0,17 0,17
Warme Innenumsatz €/kWh 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
(Ablésung)
Ergebnis
Summe Leistungen T€/a 464 399 392 400 403
Summe Aufwendungen T€/a 458 392 385 394 396
Saldo (Uberschuss) T€/a 6,6 6,6 6,6 6,6 6,6
EEG 2012

*2012- EEG Stromrechner (bis 5 MW, ohne Gaseinspeisung, Giille- und Abfall-BGA 8§ 27a und § 27b EEG 2012),

TLL-Vergltungsrechner

Gérreste als Dingemittel

Das vergorene Substrat aus Rindergille, Presskuchen und Mais ist als organisches
Fir die Vermeidung von
N&hrstoffverlusten und zur optimalen Ausnutzung der N&hrstoffe durch die Pflanze missen
die Einhaltung von Ausbringverboten und Sperrfristen, Abstandsauflagen zu Gewassern,
Obergrenzen fur die Ausbringung und das Einarbeitungsgebot laut Dingeverordnung

Dungemittel im Sinne des Diingemittelrechts einzustufen.
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umgesetzt werden. Der monetare Wert des Garrestes ergibt sich aus den Nahrstoffpreisen
und den Nahrstoffgehalten, welche neben den Garbedingungen von dem Nahrstoffgehalt der
eingesetzten Substrate abhangen. Aufgrund des erhtéhten Aufwandes fiir die Ausbringung
des Garrestes im Vergleich zur mineralischen Dingung werden die fir den Presskuchen
anteiligen Verfahrenskosten der Garrestausbringung vom monetaren Na&hrstoffwert der
Inhaltstoffe abgezogen. Bezlglich der Stickstoffgehalte und —bindungsformen bewirkt der
Abbau der organischen Substanz wahrend der Fermentation, speziell der
Eiweil3verbindungen, eine Mineralisierung organisch gebundener Stickstofffraktionen. Somit
steigt der Ammoniumanteil, was pflanzenbaulich eine héhere und kurzfristige
Stickstoffdingewirkung im Vergleich zu Rohgille bedeutet. Gasférmige Stickstoffverluste in
Ammoniakform kénnen in GréRen-ordnungen von 5 bis 15 % auftreten'®. Die
pflanzenbaulich anrechenbare Stickstoffwirksamkeit von Garresten betrdgt abzlglich der
Lagerverluste 60 % des eingegangenen Stickstoffs (N). Bei den Nahrstoffen Phosphor (P),
Kalium (K) und Magnesium (Mg) finden wahrend der Fermentation Kkeine
Umsetzungsprozesse statt, der Gehalt im Garrest entspricht dem Gehalt im Presskuchen
und wird zu 100 % dingewirksam angerechnet. Der Mindestpreis fir die
Verwertungsschiene Biogas beinhaltet die Vergarung in der Biogasanlage und den Einsatz
des Garrestes als Diingemittel (siehe Tabelle 26).

Tabelle 26: Mindestpreise der Presskuchen bei Vergarung in der Biogasanlage,
Garrestausbringung als Diingemittel abzgl. Ausbringkosten und Gesamtleistung, €/t FM.

Garrest als Dungemittel: N-Wirksamkeit 60%, P-, K-, Mg-Wirksamkeit 100%

Drachenkopf Krambe Koriander | Erucaraps

Vergarung 31 46 41 64
Garrest als Dungemittel
. 63 40 52 72
(abzgl. Ausbringungskosten)
Gesamtleistung
94 86 93 136

Vergarung und Garrest als Dingemittel

Der Erucarapskuchen erlangt mit 136 €/t Frischmasse die hdchste monetare Bewertung
durch eine hohe Methanausbeute wahrend der Fermentation und die hohen Né&hrstoff-
gehalte, vor allem Stickstoff, im Kuchen fiir die Bewertung des Garrestes als Diingemittel.
Die hohe Methanausbeute ist neben dem Protein- und Starkegehalt auf den hohen
Restfettgehalt zurickzufiihren. Der Drachenkopfkuchen kompensiert die vergleichsweise
niedrige Gasausbeute mit hohen Nahrstoffgehalten, sein Zielpreis betragt 94 €/t, ahnlich der
Koriander mit 93 €/t. Die wirtschaftliche Bewertung des Krambepresskuchens erreicht mit
86 €/t in dieser Verwertungsschiene die geringste Wertschdopfung. Aus relativ geringen
N&hrstoffgehalten des Kuchens aus ungeschélter Saat resultiert ein niedriger Diingewert des
Garrestes. Trotz des hohen Olgehaltes ist die Methanausbeute des Krambekuchens
vergleichsweise gering, da hohe Rohfasergehalte die Methanbildung reduzieren.

Eine alternative Option, die Presskuchen in die Sonderkategorie ,Bioabfallanlagen® des EEG
2012 einzusetzen, besteht nicht, da in der Novelle des EEG 2014 der Substrateinsatz fur

193 REINHOLD ET AL., 2012: G. Reinhold, R. Riedel, W. Zorn, V. Konig: Merkblatt Eigenschaften von
Biogasglille, Thuringer Landesanstalt fur Landwirtschaft, 2012

http://www.tll.de/ainfo/pdf/bwx21012.pdf Zugriff: 05.08.2014
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Bioabfallanlagen nicht auf weitere Substrate ausgedehnt wurde. In dieser Kategorie
bekédmen Anlagen mit > 90 % Substrateinsatz einiger Abfallschliisselnummern (20 02 01, 20
03 01, 20 03 02) aus der Gruppe der Siedlungsabfalle nach BioAbfV eine Vergitung von 16
bzw. 14 ct/kWh. Rapspresskuchen oder -extraktionsschrot finden hier Kkeine
Berticksichtigung, da sie der Gruppe der Abfalle aus der Zubereitung und Verarbeitung von
u. a. Speisedlen (Abfallschlisselnummer 02 03) zugeordnet sind. Das Gleiche gilt fur
Presskuchen oder Extraktionsschrote der alternativen Olpflanzen. Der geringfiigig hohere
Erlés gegenlber der Grundvergutung des EEG 2012 wirde jedoch auch keine wesentliche
Verbesserung darstellen. Aus der drastischen Kirzung der Einspeiseverglitung in der
Novelle des EEG in 2014 folgt, dass wegen fehlender Wirtschaftlichkeit der Gesamtanlage
kaum ein Neubau von Biogasanlagen erfolgen wird. In Altanlagen, die bis 2014 in Betrieb
genommen wurden, gelten zeitlich begrenzt die Vergltungen des EEG 2009 oder 2012,
welche nach heutigem Gesetzesstand auf 20 Jahre ab Inbetriebnahmejahr festgeschrieben
sind.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Einsatz von Olsaatennebenprodukten in
Biogasanlagen und die anschlieRende Ausbringung des Garrestes als Diingemittel zulassig
ist. Ist bei Anwendung des EEG 2009 und 2012 noch ein wirtschaftlicher Einsatz gegeben,
kommt dieser beim EEG 2014 aufgrund gesunkener Vergutungssatze vollig zum Erliegen.
Fur Anlagen die nach dem EEG 2012 in Betrieb gegangen sind, endet die festgeschriebene
Vergitung 2034. Mit Blick auf sich verdndernde politische Rahmenbedingungen und
Strategien zur Sicherung der Energiebereitstellung sind Anderungen beziglich der
zuklnftigen Biogasvergutungen und damit auch der Substraterlose mdglich.

3.3.2.3 Presskuchen als Diingemittel

Rechtlicher Rahmen fiir den Einsatz von Koppelprodukten alternativer Olpflanzen als
organisches Diingemittel

Die Bioabfallverordnung (BioAbfV, Fassung 4.4.2013) regelt in Verbindung mit der
Dungemittelverordnung (DUMV, Fassung 5.12.2012) die Verwertung unbehandelter und
behandelter Abfélle als Diingemittel auf landwirtschatftlich, forstwirtschaftlich und gértnerisch
genutzten Bdden.

Nach der BioAbfV ist das Aufbringen von Olsaatenriickstanden unter Einhaltung der DMV
zulassig. Die in der BioAbfV erfassten Materialien unterliegen einer Hygienisierungspflicht.
Bei seuchen- und phytohygienischer Unbedenklichkeit kénnen auf Antrag Ausnahmen
entsprechend 8§ 10 BioAbfV erlassen werden, die von den Anforderungen an die Behandlung
und Untersuchung von bestimmten Bioabféallen befreien. Im Falle der Presskuchen sollte die
hygienische Unbedenklichkeit gegeben sein.

In der DUMV sind Qualitatsanforderungen sowie Kennzeichnungsparameter fir das
Inverkehrbringen reglementiert.

Preisfindung

Der Mindestpreis fur die Verwertungsrichtung Dingemittel wird Gber die monetére
Bewertung der Hauptnahrstoffgehalte und deren pflanzenbauliche Verfiigbarkeit, abziglich
der Verfahrenskosten fur die Ausbringung des Presskuchens mittels Festmiststreuer von
9,50 €/t, ermittelt (siehe Tabelle 27).
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Das zugrunde liegende Mineraldiingeraquivalent (MDA) fiir Stickstoff betragt 92 %'*, das
heilt, es werden 92 % des im Presskuchen enthaltenen Stickstoffs dingewirksam und
monetar angerechnet. Fur die Nahrstoffe Phosphor, Kalium und Magnesium wird langfristig
eine 100%ige Verfugbarkeit aller Nahrstoffe angesetzt. Die Humuswirkung bleibt
wirtschaftlich unberticksichtigt. Die Mindestpreise der Presskuchen bewegen sich von 38 €/t
Frischmasse fiur die Krambe bis 74 €/t fir den nahrstoffreichen Erucaraps. Unter der
Annahme mittelfristig steigender Diingemittelpreise wurde das Szenario der Verdopplung der
Preise von N-, P-, K- und Mg-Dtuingemitteln kalkuliert. Bei gleichbleibenden Applikations- und
Produktionskosten fir die Saat erhdhen sich die Erldse fur Krambekuchen auf 85 €/t und fur
Erucarapskuchen auf 158 €/t.

Tabelle 27: Mindestpreise der Presskuchen, €/t Frischmasse bei Verwertung als Diingemittel,
N-Wirksamkeit 92 %, P-, K-, Mg-Wirksamkeit 100%, abzligl. Ausbringungskosten.

Drachenkopf Krambe Koriander Erucaraps
Mindestpreis, €/t 62 38 49 74
Verdopplung Diingerpreise*, €/t 133 85 108 158

* Szenario Verdopplung der Diingerpreise fur N, P, K und Mg bei gleichbleibenden Ausbringkosten und
Produktionskosten der Olsaat

Im 14-jahrigen Dauerdiingungsversuch im thiringischen Dornburg wurden in einer
herkdbmmlichen Fruchtfolge Krambe-, Drachenkopf- und Rapspresskuchen als Ersatz der
ersten Stickstoffgabe im Frihjahr als Kopfdiingung ausgebracht (siehe Abbildung 19). Die
Fruchtfolgeglieder Sommergerste, Wintergerste, Winterraps, Winterweizen, Sommergerste,
Kdrner-Erbsen, Winterweizen, Winterroggen, Winterraps, Winterweizen, Sommergerste,
Silomais, Winterweizen und Sommergerste im Zeitraum von 1996 bis 2009, wurden mit
folgenden Varianten gepriift:

1. Kopfdingung Presskuchen, N optimal (N-Gabe uber den Presskuchen entsprach zu
100% der mineralischen Dlingungsvariante)

2. Kopfdingung Presskuchen, N - 50% (N-Gabe Uber den Presskuchen entsprach zu
50% der mineralischen Dingungsvariante)

3. Kopfdingung Presskuchen, N + 50% (N-Gabe Uber den Presskuchen entsprach zu
150% der mineralischen Dlingungsvariante)

4. Einarbeitung Presskuchen zur Aussaat, N optimal (N-Gabe lber den Presskuchen
entsprach zu 100% der mineralischen Dlingungsvariante)

5. N mineralisch, optimal (=100%)

6. N mineralisch, - 50%.

Die Stickstoffgaben wéhrend der Vegetation erfolgten in allen Prifgliedern mineralisch. Im
Durchschnitt der 14 Jahre wurde bei den Dingungsvarianten Presskuchen N optimal
(Variante 1 und 4) 92 % der Ertrage der mineralischen Dingungsvariante erreicht. Dabei
erreichte Variante 1 91 % und Variante 4 93 % des Ertrages. In Variante 3, bei der die
Ausbringmenge des Presskuchens um den Faktor 1,5, bezogen auf den N-Gehalt erhoht

wurde, stieg der Ertrag auf 96 % der mineralischen Diingungsvariante®®.

104 BIERTUMPFEL ET AL., 2010: A. Biertimpfel, R. Heydrich, T. Graf, A. Vetter, Diingung mit Presskuchen und

Strohasche, Auswertung 14jahriger Versuchsergebnisse, Jena 2010, URL:
http://www.tll.de/ainfo/pdf/asch0210.pdf. Stand: 24.01.14

195 Biertumpfel et al., 2010: A. Biertuimpfel, R. Heydrich, T. Graf, A. Vetter, Diingung mit Presskuchen und
Strohasche, Auswertung 14jahriger Versuchsergebnisse, Jena 2010, URL:
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Fur die Berechnung des Diingewertes der alternativen Olpflanzenpresskuchen wurde analog
zum beschriebenen Versuch ein Stickstoff-MDA von 92% zugrunde gelegt.
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Abbildung 19: Relativer Kornertrag (2007: Ganzpflanzenertrag) bei Stickstoffdingung mit
Presskuchen im Vergleich zur mineralischen Stickstoffdingung (=100%) in einer Fruchtfolge,
Versuchsstandort Dornburg 1996 bis 2009.

Pflanzenbauliche Bewertung weiterer Inhaltsstoffe

Nach Laboranalyse liegen die pH-Werte der Presskuchen in einem schwach bis leicht
sauren und damit fir das Bodenmilieu winschenswerten Bereich. Foérderlich fur die
Humusreproduktion ist der hohe Kohlenstoffgehalt, der sich unter anderem positiv auf die
Bodenbiologie und physikalische Eigenschaften wie Aggregatstabilitat (Erosion) oder
Wasser- und Nahrstoffspeicherfahigkeit auswirkt. Kohlenstoff- zu Stickstoffverhaltnisse (C:N)
< 20 fordern die Stickstoffmineralisation, entsprechend steht der Stickstoff der
Pflanzenerndhrung zeitnah zur Verfigung. Die Grenzwerte der Schwermetalle Bleli,
Cadmium, Chrom, Kupfer, Nickel und Zink nach BioAbfV, liegen weit iber den gemessenen
Gehalten der Presskuchen, die Gehalte sind unbedenklich. Eine Analyse auf den
Quecksilbergehalt wurde, wie in der BioAbfV gefordert, nicht durchgefuhrt. Aus fachlicher
Sicht sind hier jedoch keine erhdhten Gehalte zu befurchten. Zu beriicksichtigen ist, dass,
bezogen auf den Nahrstoffgehalt, der Aufwand fur Lagerung und Ausbringung im Vergleich
zur mineralischen Dingung deutlich erhéht ist. Aus diesem Grund wird der Einsatz in
konventionellen Bewirtschaftungssystemen unter derzeitigen Bedingungen voraussichtlich
keine Bedeutung erlangen. Im 6kologischen Landbau hingegen, wo der Einsatz chemisch-
synthetischer Stickstoffdiinger sowie leicht Idslicher Phosphordiinger nicht gestattet ist,
besteht eine Nachfrage nach alternativen Dungerformen. Gerade auf Flachen mit hoher

http://www.tll.de/ainfo/pdf/asch0210.pdf. Stand: 24.01.14
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Wertschopfung wie im Gemuisebau, hat die Anwendung bereits Eingang in die Praxis
gefunden. Laut EU-VERORDNUNG OKOLOGISCHER LANDBAU (2013) ist die organische
Dungung mit Erzeugnissen und Nebenprodukten aus Okobetrieben zugelassen. Produkte
aus konventioneller Landwirtschaft kdnnen eingesetzt werden, wenn die Produktionsmittel
aus Okologischem Anbau nicht verfugbar sind. Alternativ zur landwirtschaftlichen Verwertung
ware die Vermarktung fur den Haus- und Kleingartenbereich denkbar, da hier ein hoherer
Erlds erzielbar ware. Es qilt jedoch zu bertcksichtigen, dass dieser Absatzweg nur eine
Nische darstellt und hinsichtlich der Mengenabnahme dem landwirtschaftlichen Einsatz weit
unterlegen ware. Die Presskuchenverwertung als Dingemittel ist aus pflanzenbaulicher Sicht
somit zu beflrworten. Sie liefert eine addquate Nahrstoffquelle fur die Pflanzenerndhrung
und tragt zur Erhdhung der Bodenfruchtbarkeit bei. Der Einsatz von Presskuchen als
organisches Dungemittel ist in konventionellen und, in Ausnahmen, im 6kologischen
Landbau moglich.

3.3.2.4 Presskuchen als Brennstoff in Feuerungsanlagen

Rechtlicher Rahmen fiir den Einsatz von Koppelprodukten alternativer Olpflanzen als
Brennstoff

Die Verbrennung von Presskuchen ist gegenwartig in Feuerungsanlagen zulassig.
Reglementiert wird der Einsatz durch die 4. Bundesimmissionsschutzverordnung (BImSchV),
unter die genehmigungsbedurftige Anlagen einer Gro3e ab 100 kW fallen. In Anlagen kleiner
100 kW ist der Presskucheneinsatz aufgrund nicht vollstandig geklarter Vorgehensweise bei
Prufstandsuntersuchungen der Feuerungstechnologie gegenwartig praktisch nicht moglich.
Aufgrund spezifischer Inhaltsstoffe, wie der Gehalte an Stickstoff, Schwefel, Chlor, hohe
Aschegehalte und tiefe Ascheschmelzpunkte, sind geeignete Feuerungstechnologien zu
verwenden. Im Rahmen des Genehmigungsverfahrens nach 4. BImSchV wird der
Genehmigungsbescheid alle drei Jahre Uberwacht.

Preisfindung

Aufgrund der Genehmigungspflicht nach 4. BImSchV fiir Anlagen die Presskuchen einsetzen
und den daraus resultierenden Betriebskosten, wird fir den monetaren Wert der Preis flr
Strohballen herangezogen. Diese unterliegen bezlglich des Einsatzes in der Verbrennung
den gleichen rechtlichen Reglementierungen wie die Presskuchen und werden im
Jahresmittel mit 95 €/t veranschlagt. Dieser Preis wird als Mindestpreis fur die Presskuchen
von Drachenkopf, Krambe, Koriander und Erucaraps veranschlagt. Im Vergleich der
Brennstoffkostenanteile an den Warmegestehungskosten mit anderen Brennstoffen,
schneiden die Presskuchen der Olsaaten bei einem Mindestpreis von 95 €/t und einem
unterstellten Heizwert von Rapskuchen mit 2,22 ct/kWh am wirtschaftlichsten ab (siehe
Abbildung 20).
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Abbildung 20: Preisentwicklung fossiler und nachwachsender Brennstoffe ((Preise Heizol:
Tecson 2014, Rapskuchen: UFOP 2014, Holzpellets: C.A.R.M.E.N. 2014, Hackschnitzel WG 35 =
Wassergehalt 35 %: Kaminholz 2014, Olsaatenpresskuchen Mindestpreis 95 €/t).

Fur den Sondereinsatzstoff Presskuchen gilt: je hoher die Anlagenleistung, desto
kostengiinstiger der Brennstoffeinsatz. Ab einer GréRe von 500 kW wird der
Presskucheneinsatz wirtschaftlicher, weil sich dann die niedrigen Kosten des Brennstoffes
ausspielen lassen. Ab einer AnlagengrofRe von 1 MW werden auch Holzfeuerungsanlagen
genehmigungspflichtig und missen entsprechende Filtertechnik aufweisen, die technischen
Aufwendungen und Kosten fir Genehmigungs- und Uberwachungsbescheide einer
Verbrennungsanlage mit Sondereinsatzstoffen wie Olsaatennebenprodukte oder Stroh
nahern sich denen einer Holzfeuerungsanlage an. Der Vergleich von Warme-
gestehungskosten inklusive der Kapital- und Betriebskosten unterschiedlicher biogener
Festbrennstoffe und fossiler Energietrager stellt heraus, dass Biomasseanlagen deutlich
hohere Investitionskosten gegeniiber Anlagen auf Basis fossiler Energietrager aufweisen,
wobei Aufwendungen fur Lagerung, Brennstofffordertechnik, Kessel, Ascheaustrag,
Pufferspeicher, Steuerung, der verwaltungsseitige Aufwand und die Rauchgasreinigung
besonders ins Gewicht fallen. Fir die betriebsgebundenen Kosten sind fur die
Biomasseanlagen leicht héhere Aufwendungen zu verzeichnen, etwa fiir Hilfsenergie der
Fordertechnik, Wartung und Instandhaltung, Schornsteinfeger und Ascheentsorgung®.
Auch die Aufwendungen fir das Genehmigungsverfahren nach 4. BImSchV sind hier zu
nennen. Sie liegen je nach Investitionsvolumen und Quantitdt der nachzuweisenden
Parameter im 4- bis 5-stelligen Bereich, die Uberwachungskosten des Genehmigungs-
bescheids bewegen sich im 4-stelligen Bereich.

1% Hering 2009: Thomas Hering, Thiringer Landesanstalt fir Landwirtschaft, Vortrage 15. Internationale

Fachtagung Energetische Nutzung Nachwachsender Rohstoffe, Freiberg 10./11.09.2009: Alternative Brennstoffe
in Warmeerzeugungssanlagen bis 1 MW, Herausgeber TU Bergakademie Freiberg, Institut fir Warmetechnik und
Therodynamik
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Preisentwicklung nachwachsender und fossiler Brennstoffe

Ein Vergleich der Preisentwicklung der Brennstoffkostenanteile an den Warmegestehungs-
kosten zeigt sowohl fur fossile als auch fur die nachwachsenden Rohstoffe tber die letzten 6
Jahre Preisanstiege (siehe Abbildung 20).

Mit Blick auch auf kinftig zu erwartende weitere Agrarpreissteigerungen haben holzartige
Brennstoffe also einen klaren wirtschaftlichen Vorteil gegentiber dem Rapskuchen, der durch
seinen Einsatz als Futtermittel eine hohe Wertschépfung erzielt. Der Brennstoffkostenanteil
des Heizols lag im Mittel der sechs Jahre bei 7,65 ct/kWh. Im letzten Jahrzehnt verdoppelte
sich der Preis fur Heizdl, was bei einem weiteren Anstieg Vorteile, gerade fur die holzartigen
Brennstoffe aber auch fir Rapskuchen, bedeuten wirde. Wird fur Olsaatenpresskuchen ein
Preis von 95 €/t kalkuliert, ergibt sich bei dem hohen Heizwert der Presskuchen ein niedriger
Brennstoffkostenanteil an den Warmegestehungskosten von 2,22 ct/kWh, der den Preis der
holzartigen Brennstoffe unterschreitet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Verbrennung von Presskuchen in daftr
geeigneten Feuerungsanlagen ab 100 kW zulassig ist. Der Mindestpreis orientiert sich am
Preis fur Strohballen und betragt fir alle Presskuchen 95 €/t.

3.3.25 Zusammenfassung der Mindestpreise der verschiedenen Presskuchen-
Verwertungen

Die hochsten Mindestpreise werden fir alle Presskuchen in der Verwertungsrichtung
Futtermittel generiert, obgleich fir Drachenkopf, Krambe und Koriander ein praktischer
Einsatz aufgrund von Reglementierung aktuell nicht moglich ist (siehe Tabelle 28). Der
errechnete Mindestpreis fur Erucarapskuchen von 316 €/t liegt etwa an der Obergrenze des
Marktpreises der letzten Jahre fir Rapskuchen.

Fur Drachenkopf-, Krambe- und Korianderpresskuchen sind nur die folgenden
Verwertungsrichtungen im Augenblick rechtlich zuldssig. Dabei werden in der Verbrennung
und der Verwertung in der Biogasanlage die héchsten Mindestpreise erzielt.

Beim Einsatz als Diingemittel wird im Mittel etwa die Halfte des Mindestpreises der
Verwertungsrichtungen Brennstoff- und Biogasnutzung generiert.

Tabelle 28: Mindestpreise der Presskuchen verschiedener Verwertungsrichtungen in €/t
Frischmasse.

Drachenkopf Krambe Koriander Erucaraps
Futtermittel, Rindermast 220 220 213 316
Brennstoff 95 95 95 95
Biogas inkl. Garrestnutzung 94 86 93 136
Dungemittel 62 38 49 74

Die spezifischen Gehalte der Inhaltsstoffe der Presskuchen, auf denen die monetare
Bewertung basiert, schwanken nach Anbaujahr und Einstellungen der Presse in der

Olmiihle.
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Presskuchen als Proteinquelle fiir die Humanernéhrung und als technisches Protein

Eine weitere potenzielle Verwertungsrichtung von Olsaatennebenprodukten ist die Nutzung
des Proteins in der Humanernahrung oder in der Technik. Fur einen Einsatz in der
Humanerndhrung gilt, dass fir Produkte, die als Novel Food gelten, umfangreiche
Untersuchungen erforderlich werden. Dieser Fall wére fur Drachenkopf und Krambe zu
erwarten. Mogliche technische Nutzungen sind Bindemittel in Papieranwendungen und
Farben, als Haft- und Klebstoff, Losungsvermittler, Emulgator, Nutzung filmbildender
Eigenschaften fur Coating-Anwendungen fir unterschiedliche Bereiche, thermoplastische
Werkstoffe oder Fliese, z.B. in medizinischen Anwendungen. Dazu sind Proteine zu
gewinnen, die Uber entsprechende techno-funktionelle Eigenschaften verfligen. Die dazu
erforderlichen Bedingungen sind durch Untersuchungen zur Extraktion dieser Proteine zu
klaren. Untersuchungen fir die Eignung der Proteine, sowohl im Bereich der
Humanerndhrung als auch im technischen Bereich, sind nur angeraten, wenn das Produkt in
grolien Mengen anféllt. Die Informationen stammen aus einem personlichen Gesprach mit
der Pilot Pflanzenéltechnologie Magdeburg e.V. Unter derzeitigen Voraussetzungen
scheinen diese Verwertungsrichtungen der alternativen Olpflanzenpresskuchen nicht
relevant.

3.3.3 Okologische Bewertung der Wertschopfungsketten zur Pflanzendl-
bereitstellung (KIT, Projektphase 1, 2009-2012)

Zur Schatzung 6kologischer Wirkungen der Rohstoffbereitstellung wurden die entsprechen-
den Prozessketten nach Methoden der Okobilanzierung (ISO 14040 und 14044) mit dem
Simulationsprogramm Umberto abgebildet. Dabei wurde auf Sachbilanzen der Schweizer
Datenbank ,ecoinvent zurtickgegriffen. Die Allokation der Emissionen erfolgte in Phase 1
nach der 0©konomischen Methode. Neben den direkten Emissionen, z.B. durch
Dieselverbrauch, werden auch indirekte Emissionen, z.B. Boden-Lachgasemissionen (nach
IPCC 1 % des Stickstoffdlingers), beriicksichtigt.

Die Pflanzentle aus Reststoffen werden als Kuppelprodukte der zugehorigen
Herstellprozesse betrachtet, die nicht vermeidbar sind. Eine Allokation 0©kologischer
Wirkungen der Hauptprodukte erfolgt dementsprechend nicht, d.h. dem Senfdl werden
beispielsweise keine Emissionsdaten aus der Speisesenfherstellung anteilig zugeordnet.

Die in Phase 1 erstellten Modelle dienen als Grundlage fiir die Modellierungen in Phase 2
des Projekts. Ein Uberblick tiber die Wirkungskategorien Landnutzung und Klimawandel gibt
Abbildung 21 (Stand Projektende Phase 1, nicht aktualisiert). Da die Ergebnisse der
okologischen Bewertung des Anbaus und der Olbereitstellung in Phase 2 aktualisiert und mit
den betrachteten Konversionsprozessen erganzt werden, werden die Ergebnisse hier nicht
gesondert dargestellt sondern in Kapitel 3.6.2 besprochen.
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Abbildung 21: Okologische Bewertung der Ole in den Wirkungskategorien Landnutzung und
Klimawandel (Stand Projektende Phase 1, nicht aktualisiert).

3.3.4 Okologische Bewertung des Anbaus (TLL, Projektphase 2, 2012-2014)

Dieses Kapitel umfasst Recherchen zu Zichtungsarbeiten, Zichtungsfortschritt,
Anbauumfang, Anbauerfahrung und Anbauwiirdigkeit der vier Olpflanzen fur das gesamte
Bundesgebiet. Neben den klassischen Okosystemleistungen Fruchtfolgewirkung,
Agrobiodiversitat und Insektenweide werden die Treibhausgasemissionen, die
Flacheneffizienz und Ertrags-stabilitat als mafRRgebliche Parameter einer produktbezogenen
Okologischen Bewertung analysiert. Als 0Okologische Indikatoren werden weiterhin die
Pflanzenschutzintensitat, die Auskreuzung mit der Gefahr einer ungewollten Vermischung
der Genotypen sowie die Trockentoleranz als Anpassungsreaktion der Pflanzenarten auf den
Klimawandel untersucht.

Zur Veranschaulichung der von den alternativen Olpflanzen und Erucaraps generierbaren
Okosystemwirkung wurde ein Bewertungsmodell mit einer funfstufigen Klassifizierung fir
jeden Parameter gewahlt (siehe Tabelle 29):

++ sehr gute Okosystemwirkung

+ gute Okosystemwirkung

- nachteilige Okosystemwirkung

- - sehr nachteilige Okosystemwirkung
0 keine Auswirkungen.

Die spezifischen Kriterien der gewahlten Klassifizierung sind unter jedem Parameter
nachzulesen.
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Tabelle 29: Klassifizierung von 6kologischen Indikatoren der alternativen Olpflanzen und
Erucaraps.

Drachenkopf Krambe Koriander Erucaraps
Fruchtfolgewirkung ++ + ++ +
Anbaukonzentration ++ + ++ -
Agrobiodiversitat ++ ++ ++ ++
THG-Emissionen (OI) + - + i+
THG-Emissionen (Fléache) ++ ++ ++ -
Flacheneffizienz, Ertragsstabilitat - - - +
PS-Intensitéat + ++ + -
Auskreuzung 0 + 0 -
Insektenweide ++ ++ ++ +
Trockentoleranz ++ ++ ++ +
++ sehr gute Okosystemwirkung, + gute Okosystemwirkung, - nachteilige Okosystem-wirkung, - - sehr

nachteilige Okosystemwirkung, 0 keine Auswirkungen.
3.3.4.1 Zichtungsarbeiten und -fortschritt

Krambe

Zichtungsarbeiten fur die Krambe begannen in den 1930er Jahren in Russland und in den
1950er Jahren in den USA und Polen. In den 1960er bis 1980er Jahren wurden
verschiedene polnische und amerikanische Sorten zugelassen. In Europa erfolgte eine
zlichterische Bearbeitung in den 80er und 90er Jahren v.a. in den Niederlanden, Italien,
Schweden, Danemark, Polen und Deutschland. In dieser Zeit erlangten u.a. ,Carmen® und

,Mario“ eine Sortenzulassung’.

Alle bis dato aktuellen europaischen Sorten und Neuziichtungen, vier amerikanische Sorten
und zwei osteuropaische Landsorten, wurden in den Jahren 1995 bis 1996 sowie 1997 bis
1999 in Deutschland auf ihre Sorteneigenschaften geprift. Die Sorten ,Carmen® und ,Mario*
kénnen uneingeschrankt empfohlen werden, sie erreichten auf den untersuchten Standorten
die besten Ergebnisse beziiglich Ertrag und Qualitatsparametern'®®. Nach Recherche von
MAKOWSKI UND TROEGEL, bestehen Aussichten auf weitere Ziichtungsarbeiten in den USA,
den Niederlanden und Italien. Auch in der Hybridzichtung werden Perspektiven gesehen.

Drachenkopf

Zugelassene Sorten des Iberischen Drachenkopfs gibt es nicht. Einige Firmen, wie
beispielsweise Dreschflegel-Saatgut, bieten Drachenkopfsamen an. Fir den Versuchsanbau
wurden Herkinfte aus Genbanken und botanischen Garten verwendet und aussichtsreiche
Formen entsprechend vermehrt. In den 1940er Jahren erreichte der Iberische Drachenkopf

197 Heyland et al., 2006: K.-U. Heyland, H. Hanus, E. R. Keller, Handbuch des Pflanzenbaues 4, Olfriichte,

Faserpflanzen, Arzneipflanzen und Sonderkulturen, Eugen Ullmer KG, Stuttgart, 2006

198 Makowski und Troegel 2001: N. Makowski, T. Troegel, Schriftenreihe ,Nachwachsende Rohstoffe*, Krambe —
eine alternative Sommerdélfrucht, Landwirtschaftsverlag Miinster 2001

10./11.09.2009: Alternative Brennstoffe in Warmeerzeugungssanlagen bis 1 MW, Herausgeber TU Bergakademie
Freiberg, Institut fliir Warmetechnik und Therodynamik
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nahezu gleiche Korn- und Olertrage wie Ollein, Sonnenblumen oder Raps. Wahrend
letztgenannte Pflanzen bis heute angebaut und intensiv zichterisch bearbeitet wurden,
geriet der Drachenkopf in Deutschland nahezu in Vergessenheit und erfuhr keine
zlchterische Bearbeitung.

Das Ertragsvermégen wird von VETTER UND WURL'® als hoch eingeschétzt. In
Gefallversuchen wurden unter Optimalbedingungen Ertrdge erreicht, die ca. 60 dt/ha
entsprechen. Bislang lasst sich dieses biologische Ertragsvermégen in der
landwirtschaftlichen Praxis gunstigstenfalls zu 30 % ausschopfen. Vor einer zichterischen
Ertragserh6hung und Erhéhung des Fettgehaltes sollte eine Ertagsstabilisierung durch die
Selektion krankheitsresistenter Formen geschehen.

Koriander

Koriander als Heil- und Gewirzpflanze erfuhr in der Vergangenheit wenig zlchterische
Bearbeitung. In der beschreibenden Sortenliste des Bundessortenamtes 2002 sind sechs
Sorten aufgefiihrt.

Dennoch leidet der Koriander in Jahren unginstiger Witterung unter dem Auftreten von
Krankheiten, was zu erheblichen Ertragseinbuf3en fuhren kann.

Zuchtziele sind resistente Sorten sowie hohere Frucht- und Olertréage.
Erucaraps

Die Zluchtungsarbeiten und der -fortschritt des Erucarapses sind, wie im Raps generell, weit
vorangeschritten. In Deutschland ist das Zichterhaus die Rapool-Ring GmbH fiihrend.
Aktuell sind fur den Erucaraps eine Linien- und eine Hybridsorte im Angebot, die mit
Ertragen knapp unter dem Durchschnittsertrag von 00-Sorten aufwarten.

3.3.4.2 Anbauumfang und -erfahrung

Der Drachenkopf kam von 1925 bis 1950 in der ehemaligen UdSSR auf mehr als 20.000 ha
zum Anbau. Seit den 1990er Jahren wird er im Versuchsanbau der TLL auf verschiedenen
Standorten bearbeitet und geprift. Der Anbauumfang auf Praxisflachen ist zu
vernachlassigen. Auch die Krambe wurde seit den 1990er Jahren vorwiegend in
Versuchsanstalten kultiviert. Von der TLL regelmé&Rig auf die Anbaueigenschaften gepruft,
kamen 1996 bis 1999 im Rahmen eines Modellvorhabens auf verschiedenen
deutschlandweiten Standorten Krambesorten zum Einsatz. Die Anbauerfahrung beider
Kulturen beschrénkt sich auf die Feldversuche inklusive eines minimalen Praxisanbaus im
Rahmen dieser Forschungstatigkeiten. Der Koriander wurde in Thiringen letztmalig im Jahr
2008 auf 1,3 ha angebaut. Beziiglich des aktuellen deutschlandweiten Anbaus konnten keine
Zahlen ermittelt werden. Auf den Versuchsflachen der TLL erfahrt er regelmafig
Kultivierung.

Der Anbauumfang und die -erfahrung sind im Vergleich zu den hier betrachteten Olpflanzen
beim Erucaraps am gr63ten. Dieser wuchs in 2013 auf 25.000 ha im Vertragsanbau mit

109 vETTER UND WURL 2000: A. Vetter, G. Wurl, Thiringer Landesanstalt fur Landwirtschaft, Erarbeitung von

produktionstechnischen Grundlagen fiir den Anbau von Iberischem Drachenkopf (Lallemantia iberica Fisch. et
Mey.) sowie Eruierung von Ausgangsmaterial fiir die weitere Ziichtung: Abschlussbericht
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Uberwiegenden Flachenanteilen in Brandenburg. Da das Produktionsverfahren identisch mit
dem des 00-Rapses ist, kbnnen Landwirte auf einen reichen Erfahrungsschatz sowie sich
fortlaufend weiterentwickelnde rapsspezifische agrotechnische und agrochemische Produkte
des Pflanzenbaus zuriickgreifen. Der Anbau von Erucaraps ist mit Blick auf die Anbauflache
zu beflrworten.

Die vorwiegend in Brandenburg liegenden Anbauflachen kénnen ausgeweitet werden. Zu
beachten sind dabei die Einhaltung einer phytosanitar vertretbaren Konzentration an
Kreuzblitlern in der Fruchtfolge sowie die Abstandsauflagen zu Rapsflachen anderen
Genotyps.

Aber auch fur die alternativen Olpflanzen besteht bei einer kostendeckenden und
wirtschaftlich nachhaltigen Erzeugerpreisgestaltung eine Anbauwirdigkeit auf dem gesamten
Gebiet der Bundesrepublik. Die Korn- und Olertrage unterscheiden sich zum langjahrig
etablierten Winterraps zwar zum Teil erheblich, die Vorteile liegen bei den alternativen
Olpflanzen aber ganz klar im 6kologischen Bereich.

3.3.4.3 Fruchtfolgewirkung

In Deutschland dominieren mit fast drei Viertel der Ackerflache Getreidearten, dabei
vorwiegend Winterformen, den Anbau. Hohe Konzentrationen einer Kultur oder einer
Pflanzenfamilie in der Fruchtfolge bringen verschiedene phytosanitare Nachteile mit sich, die
zu Belastungen und Problemen des biotischen und abiotischen Okosystems fiihren. Mit einer
Auflockerung einseitiger Fruchtfolgen werden aus agronomischer Sicht pilzliche, virése und
bakterielle Infektionsketten unterbrochen sowie die Wirkung der Unkrautregulierung
verbessert. Durch die damit einhergehende Reduktionsmdglichkeit des Pflanzen-
schutzmitteleinsatzes wird der partiell bereits bestehenden Resistenzbildung von
Schaderregern und Beikrautern gegeniber bestimmten Wirkstoffen vorgebeugt bzw. wird
diese Resistenzbildung nicht noch verstarkt. Weiterhin werden Pflanzenschutz-
mittelriickstédnde im Erntegut verhindert bzw. reduziert und Grund- und Oberflachenwasser
vor Eintragen bewahrt bzw. auch diese reduziert. Eine ausgeglichene Fruchtfolge ist
gekennzeichnet durch den Wechsel von Halm- und Blattfrucht, von Winterung und
Sommerung sowie der Abfolge verschiedener Pflanzenarten und -familien.

Alle Olpflanzen sind Blattfriichte und bilden somit ein Pendant zu den vorherrschenden
Halmfriichten, den Getreidearten, was aus pflanzenbaulicher Sicht als sehr positiv zu werten
ist. Durch die Reduktion der Kartoffel- und Rubenproduktion in Deutschland in den
vergangenen Jahren sind die Olfriichte (vor allem Raps) vielerorts die verbleibenden
Blattfriichte geworden.

Einen weiteren Vorteil bringen die Sommerungen lberischer Drachenkopf, Krambe und
Koriander durch ihre kurze Vegetationszeit mit, die im Frihjahr beginnt und im Sommer
endet, was einen geringeren Einsatz von Pflanzenschutzmitteln begriindet. Aufgrund der bei
den Getreidearten dominierenden Winterungen (Uberjéahrige Standzeit), dienen die
Sommerkulturen als phytosanitdre Gesundungskulturen. Durch den verdnderten Rhythmus
von Vegetations- und Bodenbearbeitungszeit werden Krankheitsinfektionsketten
unterbrochen und Schédlings- und Beikrautdruck reduziert. Gegebenenfalls kdonnten sie
auch Raum fur den Anbau von Winterzwischenfriichten bieten.
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Mit Iberischem Drachenkopf als Lippenblitler (Lamiaceae) und Koriander als Doldenblitler
(Apiaceae) betreten neben zwei neuen Fruchtarten auch zwei neue Pflanzenfamilien das
Feld, was in der Bewertung als besonders vorteilhaft wirkt. Den Anbaukonzentrationen
beider Pflanzenfamilien fallt in Deutschland und Europa keine gré3ere Bedeutung zu. Anteile
von 33 % fiur Doldenblitler (2 Jahre Anbaupause) und 20 % fir Lippenblitler (4 Jahre
Anbaupause) in der Fruchtfolge sollten aber nicht Gberschritten werden.

Die beschriebenen Eigenschaften fihren zu folgenden Auspragungen im Bewertungsmodell,
Parameter Fruchtfolgewirkung:

++ Blattfrucht, neue Pflanzenfamilie, Sommerung
Blattfrucht

+ Raps: maximale Anbaukonzentration nicht flachendeckend erreicht
Krambe: neue Art in Pflanzenfamilie und Sommerung

3.3.4.4 Anbaukonzentration

Doldenblutlerarten, wie Fenchel, Kimmel, Petersilie oder Dill und die Lippenblitler, wie die
verschiedenen Minzearten, gehdren neben weiteren Pflanzenfamilien zu den Heil- und
Gewirzpflanzen. Diese nahmen in Deutschland 2013 mit 12.200 ha''®. 0,1 % der
Ackerflache ein. Einer Etablierung und Ausweitung von Drachenkopf und Koriander kann aus
pflanzenbaulicher Sicht nur zugestimmt werden.

Die Krambe ist eine neue Pflanzenart, gehtrt aber, wie der Erucaraps, zu einer in
Fruchtfolgen bereits etablierten Pflanzenfamilie, den Kreuzblitlern (Brassicaceae). Die
Krambe sollte nicht in eine bereits von Kreuzblitlern, wie Raps oder Senf, durchzogene
Rotation aufgenommen werden, da Pflanzenbestande gleicher Mitglieder einer
Pflanzenfamilie von den gleichen Krankheiten, Schadlingen und Beikrautern befallen werden
konnen. Eine wirksame Durchwuchsregulierung wére ebenfalls problematisch. Die Krambe
erfahrt hier jedoch eine positive Beurteilung, weil sie als Sommerung die damit verbundenen
pflanzenbaulichen und phytosanitaren Vorteile mitbringt sowie aufgrund ihrer ausgepragten
Trockentoleranz flr Grenzstandorte geeignet ist. Sie stellt also eine Alternative zum
Rapsanbau und keine Konkurrenz zu ihm auf von Frilhjahrs- und Frihsommertrockenheit
gefahrdeten Flachen dar.

Der Erucaraps ist wie der 00-Raps aus acker- und pflanzenbaulicher Sicht als Winterraps zu
betrachten. Der Anbauumfang des Winterrapses, als bedeutendstem Kreuzblitler und
bedeutendster Olpflanze in Deutschland, betrug 2013 1,43 Mio. ha, was 12 % der
Ackerflache ausmacht™! und liegt damit noch unter der fir einen nachhaltigen Rapsanbau
ausgewiesenen Anbaukonzentration in der Fruchtfolge von 20 % 2. Da sich die
Anbauwirdigkeit (Standorteignung) nicht auf die gesamte Ackerflache der Bundesrepublik
erstreckt, fallen aber regional Konzentrationen von bis zu 40 % an.

1% propLANTA 2013: Anbauflachen fir Heil- und Gewiirzpflanzen sollen wachsen http://www.proplanta.de/Agrar-

Nachrichten/Pflanze/Anbauflaechen-fuer-Heil-und-Gewuerzpflanzen-sollen-wachsen_article1376987496.html

Zugriff: 12.09.2014
111

DESTATIS 2013: Statistisches Bundesamt, Anbaustatistiken 2013, Winterraps
https://www.destatis.de/DE/PresseService/Presse/Pressemitteilungen/2013/07/PD13_252_412.html Zugriff
26.02.2014

12 Grar ET AL., 2008: Graf, Gotz, Jentsch, Vetter, Thiringer Landesanstalt fur Landwirtschaft Merkblatt

Fruchtfolgestellung von Winterraps http://www.tll.de/ainfo/pdf/ffwr0408.pdf Zugriff: 11.09.2014

79


http://www.proplanta.de/Agrar-Nachrichten/Pflanze/Anbauflaechen-fuer-Heil-und-Gewuerzpflanzen-sollen-wachsen_article1376987496.html
http://www.proplanta.de/Agrar-Nachrichten/Pflanze/Anbauflaechen-fuer-Heil-und-Gewuerzpflanzen-sollen-wachsen_article1376987496.html
https://www.destatis.de/DE/PresseService/Presse/Pressemitteilungen/2013/07/PD13_252_412.html%20Zugriff%2026.02.2014
https://www.destatis.de/DE/PresseService/Presse/Pressemitteilungen/2013/07/PD13_252_412.html%20Zugriff%2026.02.2014
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Bei Nichteinhaltung von Anbaupausen, also Anbauzyklen kleiner vier Jahren ist mit
signifikanten Ertragsdepressionen, bedingt durch hohen Krankheits- und Schadlingsdruck,
die auch durch verstarkten Pflanzenschutzmitteleinsatz wirtschaftlich nicht zu kompensieren
sind, zu rechnen. Weiterhin akkumulieren Krankheiten und Schéadlinge am Standort und
beeintrachtigen uber Jahre hinweg die Ertragsbildung der Feldfrichte. Von einer Ausweitung
der Winterrapskultivierung auf Flachen mit bereits hoher Anbaukonzentration ist daher
abzuraten. Der konkrete Anbauumfang flir Erucaraps liegt in Deutschland 2013 bei 25.000
ha im Vertragsanbau mit iberwiegenden Flachenanteilen in Brandenburg.

Allen vier Kulturen ist eine gute Vorfruchtwirkung zuzuschreiben, da sie durch die
Entwicklung der Blattmasse Nahrstoffe binden, die nach der Ernte auf dem Feld verbleiben
und der Folgekultur nach der Mineralisierung zur Verfligung stehen.

Die beschriebenen Eigenschaften fihren zu folgenden Auspragungen im Bewertungsmodell,
Parameter Anbaukonzentration:

++ geringe Anbaukonzentration fur die Kultur und Pflanzenfamilie
+ geringe Anbaukonzentration fur die Kultur,
Pflanzenfamilie in géngigen Fruchtfolgen etabliert
- Anbaukonzentrationen der Kultur regional tGberschritten
maximale Anbaukonzentration deutschlandweit aber noch nicht erreicht

3.3.4.5 Agrobiodiversitat

Die Agrobiodiversitat umfasst die Vielfalt innerhalb und zwischen den Arten sowie die Vielfalt
der Okosysteme, die fiir Ernahrung-, Land-, Forst- und Fischereiwirtschaft genutzt werden
bzw. nutzbar sind. Bezuglich einer vielfaltigen und multifunktionellen Landwirtschaft ist der
Anbau der hier betrachteten Kulturen sehr zu begrtifzen und zu beflirworten.

Wie bereits in ,Fruchtfolgewirkung® erlautert, stellen der Iberische Drachenkopf als
Lippenblutler und Koriander als Doldenblitler zwei Fruchtarten und gleichzeitig
Pflanzenfamilien dar, deren Anbaukonzentrationen in Deutschland und Europa sehr gering
sind. Die Krambe stellt als neue Art innerhalb der Familie der Kreuzblitler ebenfalls eine
Bereicherung des Artenspektrums dar. Der Erucaraps bringt innerhalb der von glucosinolat-
und erucasaurearmen 00-Sorten dominierten Rapsformen, eine Bereicherung des Genpools
innerhalb einer Art mit sich. Die Aufnahme der drei alternativen Olpflanzen und Erucaraps in
einen grol3flachigeren Anbau wirde zu einer grol3eren Variabilitdt innerhalb und zwischen
den Arten beitragen.

Neben der Nutzpflanze profitieren weitere Lebensformen von den unterschiedlichen
Anbaubedingungen der einzelnen Hauptkulturen. Die 11-monatige Standzeit des
Winterrapses bietet Klein- und Kleinstlebewesen ein Habitat. Die nach der Saat schnell
geschlossene Pflanzendecke bietet Uberwinterungsmaoglichkeiten sowie Schutz vor Erosion
durch starke Niederschlage oder Windereignisse. Das Auftreten von Beikrdutern wird
unterdriickt, Verdunstung minimiert und Stickstoffauswaschungen reduziert. Gegebenenfalls
kénnen die Sommerungen auch Moglichkeiten zur Einordnung von Zwischenfriichten zum
Erreichen der positiven Effekte einer andauernden Pflanzendecke auf biotische und
abiotische Faktoren der Bodenfruchtbarkeit und Umweltgesundheit bieten. Das ziigige
Jugendwachstum von Drachenkopf, Krambe und Winterraps ermdglicht es den Pflanzen,
schnell eine geschlossene Bodendeckung zu erreichen, die sich u. a. positiv auf den
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Wasserhaushalt des Bodens, Erosion und Konkurrenzkraft gegentiber Beikrautern auswirkt.
Bezlglich der Landschaftsvielfalt stellen gerade die Sommerungen eine optische
Abwechslung zu den etablierten Feldfrichten, durch unterschiedliche Wuchshohen,
Blutezeitpunkte und Blitenfarben, dar. Wahrend die dunkelgriinen Stangel und Blatter des
Winterrapses HOhen bis 200 cm erreichen, sind die Sommerungen kleineren Wuchses. Die
Krambe wird bis 150 cm, der Koriander mit seinen hellgriinen Laubblattern bis 80 cm und der
Drachenkopf bis 50 cm hoch. Der Verlust von Agrobiodiversitat ist ein aktuelles und
schleichendes Problem. In den vergangenen Jahrzehnten sind die Felder immer monotoner
geworden. Das Spektrum der Kulturpflanzen ist stark reduziert, die Welterndhrung basiert
heute auf wenigen Kulturpflanzenarten. Eine hohe Diversitat in der Landwirtschaft stellt aber
eine Absicherung gegen Missernten, Schadlings- und Krankheitsanfalligkeit dar. Haufig geht
die Standardisierung im Pflanzenbau mit High-Input-Verfahren einher, die groRe Mengen an
Energie, Diinge- und Pflanzenschutzmitteln erfordern. Grundwasserverschmutzungen,
Ruckstande in Lebensmitteln und eine Monotonisierung von Landschaften kénnen
Okologische Folgeerscheinungen sein.

Die beschriebenen Eigenschaften fihren zu folgenden Auspragungen im Bewertungsmodell,
Parameter Agrobiodiversitat:

++ Vegetationszeit (Bodenschutz, Faunahabitat, Zwischenfriichte)
Aufnahme neuer Art (Krambe), neuer Familie (Drachenkopf, Koriander)
zum Teil ztgige Jugendentwicklung (Raps, Drachenkopf, Krambe)
Landschaftsvielfalt

3.3.4.6 THG-Emissionen

Die wichtigsten anthropogenen Treibhausgase (THG) sind Kohlenstoffdioxid (CO,), Methan,
Distickstoffmonoxid bzw. Lachgas (N,O) und die Halogenkohlenwasserstoffe.

Die Stickstoffdiingung einer Kultur hat einen entscheidenden Einfluss auf die ihr
zuzurechnenden THG-Emissionen. So betragt der Anteil der N-Diingung an den Gesamt-
THG-Emissionen im Rapsanbau Uber 80 %. Zu 42 % flieRen dabei die Emissionen der
energieintensiven Stickstoffherstellung ein, zu 41 % die Lachgas-Emissionen, die bei der
Produktion auf dem Feld entstehen (WEIRAUCH, 2014).

Sowohl fur die Berechnung der THG-Emissionen der Stickstoffdiingerherstellung als auch
der Lachgasemissionen auf dem Feld wurde der N-Entzug des Korns als ausgebrachte
Dungermenge unterstellt. Die Kornertrage und die Olgehalte sind mit den Mittelwerten aus
dem mehrjahrigen Dornburger Anbau kalkuliert (siehe Flacheneffizienz (siehe Tabelle 31),
Ertragsstabilitdt (siehe Tabelle 32)). Als spezifische Treibhausgaswerte werden die
Emissionsfaktoren (Hintergrunddaten) zur Berechnung von Standardwerten nach der
Erneuerbaren Energien Richtlinie 2009/28/EG von 6,41 kg CO,-Aquiv./kg N-Diinger fiir die
N-Diinger Herstellung und von 4,87 kg CO,-Aquiv./kg N fur die Feldemissionen bei der N-
Diingung Zugrunde gelegt. Die Summe der CO,-Aquivalente aus Dingemittelherstellung und
Feldemissionen wahrend des Anbaus ergibt die Gesamt-THG-Emissionen je Hektar und
Jahr (siehe Tabelle 30).
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Tabelle 30: CO,-Aquivalente bei der Stickstoffdiingerproduktion und den Feldemissionen
(Koriander in Frithjahrs- und Herbstsaat, Kornentziige, Alternative Olpflanzen und Raps).

Koriander | Koriander
Drachenkopf Krambe Herbst Friihjahr Erucaraps

Entzug Korn, kg/dt FM 3,0 3,4 2,1 2,1 3,4
kg CO,-Aquiv./ha 637 929 676 435 1.929
kg CO,-Aquiv./t Ol

1.385 2.323 1.649 1.611 1.206
(dezentr. Pressung)
k -Aquiv./t Ol

g COzAquiv.tO 1.138 1.222 1.536 1.554 974

(zentr. Pressung)

Der Koriander weist mit 2,1 kg den geringsten N-Entzug je Dezitonne Korn auf. Es folgen der
Drachenkopf mit 3 kg und die Krambe und Erucaraps mit jeweils 3,4 kg. Entsprechend des
hohen Kornertrages des Erucarapses, bei dessen Produktion die hdchste N-Menge je
Flacheneinheit zugefiihrt wird, resultiert diese Intensitat mit 1.929 kg CO,-Aquivalenten je
Hektar in einen zwei bis viermal hoheren THG-Ausstol3 gegeniber den alternativen
Olpflanzen. Bezogen auf den stofflichen Output (Tonne Ol) drehen sich die Verhaltnisse
aufgrund der spezifischen Korn- und Olertrage um. Fiir eine Tonne Erucarapsol werden die
niedrigsten CO,-Aquivalente emittiert, gefolgt von Drachenkopfél, Koriander und Krambe. Bei
zentraler Pressung verbessern sich durch die hoheren Abpressgrade in der Olmihle die
CO,-Emissionen der Ole. Fiir die Visualisierung wurden zwei BezugsgroRen dargestellt. Zum
einen die THG-Emissionen je Tonne Ol, wo sich der Raps durch den hohen Oloutput am
gunstigsten darstellt. Zum anderen den Bezug zur Flache, in der die alternativen Olpflanzen
durch ihre geringere Bewirtschaftungsintensitat den geringeren THG-Ausstol3 bewirken.

Die beschriebenen Eigenschaften fihren zu folgenden Auspragungen im Bewertungsmodell,
Parameter THG-Emissionen (Ol):

++ < 1.500 kg CO,-Aquivalente je Tonne Ol (dezentrale Pressung)
+ 1.500 — 2.000 kg CO,-Aquivalente je Tonne Ol (dezentrale Pressung)
- > 2.000 kg CO,-Aquivalente je Tonne Ol (dezentrale Pressung)

Die beschriebenen Eigenschaften fihren zu folgenden Auspragungen im Bewertungsmodell,
Parameter THG — Emissionen (Flache):

++ < 1.000 kg CO,-Aquivalente je Hektar
+

- > 1.000 kg CO,-Aquivalente je Hektar
3.3.4.7 Flacheneffizienz und Ertragsstabilitat

Bezlglich der Flacheneffizienz und Ertragsstabilitét liegen klare Vorteile beim Erucaraps.
Laut Zichterhaus Rapool liegt der Ertrag der Erucarapshybride Eraton in der Praxis bei
45 dt/ha, wobei unter ginstigen Standort- und Witterungsbedingungen Ertrdge von uber
50 dt/ha erreichbar sind. In Winterrapsregionen ist auch bei ungiinstiger Witterung mit
stabilen Kornertragen von uUber 25 dt/ha zu rechnen. Das hohe Ertragspotential des
Winterrapses ist zum einen auf die lange Standzeit auf dem Feld zurickzufihren, zum
anderen wird der Raps seit den 1950er Jahren zichterisch bearbeitet und dank seines
gefacherten Einsatzspektrums in Human- und Tiererndhrung sowie im Energie- und
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stofflichen Bereich voraussichtlich auch zukUnftig viel Zuchtungsarbeit erfahren. Die
Sommerungen haben aufgrund ihrer Genetik und kiirzeren Standzeit nicht das Potential fur
vergleichbare Ertrage wie Winterraps. Die Durchschnittsertrdge des mehrjahrigen Anbaus in
Dornburg betrugen fiur Iberischem Drachenkopf 17 dt/ha, Krambe 22 dt/ha, Koriander als
Herbstaussaat 25,9 dt/ha und als Friihjahrssaat 16,7 dt/ha (siehe Tabelle 32).

Der Standort Dornburg gehért nach der bundesweiten Boden-Klimaraum-Einteilung in das
Anbaugebiet ,Ldss-Standorte der Ackerebene®. In der Einteilung Thiringens ist Dornburg
dem Agrargebiet 1, Erfurter Becken, zuzuordnen. Der Léssboden mit Bodenwertzahlen im
Mittel von 65 und bei Jahresniederschlagen von 584 mm, ist Dornburg als guter bis besserer
Standort zu bewerten. In einem 4 jahrigen Modellvorhaben fur Krambe (1996 bis 1999)
betrugen die Ertrage im Mittel 15 dt/ha, die Versuchsstandorte erstreckten sich utber

Mecklenburg-Vorpommern, Nordrhein-Westphalen, Baden-Wiirttemberg und Thiiringen™2.

Auch hinsichtlich des Olertrages und des Ertrages der Fettsaure mit dem hochsten
Gehaltsanteil am Olertrag je Flacheneinheit, liegt der Erucaraps aufgrund hohen
Kornertrages und Olgehaltes weit vorne (siehe Tabelle 31). Im Vergleich der
erucasaureliefernden Pflanzen Ubertrifft der Raps bezuglich Ol und Fettsaure je Hektar bei
dezentraler Pressung die Krambe um das 2,6-fache und bei zentraler Pressung um das 3,8-
fache. Grundsatzlich sind die Olausbeuten in zentralen Olmihlen hoher als in dezentralen.
Bei zentraler Pressung wurde mit den gemessenen Olgehalten der Saat minus 1 %, bei
dezentraler Kaltpressung mit den in Dornburg ermittelten Abpressgraden, die denen einer
dezentralen Olmihle entsprechen, kalkuliert. Die Olertrage des Drachenkopfs liegen bei
dezentraler Pressung lber denen der Krambe. Bezlglich der Linolensdureausbeute kann
der Drachenkopf nicht mit den hier betrachteten Kulturen verglichen werden, deshalb wird an
dieser Stelle der Lein heran gezogen. Die Ertrdge an Linolensaure je Hektar liegen etwa
gleich auf. Der Koriander erreicht in dezentralen Miihlen etwa die Olmenge der Krambe. Der
Petroselinsaureertrag kann hier nicht mit einer anderen Kultur verglichen werden, weil der
Koriander als einzige Kulturart nennenswerte Gehalte dieser Fettsdure aufweist. In
dezentraler Pressung konnen 230 kg Petroselinsdure je Hektar generiert werden.

113 Makowski UND TROEGEL 2001:  N. Makowski, T. Troegel, Schriftenreihe ,Nachwachsende Rohstoffe”, Krambe

— eine alternative Sommerélfrucht, Landwirtschaftsverlag Miinster 2001
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Tabelle 31: Olertrage je Flacheneinheit (dezentrale und zentrale Pressung) und Ertrag der
Fettsaure mit dem hochsten Gehaltsanteil am Olertrag je Flacheneinheit (dezentrale und
zentrale Pressung), Alternative Olpflanzen und Raps, Koriander in Herbst- und Friihjahrssaat.

™ | ot | rad | Otrrag | nochsts | FEEE | e

n | Ertrag % Pr. zentr. Pr. | FSim Ol Pr. zentr.

dt/ha kg/ha kg/ha % kg/ha Pr.

kg/ha

Erucaraps 4 46 44 1.600 1.980 55 860 1.090

Krambe 6 21 37 400 760 55 220 420

Drachenkopf 17 17 34 460 560 60 280 340

Koriander He. | 4 26 18 410 440 55 230 240

Koriander Fr. 8 17 18 270 280 55 150 160
Fur einen Vergleich der Fettsdureertrage:

Lein - 15 40 530 590 55 290 320

Durchschnittsertrage und Olgehalte Dornburger Anbau: Krambe (1998, 2000, 2006, 2007, 2012, 2013), Koriander
Herbstsaat (1999, 2000, 2003, 2004), Koriander Frihjahrssaat (1999, 2000, 2003 — 2006, 2012, 2013),
Drachenkopf (1995-2009, 2012, 2013), Erucaraps (2006-2008, 2013), Lein (GRAF ET AL., 2005)

Bezlglich der Ertragsstabilitat sind im mehrjahrigen Anbau in Dornburg bei Drachenkopf,
Krambe, Koriander, aber auch Erucaraps zum Teil erhebliche Streuungen um den Mittelwert
zu verzeichnen (siehe Tabelle 32). Die Ausschlage in niedrige Ertragsbereiche sind bei allen
Kulturen auf Jahre ungunstiger (feuchter, kihler) Witterung zurtickzuftihren, was den
Krankheitsbefall beforderte. Von einem Auftreten dieser Bedingungen ist eher unregelmafig
auszugehen, sie mussen aber einkalkuliert werden. Bei den Sommerungen kdnnte
Zuchtungsarbeit beziglich Krankheitsresistenz zukunftig fir stabilere Ertrage sorgen. Die
Streuungen bei Winterraps fallen aufgrund des hohen Ertragsniveaus nicht so stark ins
Gewicht wie bei den Sommerungen.

Tabelle 32: Durchschnittsertrage und Olgehalte im Dornburger Anbau sowie im Krambe
Modellvorhaben (mit Standardabweichungen), Alternative Olpflanzen und Raps.

Drachen- Koriande | Koriande Krambe
Kopf Krambe r or Modellvorhabe | Erucaraps
Herbst Fruhjahr n
n 17 6 4 8 4 4
TM Ertrag dt/ha 17,1 22,0 25,9 16,7 15,0 45,8
] (5.8) (6) (7.1) (5.5) (5) (9.6)
Olgehalt, % TM 34,3 37,2 18,8 17,2 - 43,6
(3.5 (2,3) 0,7) (3.2) (3.7)

Drachenkopf (1995-2009, 2012, 2013), Krambe (1998, 2000, 2006, 2007, 2012, 2013), Koriander Herbstaussaat
(1999, 2000, 2003, 2004), Koriander Frihjahrsaussaat (1999, 2000, 2003-2006, 2012, 2013), Krambe
Modellvorhaben (1996-1999), Erucaraps (2006-2008, 2013)

Die Krambe ist hier ungeschélt betrachtet worden, sowohl bei der Aussaat als auch bei der
Pressung in der Olmuhle. In Dornburger Versuchen stieg der Ertrag bei Verwendung
geschalten Saatgutes signifikant an. Bei gleicher Aussaatstdrke erhohte sich der
Feldaufgang der Saat, was im Versuchsjahr 1998 mit 26,1 dt/ha im Vergleich zur Aussaat
ungeschalten Saatgutes ein Mehrertrag von 3,5 dt generierte. Das Schélen des Erntegutes
vor der Pressung generiert auch beziiglich der Olausbeute hoéhere Mengen. 34 %
Olausbeute der geschalten Saat, im Vergleich zu 20 % bei ungeschélter, entspricht einer
Steigerung des Ergebnisses um 70 %. Der Pressversuch wurde in Dornburg mit der Olmiihle
der TLL, die der Technik einer dezentralen Pressung entspricht, durchgefihrt.
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Wie die Kornertrage unterliegen auch die Olgehalte Streuungen. Im langjahrigen Dornburger
Anbau wurde im Mittel fur den Drachenkopf ein Olgehalt von 34,3 % erzielt, fir die Krambe
37,2 %, fur Koriander in Herbstaussaat 18,8 %, in Fruhjahrsaussaat 17,2 % und fur den
Erucaraps 43,6 % (Tab. 21). In Jahren unginstiger Witterung ist neben den Ertragen auch
die Kornfullung beeinflusst, welche sich in den Olgehalten niederschlagt.

Die beschriebenen Eigenschaften fihren zu folgenden Auspragungen im Bewertungsmodell,
Parameter Flacheneffizienz und Ertragsstabilitat:

+ relativ stabiles Ertragsniveau, intensive zichterische Bearbeitung
Hochste Ol- und Fettsaureertrage je Flacheneinheit

- relativ unstabiles Ertragsniveau, keine/kaum ziichterische Bearbeitung
Geringere Ol- und Fettsaureertrage je Flacheneinheit

3.3.4.8 Pflanzenschutzintensitat

,Der Behandlungsindex (Bl) dient als quantitatives Mal} zur Beschreibung der Intensitat des
chemischen Pflanzenschutzes. Er stellt die Anzahl von Pflanzenschutzmittel-Anwendungen
auf einer Dbetrieblichen Flache, in einer Kulturart oder in einem Betrieb dar. Dabei
berticksichtigt er reduzierte Aufwandmengen und Teilflachenbehandlungen“ (BMEL 2014).
Dieser rein quantitative Index trifft keine Aussage Uber die Toxizitat der eingesetzten
Wirkstoffe. Die drei Sommerungen schneiden in der Pflanzenschutzintensitat nach dem
Behandlungsindex besser als der Erucaraps (Winterraps) ab, wobei die Krambe die
geringsten Mittelaufwendungen bendtigt. Der Bl errechnet sich aus dem Produkt, aus dem
Aufwandmengenkoeffizienten (Quotient aus tatséachlicher Aufwandmenge und der im
Pflanzenschutzmittelverzeichnis angegebenen maximalen indikationsbezogenen
Aufwandmenge) und dem Behandlungsfaktor ~ (Anzahl  der  durchgefiihrten
Pflanzenschutzmittelanwendungen, bezogen auf die jeweilige Anbauflache). Die Summe
dieser Teilindizes der durchgeflihrten Einzelanwendungen auf dem Schlag oder der
Bewirtschaftungseinheit ergeben dann den jeweiligen Behandlungsindex fir diese Flache
und Kultur.

Die beschriebenen Eigenschaften fihren zu folgenden Auspragungen im Bewertungsmodell,
Parameter Pflanzenschutzintensitat:

++ BIl:0-2 > Krambe 1,4

+ Bl: 2 — 4 - Drachenkopf 2,35; Koriander 3,1
- Bl: 4 — 6 > Winterraps (Erucaraps) 5,2

-- Bl:>6

Erfahrungsgemald ist das Auftreten von Schaderregern bei relativ neuen bzw. selten
angebauten Kulturen anfangs gering, mit steigender Anbauintensitat wéchst auch der
Krankheitsdruck und die Intensitat des Pflanzenschutzmitteleinsatzes steigt.

3.3.4.9 Auskreuzung

Der Parameter Auskreuzung betrachtet die Option, dass eine gegenseitige Befruchtung mit
anderen Kulturarten der eigenen Pflanzenfamilie stattfindet und die art- oder sortentypische
Zusammensetzung des Fettsauremusters durch den Austausch des Genmaterials verandert
wird. Bei der Krambe ist keine Auskreuzung mit dem familiar verwandten Raps zu
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befirchten. Zu Schlagen mit bspw. 00- oder HOLLi-Raps, die auch in der
Nahrungsmittelproduktion Einsatz finden, sind beim Krambeanbau deshalb keine
Abstandsauflagen einzuhalten. Der Erucaraps kreuzt sich innerhalb der Art Raps mit
anderen Sorten. Ein Mindestabstand von 300 m ist einzuhalten'**. Aufgrund mangelnden
Anbaus und dem Fehlen anderer Arten von Drachenkopf und Koriander kommt der
Maoglichkeit einer Auskreuzung keine praktische Bedeutung zu.

Die beschriebenen Eigenschaften fihren zu folgenden Auspragungen im Bewertungsmodell,
Parameter Auskreuzung:

+ Auskreuzung (Anderung des Fettsauremusters) zu Arten/Sorten mit relevantem
Anbau findet nicht statt

- Auskreuzung (Anderung des Fettsauremusters) zu Arten/Sorten mit relevantem
Anbau findet statt

3.3.4.10 Insektenweide

Die Hauptblute der betrachteten Kulturen erstreckt sich tber vier Wochen, der kalendarische
Beginn variiert je nach Witterungsverlauf des Jahres. Beginnend mit der hellgelben Blite des
Winterrapses (Erucaraps) ab spéatestens Mai, folgen die drei Sommerungen, zeitlich
verzogert, mit weiBer Blitenfarbe ab Juni. Dadurch wird das Nahrungsangebot fir die
bestaubenden Insekten Biene, Hummel, Fliege, Schmetterling, Kafer u. a. verlangert. Die
Nektar- und Pollenqualitat sowohl der Winter- als auch der Sommerform des Rapses ist
ausgezeichnet, ebenso der Nektarwert des Korianders™. Bei der Krambe wird in
verschiedener Literatur von reichlich Honig absondernden Nektarien gesprochen, die stark
von Bienen und Hummeln besucht werden'**. Auch dem Iberischen Drachenkopf wird eine
Attraktivitat auf Insekten zugesprochen, die Hauptbefruchtung erfolgt durch Bienen oder
Hummeln®’. Da zur Ausschépfung des vollen Ertragspotenzials die betrachteten Kulturen
von der Fremdbestdubung durch Insekten profitieren, ist auf ihre Schonung bei der
Anwendung von Pflanzenschutzmitteln durch die gute fachliche Praxis und die Grundsatze
des integrierten Pflanzenschutzes zu achten.

Die beschriebenen Eigenschaften fihren zu folgenden Auspragungen im Bewertungsmodell,
Parameter Insektenweide:

++ hohe Pollen- und/oder Nektarqualitéat, von bestdubenden Insekten besucht
Sommerungen: Verlangerung der Blutentracht gegeniiber Raps

+ hohe Pollen- und/oder Nektarqualitat, von bestdubenden Insekten besucht
Raps: Einschrankung aufgrund hoher Pflanzenschutz-Intensitat

14 RapooL  2014:  Produktinformation: HOLLi-Raps  offnet neue  Markte!  https:/www.dsv-

saaten.de/export/sites/dsv-saaten.de/extras/dokumente/fachinfos/raps/holli-vistive-14-RZ.pdf Zugriff 11.09.2014

115 pAN 2009: PAN Germany Pestizid Aktions-Netzwerk e.V., Pflanzen fur Bestauber, Nektar-/Pollenwert Raps
und Koriander http://www.pan-germany.org/download/biodiversitaet/pflanzen_fuer_bestaeuber.pdf Zugriff
26.02.2014

16 SchusTER 1992: W. Schuster, Olpflanzen in Europa, DLG-Verlags-GmbH, Frankfurt am Main, 1992
KRrisT 2013: S. Krist, Lexikon der Fette und Ole, Springer Verlag 2013
http://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-7091-1005-8_86#page-1 Zugriff 27.02.2014
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http://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-7091-1005-8_86#page-1

3.3.4.11 Trockentoleranz

Der Drachenkopf als transkaukasische Pflanze stellt keine besonderen Anspriiche an die
Bodenbedingungen. Er ist jedoch warmeliebend, gedeiht am besten in sonnigen Lagen und
zeichnet sich durch eine hohe Trockentoleranz aus. Trotz trockenen Wetters ab Blihbeginn
(Mitte Juni) bis zur Ernte (Anfang August) sind Ertrage bis tber 20 dt/ha zu erreichen. ION ET
AL. sehen im Drachenkopf eine potenzielle Alternative zu den traditionellen, in ariden
Gebieten angebauten Kulturen.

Von MAKOWSKI UND TROGEL™®. wird in verschiedenen Veréffentlichungen auf die gute
Trockentoleranz der Krambe hingewiesen. Nach Literaturrecherche und selbst
durchgefuhrten Experimenten sehen sie die Krambe auf Standorten unter 500 mm
Jahresniederschlag als anbauwirdig, wobei der Boden mdglichst ein humoser sandiger
Lehmboden mit guter Wasserfilhrung sein sollte. Auf leichten Standorten mit Boden-
wertzahlen um 30 sollte der Wasserbedarf durch Jahresniederschlage ab 600 mm oder
durch hoch anstehendes Grundwasser abgedeckt werden. Auf trockenen und
grundwasserfernen Sandbdden wird keine Anbauberechtigung gesehen.

In dreijdhrigen GefalRversuchen kompensierte die Krambe begrenzte Wasserverfligbarkeit
vor der Blite und erreichte die gleichen Ertrage an Erucasaure wie bei einer kontinuierlichen

Wasserversorgung, jedoch bei signifikant erhéhtem Wasserverbrauch nach der Bliite'*°.

Der Koriander ist fir warme und trockene Lagen pradestiniert, der Anbau ist aber auch in
feuchteren und kithleren Lagen méglich'®.

Der Raps verfiigt Uber ein ausgepragtes Feinwurzelsystem im Oberboden. Seine bis zu 1,80
m tief in den Boden reichende Pfahlwurzel transportiert Wasser und Nahrstoffe aus tieferen
Bodenschichten. Schwachstellen dieses ,Hochleistungswurzelsystems® sind ein hoher
Energiebedarf der Feinwurzeln sowie die Empfindlichkeit gegeniber Sauerstoffmangel. Auf
stark verdichteten Flachen ist die Penetrationskraft der Wurzel begrenzt und fihrt oft zu
Verkrimmungen oder starkerer Ausbildung von Seitenwurzeln.

Fur Trockenstandorte ist der Winterraps weniger gut geeignet. Fir ein hohes Ertragsniveau
wird eine gute Wasserversorgung benotigt. Bei einem Anbau mit geringeren
Niederschlagsmengen sollte vor allem zu kritischen Wachstumsphasen ausreichend Wasser
zur Verfugung stehen, was die Zeitpunkte des Schossens und der Blite umfasst (KWS
2013). Diese kritischen Phasen fallen in den Zeitraum Frihjahr und Frihsommer, die
zunehmend von Trockenheit gepragt sind.

18 Makowski UND TROEGEL 2001:  N. Makowski, T. Troegel, Schriftenreihe ,Nachwachsende Rohstoffe*, Krambe

— eine alternative Sommerélfrucht, Landwirtschaftsverlag Munster 2001

119 jakob et al., 1999: K. Jakob, A. Bramm, N. Ochrimenko, Institut fir Pflanzenbau, Bundesforschungsanstalt fur
Landwirtschaft Braunschweig-Vdélkenrode (FAL), ,Einfluss der Wasser- und Stickstoffversorgung auf Ertrags- und
Qualitatsparameter von Krambe®, Zeitschrift Pflanzenbauwissenschaften 1/1999, ISSN 1431-8857, Verlag Eugen
Ulimer GmbH & Co., Stuttgart

120 L 2008: Thirringer  Landesanstalt  fur  Landwirtschaft,  Anbautelegramm  Koriander
http://www.tll.de/ainfo/pdf/kori0208.pdf Zugriff: 22.09.2014
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Die beschriebenen Eigenschaften fihren zu folgenden Auspragungen im Bewertungsmodell,
Parameter Trockentoleranz:

++  Ausgesprochene Trockentoleranz
+ Eingeschrankte Trockentoleranz

Beim Vergleich der 6kologischen Indikatoren wird deutlich, dass es keine Kultur gibt, die alle
Parameter optimal abdeckt. Die alternativen Olpflanzen weisen jedoch die meisten Vorteile
auf.

Die Vorteile der Sommerungen liegen in ihrer geringeren Anbauintensitat, was dem
Okosystem Acker weniger Agrochemikalien und fossile Energie zufiihrt. Sie punkten mit
geringen THG-Emissionen je Flacheneinheit und einer niedrigeren Pflanzenschutz-Intensitat.
Diese beiden Vorteile relativieren sich aber dahingehend, als dass sie aus dem geringen
Ertragspotenzial der Kulturen resultieren. Bei Erhéhung des Ertragspotenzials erhéhen sich
auch diese beiden Parameter. Im Interesse der Treibhausgasminderung und der
effizientesten Ausnutzung der begrenzt zur Verfigung stehenden Ackerflache muss das Ziel
darin bestehen, mit mdglichst geringem Aufwand unter Beachtung aller 6kologischen
Pramissen einen hohen Output pro Flacheneinheit zu generieren.

Die nicht existierende Gefahr der Auskreuzung bei der Krambe, im Vergleich zum Erucaraps,
schitzt vor ungewollten Vermischungen und Verunreinigungen des Genoms der Rapssaat.

Positive Klassifizierungen erhielten alle Olfriichte in Bezug auf die Insektenweide und die
Trockentoleranz, wobei den Sommerungen bei beiden Parametern besonders gute
Eigenschaften zugesprochen werden.

Auch in Punkto Agrobiodiversitat sowie Fruchtfolgewirkung und Anbaukonzentration erfahren
alle vier Fruchte positive Bewertungen, mit der Einschréankung, dass im Raps kritische
Mengenanteile in der Fruchtfolge nicht Uiberschritten werden diirfen.

Der Erucaraps (Winterraps) ist die konkurrenzstarkste Frucht bei der Betrachtung der
Erntemengen an Korn und Ol. Auch bei den THG-Emissionen je Einheit Ol schneidet er mit
den gunstigsten CO,-Aquivalenten je Tonne Ol ab.

3.3.4.12 Diskussion der Flachenkonkurrenz zur Food- und Non-Foodproduktion

Im Mittelpunkt der Diskussion um Nutzungskonkurrenzen steht der Wettbewerb zwischen
dem Anbau von Energiepflanzen und dem Anbau von Nahrungs- und Futtermittelpflanzen.

Es gibt verschiedene Standpunkte und diskutable Ursachen, denen steigende Lebensmittel-
bzw. Flachenpreise und daraus resultierende Hungerszenarien oder Unruhen zugeschrieben
werden.

Als Triebfedern werden der Anbau von Energiepflanzen, ein ansteigender Fleischkonsum mit
der zur Futtermittelproduktion benétigten Agrarflaiche, ein steigendes Bevélkerungs-
wachstum, Spekulationen auf Nahrungsmittel oder zeitweise steigende Erdolpreise mit
Auswirkungen auf die Preise der Produktionsmittel beschrieben.
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Ob regional eine Ausweitung der Anbauflache von Pflanzen fir die stoffliche Nutzung
Vorteile generiert und 6kologisch, 6konomisch und ethisch vertretbar ist, muss im Einzelfall
gepruft werden.

In Deutschland wachsen nachwachsende Rohstoffe auf einem Flnftel der Ackerflache, in
2013 auf 2,4 Mio. Hektar. Energiepflanzen nehmen dabei 88 % der Flache ein, Pflanzen fir
die stoffliche Nutzung 12 %*'. Der Selbstversorgungsgrad fir Lebensmittel liegt in
Deutschland (iber 100 %. Eine weitere Uberproduktion ist mit voranschreitender Ziichtung zu
erwarten

3.3.5 Okologische und 6konomische Betrachtung der Reststofféle (TLL,
Projektphase 2, 2012-2014)

3.3.5.1 Senfol
Verfuigbarkeit, Preise in Deutschland und Europa

2012 betrug die Jahresproduktion von Senfsaat in Deutschland 10.500 t (FAOSTAT 2014 A).
Zusatzlich wurden 37.369 t importiert, dabei sind die Hauptlieferanten die Ukraine, Kanada
und die Niederlande'®. GroRe européische Produzenten waren 2012 weiterhin die Ukraine
mit 30.980 t, die Tschechische Republik mit 15.466 t oder Frankreich mit 13.500 t. Ungarn,
Rumaénien, Litauen, Slowenien, Bulgarien und Danemark produzierten im selben Jahr
zusammen 11.036 t. Bei einem Olgehalt von 30 % in der Saat betragt das Senfolaufkommen
(Anbau und Importe) in Deutschland 2012 14.361 t Senfél, Exportzahlen sind fir 2012 nicht
bekannt.

Nach Angaben von FAOSTAT (2014 B) wurden im Vorjahr in Deutschland 11.300 t Senfsaat
angebaut und 50.430 t importiert. Abzuglich des Exportes von 20.478 t entspricht das einem
Senfélaufkommen in Deutschland von 12.376 t*%. Die allgemeine Verfiigbarkeit fiir Senfsaat
bzw. -0l ist aufgrund der zahlreichen europaischen und weltweiten Produktionslander sehr
gut. Der Preis fiir Senfdl betragt 1 €/kg bei einer Mindestabnahme von 25 t *,

Nachhaltigkeit und Vermeidung von Klimagasen

Bezlglich der 6kologischen Nachhaltigkeit im Anbau gelten fir den Senf als Sommerkultur
die gleichen, wie im Kapitel ,Okologische Bewertung des Anbaus“ (siehe Abschnitt 3.3.4)
herausgestellten, Vor- bzw. Nachteile der alternativen Olpflanzen.

Die Anbauflache ist fir den Kornersenf in Deutschland nicht sehr bedeutend. Bei einer
Produktion von 10.500 t in 2012 und Ertrdgen von 20 dt/ha entsprdche das einer
Anbauflache von etwa 5.000 ha. Senf wird vorwiegend als Zwischenfrucht angebaut, wobei

12l ENR 2014: Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe http://www.fnr.de/presse/pressemitteilungen/aktuelle-

mitteilungen/aktuelle-nachricht/article/anbau-nachwachsender-rohstoffe-2013-auf-2,4-millionen-hektar/ Zugriff:
17.10.2014

122 ulinaria 2014: Verband der Hersteller Kulinarischer Lebensmittel e.V., Marktentwicklung Senf 2012

123 EAOSTAT 2014 B: FAO - Food And Agriculture Organization Of The United Nations, Statistical Databases &
Data-sets, Trade, Imports/Exports, Countries by commodity, Mustard seed
http://faostat.fao.org/site/342/default.aspx Zugriff: 15.10.2014

124 OHLMUHLE KROPPENSTEDT 2014: Kroppenstedter Olmilhle Walter Dépelheuer GmbH, personliches Gespréach,
15.10.214
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die Korner nicht zur Abreife kommen. Das Senfkorn weist wahrend des Wachstums einen
hohen N-Entzug von 5,08 kg je Dezitonne auf (DUV 2012). Bei einem Durchschnittsertrag
(Dornburg) von 23,7 dt/ha entspricht das 1.490 kg CO,-Aquivalent je Flacheneinheit. Damit
betragt die Emission der Senfproduktion verglichen mit Drachenkopf, Krambe und Koriander
im Mittel das Doppelte, gegeniiber Erucaraps werden 20 % weniger emittiert.

Bei Betrachtung der CO,-Aquivalente je Stoffeinheit schneidet der Senf aufgrund des hohen
N-Entzugs am ungiinstigsten ab. Sowohl bei dezentraler (2.525 kg CO,-Aquiv.) als auch bei
der zentralen (2.191 kg CO,-Aquiv.) Pressung werden je Tonne Ol die héchsten Mengen an
Treibhausgasen ausgestoRen. Die CO,-Aquivalente der alternativen Olpflanzen und
Erucaraps je Hektar und je Tonne Ol sind in Kapitel 3.3.4 Okologische Bewertung des
Anbaus, THG-Emissionen, dargestellt.

Ein Vergleich der erucasaureliefernden Pflanzen zeigt den Erucaraps hinsichtlich des
Fettsaureertrages je Hektar ganz klar im Vorteil (siehe Tabelle 33). In dezentraler Pressung
liefert er die 3,7-fache Menge Erucasaure je Flacheneinheit verglichen mit Krambe und Senf.
Wirde das Ol in einer zentralen Milhle gepresst, liefert die Krambe hohere
Erucasaureertrage als der Senf, Erucaraps liegt weiter vorn.

Tabelle 33: Durchschnittsertrage und Olgehalte im Dornburger Anbau, Ol- und Erucaséure-
ertrage je Flacheneinheit, Raps, Krambe und Senf.

» Olertrag Olertrag FS-Ertrag | FS-Ertrag
Ertrag | Olgehalt héchste
dezentr. Pr. | zentr. Pr. R dezentr. Pr. | zentr. Pr.
dt/ha % FSim Ol %
kg/ha kg/ha kg/ha kg/ha
Erucaraps 46 44 1.600 1.980 55 860 1.090
Krambe 21 37 400 760 55 220 420
Senf 24 30 590 680 40 240 270

Senf (Gelbsenf) n=11 (1998, 1999, 2001 - 2005, 2008 - 2011)

3.3.5.2 Gegenuberstellung mit vergleichbaren Olen aus dem Anbau

Der Marktpreis des Senfdls von 1 €/kg (entspricht 1,09 €/L) liegt mit Abstand unter den hier
kalkulierten Olmindestpreisen fiir Drachenkopf, Krambe und Koriander.

3.3.6 Zusatzinformation: Weitere Rapssorten mit verdnderten Fettsaure-
musters (TLL, Projektphase 2, 2012-2014)

HOLLi-Raps

HOLLI- oder Visitive-Rapssorten weisen bis zu 77 % Olsaure im Ol auf. Die aktuelle
Anbauflache in Europa betréagt etwa 40.000 ha, in Deutschland 1.500 bis 2.000 ha.

Werden zur deutschen Anbauflache die eingefihrten Importe aus England addiert und auf
die Flache umgerechnet, lage die Anbauflache fir den deutschlandweiten Bedarf bei rund
5.000 ha. In Deutschland sind Winterformen zugelassen, in Kanada und Russland werden
auch Sommerformen angebaut.
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Laurinraps

Der von der Firma Calgene (inzwischen von Monsanto Ubernommen) Mitte der 1990er Jahre
gentechnisch geziichtete Raps enthalt tGber 40 % Laurinsdure. Ein eingeschrankter
Probeanbau dieser Sommerrapssorte fand in Kanada statt, konnte ertraglich aber nicht mit
konventionellen Sommerrapssorten mithalten.

Aufgrund der preiswerteren Verfligbarkeit von herkémmlichen laurinreichen Olen wie Palm-
und Kokosdl stellte sich der Laurinraps als nicht wettbewerbsfahig dar. Hemmnisse fiir eine
europaische Ausweitung des Anbaus waren der geringere Ertrag der Sommerform
gegenuber Winterrapssorten sowie eine mangelnde Akzeptanz gegeniber transgenen
Kulturen. Ende der 1990er Jahre wurde das Laurinrapsprojekt eingestellt.

3.4 Chemokatalyse (Umicore, Fraunhofer ICT, Taminco, DHW)

In dem Verbundprojekt sollten sowohl chemische als auch biologische Katalyseverfahren
parallel betrachtet werden. Im Bereich der Chemokatalyse wurde der Fokus auf der
»,Chemischen Epoxidierung“ (3.4.2), der ,Chemischen Fettspaltung und Umesterung® (3.4.3),
der ,Hydrierung von Fettsdurederivaten” (3.4.4), dem “Screening, Untersuchung, verfahrens-
technische Optimierung und Hochskalierung der Metathese von Fettsauren und -estern™ (0),
und auf die “Herstellung sticksoffhaltiger Verbindungen auf Glycerol-Basis® (3.4.6) gelegt.
Effiziente Katalysatorensysteme wurden hierfir identifiziert und optimiert (3.4.1).

3.4.1 Herstellung chemischer Katalysatoren (Umicore, Taminco, Fraunhofer
ICT)

Im Bereich der Chemokatalyse sollten effizientere Katalysatorsysteme fir die reduktive
Aminierung sowie Metathese durch Umicore entwickelt und durch die Partner Taminco und
Fraunhofer ICT getestet werden. Ziel war es, Katalysatorsysteme mit hoher Selektivitat,
Stabilitat  (turn-over-number) und Raum-Zeit-Ausbeute zu entwickeln. Es wurden
Katalysatoren zur Metathese und fir die Synthese stickstoffhaltiger Verbindungen
weiterentwickelt.

3.4.1.1 Screening und Entwicklung von chemischen Katalysatoren zur Metathese
von Fettsauren und -estern (Umicore, Fraunhofer ICT)

Fur die vorgesehenen Metathesereaktionen sollten zunachst verschiedene Katalysator-
systeme definiert werden, die dann in der anvisierten Kreuzmetathesereaktion am
Fraunhofer ICT getestet werden sollten. Im Hinblick auf die bei Umicore verfiigbaren
Katalysatorsysteme wurde eine Einschrankung auf das Metall Ruthenium vorgenommen
(weitere mogliche Katalysatormetalle fur die Metathese sind z.B. Mo, W, Re).

Als Benchmark-Katalysator fiir die Zielreaktion wurde hierbei ein sogenannter 2"-Generation
Ruthenium-Katalysator folgender Struktur gewahit:
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Abbildung 22: Umicore M2, Benchmark-Katalysator.

Durch die strukturelle Vorgabe dieses Katalysatorsystems und dessen markanten
Strukturmerkmal (rot), der N-heterocyclischen Carbeneinheit, wurde beschlossen, die
Variation der zu testenden Systeme an anderer Stelle (als der Carbeneinheit) der
Katalysatorstruktur vorzunehmen. Daraus ergaben sich zu testende Systeme, deren
Variationen zum Umicore M2 Katalysator dahingegehend sind, dass sowohl die
Phosphingruppierung ( ) als auch die Indenylidengruppierung (blau) verandert wurden.

Katalysatoren, die diese Vorgabe erfillen, wurden wie folgt definiert, hergestellt und durch
Fraunhofer ICT getestet:

Abbildung 23: Umicore M41.

Abbildung 24: Umicore M42.
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Es zeigte sich, dass all diese Systeme bisher im Vergleich zum Benchmark-Katalysator
Umicore M2 unzureichende Aktivitdt aufwiesen. Im Falle der Serie Umicore M4 (41 und 42)
wurden zudem neue Patente vertffentlicht, die die Verwendung dieser Systeme fir die
anvisierte Reaktion schwierig gestalten kénnten [W02010020368A11].

Abbildung 25: Umicore M51.

Im Fokus der Arbeiten standen also weitere alternative Systeme, zu diesem Zweck wurden
dem Fraunhofer ICT entsprechend weitere Katalysatorsysteme zur Verfliigung gestellt, die
Umicore M7-Serie:

MesN NMes
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Ru
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~ !

Zudem wurden weitere Entwicklungen zur Gewahrleistung der Reinheit der End-
Katalysatoren durchgefiihrt. Hierbei ist zu bemerken, dass diese Reinheit unmittelbar auch
die Aktivitat und ggf. Selektivitéat der Katalysatoren stark beeinflussen kann.

Abbildung 26: Umicore M7-Serie.

Die Synthese der Katalysatoren ist hierbei schematisch in einem retro-synthetischen
Schema wie folgt zu beschreiben:

Ligand

o l O TPP O PP
CI,R[,|| :>C,/RU — cKRT_TPP
; P

h h
TPP PP

Abbildung 27: Schema der Synthese der Katalysatoren.

In diesem Schema ist zu erkennen, dass die Katalysatoren bisher aus seiner zentralen
Vorstufe hergestellt werden: Ru(TPP)sCl,.
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In der Synthese zu diesem zentralen Intermediat trat bisher eine nicht zu vermeidende
Verunreinigung auf, die sich in den weiteren Synthesen bis hin zu den Endprodukten
durchschleppte:

TPP

PP cl

"",," / \R
Ru u

c” \CI/ N

TPP

““‘\T PP
o

Abbildung 28: Zentrales Intermediat wahrend der Synthese des Endproduktes.

Mit einer erfolgreichen Untersuchung dieses Effekts (u. a. durch Tieftemperatur-NMR) und
einer umfangreichen Optimierung der Synthese gelang es die Synthese derart umzustellen,
dass diese Verunreinigung nicht mehr auftritt. Schematisch ist die neue gefundene Synthese
wie folgt dargestellt und kann fir die Synthese der Nachfolgestufen (Endkatalysatoren)
eingesetzt werden:

TPP

6 eq. TPP, MeOH cl,
. . Y
RuClz-Losung — [RUCIy(TPP) 4 —_— RU—TPP  +TPP
Reflux. c

TPP

Abbildung 29: Schema der neuen Syntheseroute hin zur Katalysatorzwischenstufe.

Diese gefundene Synthese wurde vom Labormafistab in den Pilotmaf3stab skaliert und
sichert somit die industrielle Synthesekette zur Herstellung multipler Metathese-
katalysatorstrukturen.

3.4.1.2 Screening von Katalysatoren zur Optimierung der Hydroaminierung zur
Herstellung von Diaminen aus a,w-Hydroxycarbonsauren und -estern
(Umicore, Taminco, Fraunhofer ICT)

Des Weitern wurden verschiedene Synthesestrategien nach eingehender Literaturrecherche
(Umicore, Taminco, Fraunhofer ICT) ausgewahlt, diskutiert und geplant. In Zusammenarbeit
mit den Partnern Taminco und Fraunhofer ICT erfolgte eine erste Katalysatorauswahl zur
Testung in Reaktionen zur Herstellung von Aminen. Nachfolgend ist eine Liste der bisher
synthetisierten und getesteten Katalysatoren (CAS-Nummern und Umicore-Produkt-
nummern) aufgefuhrt:

o Ru(acac)s - 14284-93-6 — 68.1874.1425

e Ru(TPP),Cl, - 15529-49-4 — 68.1874.6208

e Ru(0)(benzene)(1,3-hexadiene) — 68.1874.6430

e Ir-Cp*-Cl, — 68.1854.3449

e Ir-Cp*-l, — 68.1854.3533

e Ir(acac); —68.1854.1739

e Tris-triphenylphosphin-hydrido-carbonyl-Ru(ll)-chlorid — 16971-33-8 — 68.1874.6311
e [Rh-COD-CI], - 35138-22-8 — 68.1864.3041

e [Rh-NBD-CI], - 12257-42-0 — 68.1864.3145
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Aufbauend auf den erzielten Ergebnissen zu homogen metallkatalysierten Transformationen
von Produkten der Metathese zu ho6herwertigen Substanzklassen (z.B. Aminderivate),
wurden diese Synthesen weiter evaluiert und untersucht (Untersuchungen durch Taminco
und Fraunhofer ICT). Diese grundlegenden Untersuchungen bedingten ein umfangreiches
Katalysator-Screening, so dass eine breite Palette von weiteren Katalysatorvorstufen zur
Verfugung gestellt wurde (siehe Tabelle 34). Die adressierten Metallkomplexe basieren
hierbei zunachst auf den Metallen Pd, Rh, Ir und Ru, die Umicore unterstitzend zur
Verfigung stellte. Den Partnern wurden hierzu unterschiedliche Komplexe zur Verfligung
gestellt:

Tabelle 34: Bereitgestellte Katalysatoren zur Herstellung von Aminen.

Katalysator CAS-Nr.

Di-p-chlor-bis(n-1,5-cyclooctadien)dirhodium(l) 603-35-0

Dichlorotris(triphenylphosphan)ruthenium(ll) 15529-49-4
Tris(acetylacetonato)iridium(lIl) 63995-70-0
Chiralyst P 797 12354-84-6
Chiralyst P 1163 33040-12-9
[Dichloro-bis-(2,2,1-bicyclohepta-2,5-dien)-dirhodium] 12257-42-0
[Tris(acetylacetonato)ruthenium(lll)] 14284-93-6

Im Laufe der Arbeiten am Fraunhofer ICT ergab sich aufgrund geringer Erfolge in Bezug auf
die bisher getesteten Metallkomplexe der Bedarf an Cobalt-Katalysatoren fur die
Untersuchung zu neuen Aminierungskatalysatoren.

Hierbei wurde im speziellen an vollig neue, dort bisher nicht verwendete Katalysatoren
gedacht wie Dicarbonylcyclopentadienylcobalt(l):

&

|
Co
OC/ \CO
Abbildung 30: Strukturen von Dicarbonylcyclopentadienylcobalt(l).

Dieser Katalysatortyp wurde im Rahmen der weiteren Arbeiten bei Umicore industriell
skaliert, d.h. synthetisch optimiert, so dass dieser in groReren Mengen zur Verfligung gestellt
werden konnte

Neben anfanglichen Evaluierungsreaktionen zur Herstellung des Komplexes (unter FKZ
22017808) standen fur den Komplex Dicarbonylcyclopentadienylcobalt(l) auch weitere
destillative Optimierungsarbeiten an, die zum Ziel hatten, das aktuelle Produkt von
Verunreinigungen zu befreien.

Im Rahmen dieser Aufreinigungsarbeiten wurde es moglich, das Produkt mit einer Reinheit
>99% herzustellen.
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3.4.2 Chemische Epoxidierung (Dracosa, Hobum, Fraunhofer ICT)
3.4.2.1 Chemische Epoxidierung von Metathese-Produkten (Fraunhofer ICT)

Am Fraunhofer ICT wurden Arbeiten zur Epoxidierung von Metathese-Produkten durch-
gefuhrt. Im ersten Schritt wurden dabei verschiedene Methoden der Epoxidierung anhand
der Modellverbindung Olsauremethylester untersucht und miteinander verglichen. Im zweiten
Schritt erfolgte eine Ubertragung der Ergebnisse auf die beiden Metatheseprodukte 9-
Octadecen und 9-Octadecen-1,18-dimethylester.

(0]
HacA/\/\/\W/\/\/\/W \CH3

o o}

9,10-Epoxyoctadecanmethylester

HscMA/\W/v\MCHs

O
9,10-Epoxyoctadecan

O O
- ~
H3C YV\/\/V\/\/\/W CH3

o] o o}

9,10-Epoxyoctadecan-1,18-dimethylester

Abbildung 31: Zielstrukturen der Epoxidierung.

Die Darstellung erfolgte dabei Uber die Prileschajew-Epoxidierung unter Verwendung von
meta-Chlorperbenzoesaure oder unter Verwendung von Ameisen- und Essigséure unter in-
situ Bildung der reaktiven Persauren mit Wasserstoffperoxid. Weiterhin erfolgten Versuche
unter Rutheniumkatalyse, sowie unter Verwendung von Methyltrioxorhenium.

Bei den Versuchen mit Methyloleat zeigte die Verwendung von Perameisensdure, sowie
Methyltrioxorhenium die héchsten Umsatze im Bereich von bis zu 79 %. Die Versuche unter
Katalyse mit Ruthenium lieferten nahezu keinen Umsatz. Es erfolgte aufbauend auf den
erzielten Ergebnissen eine Ubertragung der Methyltrioxorhenium katalysierten Reaktion auf
die neuartigen Edukte Octadecen und den Dimethylester. Hierbei wurden fir beide Edukte
hohe Umsatze beobachtet, es trat jedoch bei allen Versuchen stets auch eine teilweise
Weiterreaktion zum vicinalen Diol auf.

96



O
O
Hec’[/\:LL—/Eﬂ?“/ \‘CHB Olsauremethylester
+
(6]
7 70

Metathese - Katalysator

(0]
O\\
" H,C CH, 9-Octadecen-1,18-
S : 7‘ + 7 ; dimethylester
o8 HsC G (DiMe)
v 70

Umsatz der Metathesereaktion:
MO : OD: DiMe
50; =255 25

Epoxidierung
(o] (0]
(e] (0]
_ CH3 “cH, e,
Epoxide o o 7 ) 0 7
CH, CHx CH,
o / o
7 O
7 70
9.10-Epoxyoctadecan- 9.10-Epoxyoctadecan-
210 Eronyoctadecan methylester 1,18-dimethylester
(ECD) (EMQO) (EDiMe)
+ + +
(0] (e]
HO, HO o._ HO o
Nebenprodukte 7CH3 k CH, E CH,
Vicinale-Diole CH CH
3 CHj 3
HO z e
H HO (0]
’ - 7 70
. 9.10-Octandiol- 9,10-Octadecandiol-
B i-Demdetandicl methylester 1.18-dimethylester
(@Ddiol) (MOdiol) (DiMediol)

Abbildung 32: Darstellung der Metathesereaktion und der gebildeten Produkte im Uberblick.

Nichtsdestotrotz konnte erfolgreich die Machbarkeit der Epoxidierung der Metatheseprodukte
demonstriert werden.

3.4.2.2 Chemische Epoxidierung von Lein6l- und Drachenkopfélmethylester
(Dracosa)

Von der Dracosa AG wurden Leindl bzw. Leindlmethylester als Ausgangsstoffe fur die
Synthesen Planzendl-basierter Epoxide verwendet. Bei der Epoxidierung von Leindl-
methylester entstehen nach dem von der Dracosa AG verwendeten Batch-Verfahren zur
Epoxidierung neben den epoxidierten Fettsdueremethylestern eine Reihe unterschiedlicher
Polyhydroxide (Abbildung 33).
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+...Polyhydroxide

Abbildung 33: Syntheseprodukte vom Leindlmethylester am Beispiel der Linolenséure.

Unterschiedliche Reaktionsfuhrungen erlauben es, das Verhéltnis der Reaktionsprodukte zu
steuern. Im Rahmen des Projekts wurden eingehende Untersuchungen dber die
Mdglichkeiten der Einflussnahme auf das Verhaltnis von Epoxid (EO) zu Polyhydroxid (PH)
vorgenommen. Tabelle 35 zeigt die Anderungen der Reaktionsparameter und deren Einfluss
auf die Produktzusammensetzung.

Tabelle 35: Auswahl an Reaktionen zur Untersuchung des Einflusses der Reaktionsparameter
bei der Epoxidierung von Leinélmethylester.

Probe RZ [min] T[°C] WPO [%] | AMS[%] | EO[%] (1Z) | PH[%]
M95 240 60 100 100 25 (9,2) 75
M96 240 60 100 78 98 (31,5) 2
M97 240 58 100 100 83 (25,7) 17
M99 240 60 113 78 95 (50) 5
M102 200 60 113 100 86 (18,9) 14
M104 200 60 120 105 74 (31) 26
M106 200 60 113 100 70 (31,6) 30

RZ = Reaktionszeit, WPO = Wasserstoffperoxid, AMS = Ameisensdure, EO = Epoxidsauerstoffausbeite, 1Z =
lodzahl, PH = Polyhydroxid

Fur die Beurteilung der Qualitat der Epoxidierungsreaktion spielten die Ausbeute an Epoxid
und die lodzahl eine Rolle. Erste Versuche mit Drachenkopfmethylester zeigten ein sehr
ahnliches Verhalten der Produktzusammensetzung in Abhangigkeit der Reaktionsparameter.
Im Gegensatz dazu konnten die Epoxidierungen der Fettsauremethylester von
Sonnenblumendl, High Oleic Sonnenblumendl und Raps6l gemald Standardbedingungen
hergestellt werden, ohne dass dabei Mengen >1 % Polyhydroxidverbindungen entstanden.

Fur die Epoxidierungen von Fettsduremethylestern (Rapsdlmethylester, Senfélmethylester,
Sonnenblumenmethylester) mit Anfangsiodzahlen bis zu 130 konnten ebenfalls
standardisierte Methoden zur Epoxidierung verwendet werden, die Produktiodzahlen bis
unter 5 erlaubt, ohne dass gleichzeitig die Bildung von Polyhydroxidverbindungen
beobachtet werden konnte.
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Fur die Epoxidierung von Leindlmethylester und Drachenkopfmethylester zeigte sich, dass
die Reaktionsparameter von entscheidender Bedeutung fur die Ausbeute an Epoxid und die
entsprechende lodzahl sind. Hinsichtlich der Idealbedingung fir eine maximale Ausbeute an
EO bei einer gleichzeitig moglichst niedrigen lodzahl konnte festgestellt werden, dass alle
Reaktionsparameter einen Einfluss auf das EO:PH Verhaltnis hatten:

e je hoher die Temperatur desto hoher der PH-Anteil (Temp. muss Uber 58 °C liegen
und darf nicht Gber 65 °C steigen, da sonst die Gefahr einer unkontrollierten Reaktion
besteht)

¢ je langer die Reaktionszeit desto héher der PH-Anteil

¢ je mehr H,O, oder AMS desto héher der PH-Antell

e je weniger AMS, desto niedriger lodzahl des Eos

3.4.2.3 Chemische Epoxidierung von Drachenkopf-, Senf-, Holunderkern-, Krambe-,
Tall- und Leindl (Dracosa)

Um das Eigenschaftsprofil (z.B. hinsichtlich Viskositat, Stockpunkt, Flammpunkt, lodzahl,
OH-Zahl, Saurezahl) der Schmierstoffe der Firma Addinol zu erreichen, wurden
verschiedene Epoxidierungen von Drachenkopfdl, Leindl, raffiniertem Lackleindl und
Leindl/Leindlmethylestergemischen  durchgefihrt. Dabei  wurde  versucht, die
Epoxidierungsbedingungen so einzustellen, dass durch den entsprechenden Epoxidierungs-
prozess Produkte generiert wurden, die den Vorgaben durch die Firma Addinol mdglichst
entsprechen. Um den Epoxidierungsgrad zu steuern, wurde nur der Parameter Reaktionszeit
entsprechend eingestellt.

Tabelle 36: Auswahl der hergestellten Epoxide fir den Einsatz als Schmierstoffe beim
Projektpartner Addinol.

Probe | Ausgangsstoff | RZ [min] | 1Z Visk (40°C)[cSt]
BH120 | DK-OI 180 149 | 384
BH121 | DK-OI 150 29,7 | 204
BH124 | Senfdl 210 3,6 | 124
BH119 | Leindl 170 8,6 | 148
BH116 | Leindl/LMe 120 7,5 | 230

Durch Variation der Reaktionszeit und der eingesetzten Ole bzw. Ol/Fettsauremethyl-
estergemische gelang eine Einstellung verschiedener Parameter. Um den gesamten
Zusammenhang zwischen der Reaktionszeit, den Startverbindungen und den erhaltenen
Werten der Produkte zu verifizieren, bedarf es an dieser Stelle eingehender
Untersuchungen. Insbesondere muss der Einfluss der Malflistabsvergrof3erung auf die
Produkteigenschaften untersucht werden.

Zur Bestimmung geeigneter Reaktionsbedingungen wurden Studien zur Epoxidierung von
Drachenkopfdl und Holunderkerndl durchgefuhrt. Im Fokus stand dabei das Erreichen einer
moglichst vollstdndigen Epoxidierung bei gleichzeitiger Verhinderung der Bildung von OH-
Gruppen durch saurekatalysierte Ringoffnungsreaktionen wéahrend der Epoxidierungs-
reaktion. Hintergrund daflr ist einerseits, dass die Reaktivitdt der Epoxide bei der
Herstellung von Materialien mit diesen epoxidierten Pflanzenélen umso groRer ist, je mehr
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Epoxygruppen die Verbindung besitzt. Des Weiteren steigt durch die Anwesenheit der OH-
Gruppen in den Verbindungen die Viskositat stark an, was sich fur die meisten Anwen-
dungen negativ auf die Handhabung auswirkt.

Die Epoxidierungsreaktionen von Drachenkopfdl und Holunderkerndl wurden erst im Labor-
maf3stab durchgefiihrt und in der Folge eine MalstabsvergrofRerung auf eine
Technikumsanlage (200 L Reaktor) untersucht. Dabei wurden jeweils unterschiedliche
Reaktionsparameter veréndert und der Einfluss dieser Veranderungen auf die
Produktzusammensetzung analysiert, um die optimalen Reaktionsbedingungen festzulegen.

Weiterhin wurden im Labormalistab Epoxidierungsreaktionen von Krambe-, Senf- und Talldl
durchgefuhrt und die Produkte charakterisiert.

Epoxidierung von Drachenkopfol

Parameter, die variiert werden kénnen, sind die Reaktionszeit, die Zugabemengen von Amei-
sensaure und Wasserstoffperoxid, die Reaktionstemperatur und die Bedingungen der Aufar-
beitung, bzw. der pH-Wert der Waschlésung. Fur das Drachenkopfél wurden 70 L Pflan-
zendl, 30 % H,0,-Losung und konzentrierte Ameisensdure eingesetzt. Die
Reaktionstemperatur wurde im Bereich < 65 °C gehalten. Verdnderungen wurden hier vor
allem bei der Aufarbeitung durchgefiihrt, da die Standardreaktionsbedingungen sich als ge-
eignet fir das Drachenkopfdl gezeigt haben.

Tabelle 37: Ausgewaéhlte Epoxidierungsreaktionen von Drachenkopfdl (1Z = 200 g Jod/100g, SZ
=6,6 mg KOH /g, POZ =0, Dichte = 0,927 g / cm3).

: Zeit Analysen- . .
Einsatzstoff . 1z OH SZ Visk. Dichte Fz
[min] werte H,O
Drachenkopfdl
240 4,3 19 0,08 2,4 497 - 1
Laboransatz
Drachenkopfdl
, 270 2,3 0 0,03 0,6 354 1,04 1
Technikum (70 kg)

IZ = lodzahl, OH = Hydroxylzahl, SZ = Saurezahl, FZ = Farbzahl

Die Tabelle 37 zeigt einen Vergleich der Reaktion im Labormaf3stab und im Technikums-
maldstab. Dabei zeigt sich, dass bei der MalR3stabsvergréRerung etwas langere Fahrzeiten
notig sind, um ein Produkt gleicher Qualitat zu erhalten, gleichzeitig werden weniger
Oxiranringe wahrend der Epoxidierungsreaktion geoffnet und bilden OH-Gruppen aus.

Bei der Aufbereitung wurden unterschiedliche Mengen an 0,5 % Kalilauge als Waschldsung
verwendet. Dabei wurde festgestellt, dass sich durch eine erhdhte Zugabe der Kalilauge die
Reaktivitat deutlich verringert, allerdings kann dadurch die Saurezahl deutlich erniedrigt wer-
den.

Fur alle hier untersuchten Reaktionen gilt, dass die Produkte eine Tribung zeigten. Diese
wurde vermutlich durch die hohe Saurezahl des Ols hervorgerufen, da sich bei der Wasche
mit verdunnter Kalilauge Seifen bilden, die die Tribung hervorrufen. Durch Ldsen des Epo-
xids in Aceton/Heptan und anschlieRender Filtration und Destillation konnte die Tribung eli-
miniert werden.
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Epoxidierung von Holunderkerndl
Fir die Epoxidierung des Holunderkerndls wurde von den Standardbedingungen fiir Leinél
ausgegangen: 70 L Pflanzendl, 30 % H,0,-Losung und konzentrierte Ameisensaure.

Tabelle 38: Ausgewahlte Epoxidierungsreaktionen von Holunderkernél (1Z = 175 g Jod/100g, SZ
=0,8 mg KOH /g, POZ = 0).

: Reaktionszeit Analysen- : :
Einsatzstoff : 1z OH Sz | Visk. | Dichte | FZ
[min] Werte H,O
Holunderkerndl
280 6,8 0 0,04 1,6 202 1,026 2-3
Technikum (70 kg)
Holunderkerndl
280 6,8 0 0,04 1,6 202 1,026 2-3
Technikum (70 kg)
Holunderkernol 300
3,7 0 0,05 0 315 1,026 2

Technikum (70 kg) | Neutr. auf pH 9

Holunderkerndl 320
Technikum (70 kg) WPO +10 kg
IZ = lodzahl, OH = Hydroxylzahl, SZ = Saurezahl, FZ = Farbzahl

2,6 0 0,05 0,6 277 1,025 2

Tabelle 38 zeigt den Einfluss der Reaktionszeit auf die lodzahl. Um die maximale Epoxidie-
rung zu erreichen, muss eine Reaktionszeit von 320 min bei Einsatz von etwas erhéhtem An-
teil an WPO eingesetzt werden. Im Vergleich zum Drachenkopfél sind léangere
Reaktionszeiten noétig, um lodzahlen von unter 5 nach der Reaktion zu erreichen.
Gleichzeitig kbnnen beim Einsatz von Holunderkernél keine Farbzahlen (FZ) von 1 erreicht
werden, die entsprechenden Epoxide sind immer etwas starker eingefarbt als die
entsprechenden Drachenkopfepoxide.

Epoxidierung von Holunderkerndl, Senfkernol, Krambe6l und Tallol im Labormal3stab

Neben den Epoxidierungsreaktionen im TechnikumsmaRstab wurden die Umsetzungen von
Holunderkernol, Senfkernol, Krambedl und Tallél im LabormaRstab (200 mL bis 500 mL Ol)
untersucht. Im Falle des Talléls wurden vom Fraunhofer ICT gereinigte Proben eingesetzt,
da sich das Rohprodukt schlecht verarbeiten liel3.

Tabelle 39: Ausgewaéhlte Epoxidierungsreaktionen von Holunderkernél (IZ =175 g Jod/100g, SZ
=0,8 mg KOH/g, POZ =0, VZ = 215), Senfkerndl (IZ = 102 g Jod/100g, SZ = 0,3 mg KOH/g, H20 =
0,05 %, POZ = 0, VZ = 180), Krambedl (1Z = 94 g Jod/100g, SZ = 0,95 mg KOH/g, H20 = 0,03 %,
POZ =0, VZ =166) und Talldl (1Z = 152 g Jod/100g, SZ = 150 mg KOH/q).

: Reaktionszeit Analysen- : :
Einsatzstoff : 1z OH SZ | Visk. | Dichte Fz
[min] Werte H,O
Holunderkernol 210 min. 3,6 0 0,08 1,5 275 1,030 3
Senfol 210 min. 3,1 0 0,04 0 136 - 1
Krambeol 180 min. 25 0 0,02 0,75 | 130 0,870 1-2
Tallél 180min. 132,2 5

IZ = lodzahl, OH = Hydroxylzahl, SZ = Saurezahl, FZ = Farbzahl
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Tabelle 39 zeigt ausgewahlte Epoxidierungsreaktionen von Holunderkernél, Senfkerndl,
Krambedl und Tallél. Durch die geringeren Ausgangsiodzahlen erfolgte eine vollstandige
Epoxidierung schon bei kiirzeren Reaktionszeiten im Vergleich zum Holunderkernél und zum
Drachenkopfdl.

Die Epoxide von Senfdl und Krambedl hatten allerdings hohe Stockpunkte im Bereich von
15 °C und zeigten bei Raumtemperatur schon sehr starke Tribungen bzw. Niederschlage.

Die Epoxidierung von Talldl fihrte zu einem sehr dickflissigen Produkt, welches bei Raum-
temperatur fest ist. Es zeigte schlechte Aushérteeigenschaften mit saurebasierenden Hartern
und keine Aushartung mit UV Licht nach Zugabe eines Photoinitiators. Allerdings zeigt es
eine grofRe Klebkraft bei der Verbindung von Kunststoffen und Glasscheiben. Fir eine
industrielle Anwendung als Permanentkleber ist die Schmelztemperatur allerdings noch zu
niedrig.

Fur die Ole Drachenkopfdl, Holunderkernol, Senfkerndl, Krambed! und Tallél wurden Studien
zu den Reaktionsbedingungen der Epoxidierung durchgefuhrt und fiir jedes Ol die optimalen
Reaktionsbedingungen bestimmt. Dabei konnten fir Drachenkopf- und Holunderkerndl auch
die entsprechenden Bedingungen fir einen industriellen Mal3stab bestimmt werden. Es lie-
gen damit detaillierte Kenntnisse fiir die entsprechenden Reaktionsbedingungen vor, um ge-
zielt die gewiinschten hoch epoxidierten Ole zu erzeugen.

3.4.2.4 Chemische Epoxidierung von Pflanzendlen (Hobum)

Pflanzliche ungesattigte Ole und Ester kénnen einer Epoxidation unterworfen werden. Dabei
entstehen sogenannte epoxidierte Pflanzendle/ester (siehe Abbildung 34). Die epoxidierten
Ole wurden im Projekt durch Prileschajew-Reaktionen hergestellt. Hierbei wird ein
Sauerstoff-Atom von einer Persdure (Peroxycarbonsaure) auf die Kohlenstoffdoppelbindung
des ungesattigten Fettsdurerestes des Pflanzendls lbertragen. Dies fuhrt dann zu der
Bildung eines Oxiranrings (Epoxidgruppe).

Abbildung 34: Schematische Darstellung eines epoxidierten Pflanzendls.
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Dieser Epoxidierungstyp verlauft als stereospezifische syn-Addition des elektrophilen
Sauerstoffatoms der Peroxidgruppe an die Kohlenstoffdoppelbindung. Die Reaktionsfiihrung
erfolgte bis zu Restjodzahlen von unter funf unter Beachtung eines maoglichst geringen
Oxiranabbaus zum Ende der Reaktion hin. Eine weitere Reduzierung der Jodzahl wirkt sich
oft kontraproduktiv im Hinblick auf den angestrebten moglichst hohen Oxirangehalt aus. Je
hoher die Ausgangsjodzahl des eingesetzten Pflanzenéls ist, desto schwieriger wird die
Reaktionsfiuhrung und desto hoher ist in der Regel der prozentuale Verlust bei der
Oxiranausbeute. Die Ergebnisse sind in Form der wichtigsten Kennzahlen in Tabelle 40
dargestellt. Die Ausbeuten sind nicht optimiert, da in der Regel keine ausreichenden
Rohstoffmengen zur Verfigung standen. Dennoch wurden im Vorwege der jeweiligen
Epoxidationen einige Betriebsparameter angepasst. Die Ausbeuten (Praxisausbeuten
grolRerer Ansatze) liegen bezogen auf die umgesetzte Jodzahl in relativ guten (89-92%) bis
hin zu sehr guten Bereichen (grof3er 93-99%). Weiterhin wurden die meisten der
bereitgestellten Pflanzentle zu Estern umgesetzt und ebenfalls epoxidiert. Diese Ergebnisse
sind in Tabelle 41 aufgefuhrt.

Die Versuche zur Epoxidierung der Pflanzendle waren abgeschlossen und lieBen sich
problemlos ins Technikum Uberfiihren. Eine Optimierung der Prozesse wirde im Vorwege
eines weiteren Scale-up erfolgen.

Tabelle 40: Kennzahlen einiger epoxidierter Pflanzendle.

Kennzahlen
LV _ 5 5 Ausgangsol
S7 JZ Oxi, % N o5 N 20 Ausbeute, %

13233 0,09 | 5,52 |5,37 - 1,4692 94,6 Senfdl
13242 0,36 | 4,46 | 6,64 - 1,4705 88,6 Schwarzkimmelol
13259 0,25 (257 |785 - 1,4694 | 89,3 Saflordl
13302 0,19 | 5,99 | 5,35 - 1,4700 98,9 Erucarapsol
13307 0,14 |4,37 |5,13 - 1,4695 97,3 Krambedl
13331 0,20 | 4,71 | 10,0 - 1,4790 91,7 Drachenkopfol
13527 0,17 7,90 | 9,89 92,5 Drachenkopfdl
13379 0,63 |4,38 | 5,27 1,4671 - 99,0 Korianderdl
13381 0,26 | 4,64 | 8,25 1,4735 - 91,6 Leindotterol
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Tabelle 41: Kennzahlen einiger epoxidierter Pflanzenélester.

Kennzahlen
LV Bemerkung
Sz |Jz |Oxi,% |nPy

13250 0,64 |4,86 | 6,65 1,4558 Ester von epox. Schwarzkimmel6l
13278 0,11 | 2,54 | 7,66 1,4535 Ester von epox. Saflorol
13324 0,11 |6,06 |5,21 1,4550 Ester von epox. Erucarapsol
13328B | 0,11 | 4,37 | 4,99 1,4545 Ester von epox. Krambedl
13333 0,50 |4,90 |[9,81 1,4632 Ester von epox. Drachenkopfdl
13388 0,19 |3,62 | 5,17 1,4505 Ester von epox. Korianderol
13390 0,22 | 4,74 | 8,08 1,4575 Ester von epox. Leindotterdl

Es wurden ebenfalls versucht die vom Projektpartner Fraunhofer ICT hergestellten Produkte
der Metathese von Olsauremethylester zu epoxidieren. Wider aller Erwartung lieRen sich
diese Produkte nicht im Standardverfahren epoxidieren, obwohl sie aus einem
Pflanzendlester entstanden waren und noch deren Strukturmerkmale besitzen. Die
Umsetzungs-geschwindigkeiten waren ungewohnlich niedrig und die Ausbeuten nicht
akzeptabel (siehe Tabelle 42). Wahrend beim 9-Octadecen die Epoxidation zumindest eine
gewisse Umsetzung zeigte, baute sich beim 9-Octadecen-1,18-dimethylester nahezu kein
Oxiran auf. Eventuell stéren Nebenprodukte oder es sind Verunreinigungen enthalten.

Tabelle 42: Ergebnisse der Epoxidation von Metatheseprodukten.

Kennzahlen
LV sz 37 Oxi. % nDZO Bemerkung
13477 0.64 64.9 2.20 1,4445 Versuch der Epoxidation von 9-Octa-
decen
Versuch der Epoxidation von 9-Octa-
13488 1,96 69.4 031 i decen-1,18-dimethylester

9-Octadecen: Ausgangsjodzahl 103.5
9-Octadecen-1,18-dimethylester: Ausgangsjodzahl 80.3

Daraufhin wurde das 9-Octadecen nochmals behandelt. Die Epoxidation verlief abermals
extrem schleppend und verbrauchte ungewohnlich viel Peroxid. Dies schadete dem Produkt
aber nicht und am Ende wurde ein wie gewtnscht vollstandig umgesetztes Produkt in sehr
guter Ausbeute erhalten:

e Oxirangehalt: 5.79 %
e Restjodzahl: 5.03
o Ausbeute: 99.1 %

Der 9-Octadecen-1,18-dimethylester zeigte auch in der Wiederholung deutlich mehr
Schwierigkeiten. Neben einem sehr schnellen Abbau des Peroxids, zeigte sich zwar die
gewinschte Jodzahlverringerung aber der Oxiranaufbau fand nicht in gleichem Mal3e statt,
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so dass die Ausbeute im Verlauf der Epoxidation zunehmend schlechter wurde. SchlieZlich
wurde die Reaktionsfilhrung vorzeitig beendet, weil die Ausbeute nur noch 77 % betrug (JZ
39.6 Oxiran 1.93%). Die Reaktion lauft demnach prinzipiell, aber ein unerwinschter
Inhaltsstoff fihrt zur Zersetzung des Peroxids und dabei gebildete Hydroxyradikale zersetzen
offenbar das gewlinschte Reaktionsprodukt.

3.4.3 Chemische Fettspaltung und Umesterung (DHW)

Naturprodukte, wie es das Senfdl darstellt, entsprechen nicht immer den Anforderungen die
an sie gestellt werden, um den Endprodukten die erwiinschten Eigenschaften zu verleihen.
Eine Modifikation des Ols bietet die Moglichkeit, die Eigenschaften innerhalb weiter Grenzen
zu verandern und fur die vielfaltigsten Anwendungszwecke zur Verflgung zu stellen.
Prozesse, die dabei bei der DHW Anwendung finden, sind zum einen die Fettspaltung und
zum anderen die Umesterung.

3.4.3.1 Chemische Fettspaltung (DHW)

In der Fettspaltung (Hydrolyse) des Triglyzerides wurden zwei von Dragosa AG und von TLL
bereitgestellte, ungereinigte Senfol-Qualitdten eingesetzt. Beide gepressten, ungereinigten
Senféle wurden in einem Autoklav mit Wasser bei einer Temperatur von 245-250 °C und
einem Druck von 35-50 bar in einem zweistufigen Prozess in die Fettsdure und das Glycerin
gespalten. Ein Katalysator ist an dieser Stelle nicht notwendig. Nach der ersten und nach der
zweiten Stufe wurde jeweils das glycerinhaltige Wasser abgetrennt und die Fettséure
destillativ aufgearbeitet, um noch enthaltene Partialglyzeride und weitere Verunreinigungen
abzutrennen. Das wasserhaltige Rohglycerin wurde nicht aufgearbeitet bzw. nicht analysiert.

Die destillativ aufgereinigte Fettsdure wurde in einer Ausbeute von ca. 90 % der Theorie
abgetrennt. Die GC-Analyse vom Destillat belegt, dass keine Veranderung der Fettsaure-
Zusammensetzung im Prozess der Spaltung und der Aufreinigung im Vergleich zum Senfdl
erfolgte. Die gereinigte Fettsdure wurde analysiert, wobei die in Tabelle 43
zusammengefassten Werte erhalten wurden:

Tabelle 43: Charakteristische KenngrofRen der destillativ gereinigten Fettsaure-Fraktion aus der
Hydrolyse von Senfol.

Kenngrofe Wert
Saurezahl 182,6 mg KOH/g
Verseifungszahl 183,5 mg KOH/g
lodzahl 100,4 gJ,/100 g
Erstarrungspunkt 6,0 °C
kinematische Viskositéat (40°C) 23,9 mm?%s
kinematische Viskositét (100°C) 5,7 mm?/s

Die hydrolytische Fettspaltung des Senfdles wurde problemlos in der DHW sowie am
Fraunhofer ICT mit vergleichbaren Ergebnissen durchgefiihrt.
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3.4.3.2 Chemische Umesterung (DHW)

Die chemische Umesterung des aufgereinigten Senfdles (Vollraffinat) erfolgte im
Labormalstab der DHW unter Verwendung von Methanol in einem 2-stufigen alkalischen
Prozess im Temperaturbereich von 60-70 °C. Nach der ersten ProzeRstufe wird das
methanolhaltige Glycerin abgetrennt und nach erneuter Zugabe von Methanol und des
Katalysators die Umesterung vervollstandigt.

Das nach beiden Prozessstufen abgetrennte, methanolhaltige Glycerin wurde nicht
aufgearbeitet bzw. nicht weiter analysiert. Nach Neutralisation, W&sche und Trocknung
wurde der Methylester auf Basis von Senfdl mit einer Ausbeute von ca. 99 % erhalten. Die
Analyse des Methylesters ergab die in Tabelle 44 aufgeflhrten charakteristische Kenn-
zahlen:

Tabelle 44: Charakteristische Kennzahlen des chemisch hergestellten Senfélfettsédure-
methylesters.

KenngroRRe Wert
Saurezahl 0.7 mg KOH/g
Verseifungszahl 168.2 mg KOH/g
lodzahl 101.5 g J,/100g
Erstarrungspunkt -7.2°C
kinematische Viskositat (40°C) 5.7 mm?s
kinematische Viskositat (100°C) 2.1 mm?/s

Der Methylester wurde ebenfalls gaschromatographisch untersucht. Die Analyse zeigte, dass
keine Verschiebung in der Fettsdure-Kettenverteilung zwischen dem Senfdl und dem
Methylester auftrat.

3.4.4 Hydrierung von Fettsaurederivaten zum Fettalkohol (DHW, Fraunhofer
ICT)

Aufgabe der DHW war es, einen durch eine chemische Umesterung von Senfdl dargestellten
Methylester in den ungesattigten Fettalkohol zu Uberfilhren und zu analysieren. Beginnend
wurde im Labormafstab der Fettalkohol durch eine Reduktion des Methylesters mit
Lithiumaluminiumhydrid unter Verwendung von Tetrahydrofuran als Losungsmittel bei einer
Temperatur von 65°C hergestellt und durch eine Vakuumdestillation gereinigt. Die Ausbeute
an ungesattigten Fettalkohol betragt ca. 80 % der Theorie. Bei dieser selektiven Reduktion
bleibt die Doppelbindung im Molekdl vollstandig erhalten.

Die Analyse zeigt, dass ein hochjodzahliger Fettalkohol (lodzahl 110,8 gJ,/100 g) mit einem
Erstarrungspunkt von 6,6°C erhalten werden kann (siehe Tabelle 45).
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Tabelle 45: Charakteristische Kenngréf3en zu den aus Senfélfettsduremethylestern chemisch
mittels Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid hergestellten Fettalkoholen.

KenngroRRe Wert
Hydroxylzahl 178,9 mg KOH/g
lodzahl 110,8 g J,/100g
Erstarrungspunkt 6,6 °C
kinematische Viskositat (40°C) 17,6 mm?/s
kinematische Viskositat (100°C) 3,5 mm?/s

AbschlieRBend erfolgte die selektive Hydrierung des Senfdl-Methylester zum ungesattigten
Fettalkohol in der Hochdruck-Pilotanlage im Scale-up-Versuch. Der dargestellte Fettalkohol
wurde im Labor destillativ gereinigt und analysiert. Die Ausbeute lag bei 88% der Theorie.

Tabelle 46: Charakteristische Kenngréf3en zu den in der Hochdruck-Pilotanalage aus Senfdl-
Methylestern mittels selektiver Hydrierung hergestellten Fettalkoholen.

KenngroRRe Wert
Hydroxylzahl 178,5 mg KOH/g
lodzahl 90,1 g J2/100g
Erstarrungspunkt 7,4°C

Aus der GC-Analyse ist zu entnehmen, dass der dargestellte Fettalkohol einen Gehalt an
Erucylalkohol von 41,9 FI % enthalt. Bedingt durch die geringere Hydrierselektivitat im
technischen Prozess ist die lodzahl vom ungesittigten Fettalkohol um ca. 20 Einheiten
niedriger als von dem mit der Labormethode dargestelltem Fettalkohol.

Jedoch liegen die Zusammensetzung der Alkohol-Mischungen sowie deren gemessenen
Erstarrungspunkte sehr eng beieinander.

Diese Fettalkohole kdnnen als Synthesebaustein fir grenzflachenaktive Substanzen, wie
Emulgatoren sowie als potentieller Bestandteil von Kihlschmierstoffen fir die Metall-
bearbeitung Verwendung finden.

Am Fraunhofer ICT erfolgten ergdnzend zu den Arbeiten von DHW erste Versuche zur
Hydrierung des Dimethylesters. Hier konnte auf Vorwissen fir Monomethylester der
Fettsauren zurickgegriffen werden. Als Methode im Labor wurde, wie im Projektverlauf vom
Projektpartner DHW gezeigt, eine Reduktion mittels Lithiumaluminiumhydrid demonstriert.
Daruber hinaus wurde als Option eine Reduktion mittels griinem Wasserstoff der Firma
Linde eingeplant. Diese Reduktion sollte stellvertretend fur die Firma DHW aufgrund der
besseren Realisierbarkeit am Fraunhofer ICT durchgefiihrt werden. Die Firma Linde konnte
im Projektverlauf eine erfolgreiche Einspeisung in das Wasserstoffnetz des Standortes
Leuna realisieren und damit die Nutzbarkeit des griinen Wasserstoffs beweisen.
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3.4.5 Metathese und Herstellung langerkettiger stickstoffhaltiger
Verbindungen (Fraunhofer ICT)

Bei der im Rahmen des Projektes untersuchten Metathese von Methyloleat findet eine
Umlagerung von zwei Molekilen des Edukts an deren Doppelbindungen statt. Als Produkte
erhalt man das Olefin 9-Octadecen (25 mol-%), sowie den Diester Dimethyloleat (25 mol)
und 50 mol-% des Eduktes Methyloleat. In Abbildung 35 ist ein typisches GC-
Chromatogramm einer Metathesereaktion von Methyloleat dargestellt.
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Abbildung 35: GC-Chromatogramm eines Metatheseprodukts.

Zu Beginn der Arbeiten wurde die Inaktivierung des Katalysators durch Quenchen mit
verschiedenen Chemikalien untersucht. Dies ist insbesondere fiir kinetische Untersuchungen
notwendig. Zum Quenchen wurde Ethylvinylether, Pyridin sowie eine Mischung der beiden
Chemikalien bei verschiedenen Temperaturen (Siedetemperatur bzw. Raumtemperatur)
verwendet. Im Versuch wurde dabei eine Reaktionsldsung nach funf Minuten mit den
Chemikalien versetzt. Zu diesem Zeitpunkt ist die Reaktion noch nicht abgeschlossen. Ist
das Quenchen erfolgreich, findet keine weitere Umsetzung mehr statt, andernfalls stellt sich
das charakteristische Gleichgewicht der Metathesereaktion ein. Die Ergebnisse der
Versuche sind in Tabelle 47 dargestellt.
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Tabelle 47: Ergebnisse der Versuche zum Quenchen des Katalysators Umicore M2 (es werden
jeweils die Flachenintegrale der beiden Isomere angegeben).

Summe Summe Summe Flachenintegrale
Quenchen mit | Temperatur Flachenintegrale | Flachenintegrale 1,18-Octadecen-
P Octadecen Methyloleat dimethylester
[%] [%] [%]
EthyI-Vlnerther RT 0.0 86.7 0.0
Pyridin
EhyEVIVIEET | Rijckfluss 0,0 91,3 0,0
yridin
Ethyl-Vinylether RT 7.8 69,4 16,3
Ethyl-Vinylether | Ruckfluss 53 78,4 11,3

Bei den Versuchen zeigte sich, dass das Quenchen mit Ethylvinylether alleine, wie es in der
Literatur haufig als Methode der Wahl beschrieben wird, nicht in der Lage ist den Katalysator
M2 vollstandig zu deaktivieren. Unter Verwendung von Ethylvinylether und Pyridin wurde
beim Sieden unter Rickfluss trotz nicht erfolgter Reaktion eine Isomerisierung des
Methyloleats beobachtet. Die Verwendung beider Chemikalien im Verhaltnis 1:1 bei
Raumtemperatur zeigte hingegen bei den Versuchen die besten Ergebnisse und ist deshalb
die geeignetste Methode zur Katalysatordeaktivierung.

Zu Beginn wurde als Referenz der Katalysator Grubb's 2™ Generation bei einem
Katalysatorverhaltnis von 1:1000 verwendet. Zum Vergleich wurde der Katalysator M2 des
Projektpartners Umicore fir die Reaktion eingesetzt. Die Reaktion erfolgte dabei bei 60°C
Uber einen Zeitraum von 60 Minuten. Die Analyse der Reaktionslosung erfolgt mittels GC-
MS, wobei die quantitative Auswertung tber die Flachenintegrale erfolgt (siehe Abbildung 36
und Abbildung 37).
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Abbildung 37: GC-Chromatogramme der Umsetzung unter Verwendung des Katalysators
Umicore M2.

Bei den Versuchen zeigte sich, dass der Katalysator Umicore M2 dem Katalysator

Grubbs ZmI Generation vergleichbare Ergebnisse lieferte. Dieser Katalysator wurde deshalb
als zukinftige Referenz fur die Durchfiihrung weiterflUhrender Experimente ausgewahlt. Alle
Versuche wurden unter Verwendung von Methyloleat, welches vom Partner DHW zur
Verfligung gestellt wurde, durchgefiihrt. Das Edukt besitzt eine technische Reinheit von 80%
(ermittelt mittels GC) und wurde daher ohne weitere Aufreinigung verwendet. Vor der
Reaktion erfolgte eine Entgasung bei einer Temperatur von 90°C und einem Vakuum von
1 mbar Uber einen Zeitraum von zwei Stunden.

Es wurde nun untersucht, wie weit die notwendige Katalysatormenge gesenkt werden kann.
Dabei zeigte sich, dass eine deutliche Reduktion mdglich ist (siehe Tabelle 48).

Tabelle 48: Metathesereaktion unter Verwendung des Katalysator Umicore M2.

1:1000 15,4 47,1 30,9
1:2000 15,4 47,5 30,3
1:4000 14,5 47,5 28,5
1:6000 13,6 60,5 22,8
1:8000 2,8 84,5 3,9
1:10000 3,7 81,9 8,0

Dabei konnte die Reaktion erfolgreich bis zum einem Verhéltnis von 1:4000 durchgefihrt
werden. Bei einem Katalysatorverhéltnis von 1:6000 konnte keine vollstandige Gleich-
gewichtseinstellung erzielt werden, die Metathese findet jedoch verlangsamt statt.
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Fur die weiterfihrenden Arbeiten wurden gemeinsam mit der Firma Umicore verschiedene
Metathese-Katalysatoren (Umicore M1, M3x-, M4x-, M5x- und M7x-Serie) selektiert und am
Fraunhofer ICT getestet. Der Schwerpunkt der Arbeiten lag dabei auf einer Untersuchung
des Einflusses verschiedener Substrate auf die notwendige Katalysatormenge, der
Aktivierung von Katalysatoren (soweit notwendig) sowie der weiteren Reduktion der
notwendigen Katalysatorkonzentrationen.

Zu Beginn wurde untersucht, ob der kostenglinstige Katalysator M1 analog dem teureren
Katalysator M2 fiir die Reaktion geeignet ist. Es konnte jedoch bei keinem der Versuche ein
Umsatz erzielt werden. Aufbauend auf den Ergebnissen des Referenzkatalysators M2
wurden anschlieend Katalysatoren der Serien M3x, M4x, M5x sowie in spateren Arbeiten
M7x getestet. Bei den Katalysatoren der M3x-, M4x- und M5x-Serie, welche vor der Reaktion
durch Aktivierung in ihre aktive Form Uberfiihrt werden missen, wurden gemeinsam mit der
Firma Umicore verschiedene Aktivierungsmethoden ausgewahlt und getestet.

Dabei kamen zwei verschiedene Ansatze fur die Aktivierung zum Einsatz. Zum einen kénnen
Metathese-Katalysatoren thermisch aktiviert werden. Dies wurde z.B. bei Katalysatoren der
Serien M3x und M5x untersucht. Bei den Experimenten zeigte der Katalysator M31 trotz
einstindiger thermischer Aktivierung bei 100 °C lediglich bei einem Verhaltnis von 1:1000
und einer Reaktionszeit von 24 h einen signifikanten Umsatz von 50 %. Die Versuche der
thermischen Aktivierung des Katalysators M51 bei einer Temperatur von 80 °C zeigte
ebenfalls lediglich geringe Umsétze im Bereich von wenigen Prozent (<5 %).

Als zweite Aktivierungsmethode kam die Aktivierung mit Lewis-S&uren zum Einsatz. Diese
Aktivierungsmethode wurde bei den Katalysatoren der M4x-Serie verwendet. Dabei wurde
zum einen mit Trichlorphenylsilan, zum anderen mit Ethylenaluminiumdichlorid aktiviert. Bei
der Aktivierung wurde der Katalysator zusammen mit Methyloleat vorgelegt und mit dem
aktivierenden Agens versetzt und eine Stunde bei 60 °C aktiviert. Hierbei bewirkte die
Verwendung von Trichlorphenylsilan keine Aktivierung des Katalysators. Mit
Ethylenaluminiumdichlorid konnte eine Aktivierung des Katalysators beobachtet werden,
dieser war jedoch im Vergleich zum Referenzkatalysator M2 unbefriedigend (siehe Tabelle
49):

Tabelle 49: Erreichter Umsatz bezogen auf die maximal erzielbare Gleichgewichtsausbeute.

Verhaltnis Kat : Edukt Katalysator M 41 Katalysator M 42
1:2500 50% 50%
1:5000 - -

Um den Einfluss des gewahlten Edukts auf die Reaktion zu untersuchen, wurden
Methyloleate der Firma DHW (zwei verschiedene Chargen) sowie ein Ester der Firma Cognis
fur die Metathese verwendet und miteinander verglichen. Der starke Einfluss des gewéhlten
Rohstoffs auf die Katalysatoraktivitat kdnnte in einer Deaktivierung des Katalysators durch
vorhandene Stérkomponenten (Peroxyde, freie Sauren etc.) liegen. Die Mdoglichkeit der
Aufreinigung der eingesetzten Edukte zur Entfernung dieser Storkomponenten war deshalb
ein zentraler Punkt weiterfihrender Experimente. Es sollte dabei eine einfache und
kostengiinstige Methode gefunden werden. Hier wurde insbesondere die Behandlung des
Eduktes mit Magnesiumsilikaten als Vorbehandlungsmethode gefunden. Dies erfolgt
beispielsweise bei der Biodieselherstellung durch Verwendung von Produkten wie
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Magnesol*?. Dabei wird das Magnesiumsilikat in Mengen von 2,5 - 5 % zugesetzt und durch
Filtration entfernt. Ziel war es dadurch eine Reduktion der notwendigen Katalysatormengen

zu erzielen, indem Stérkomponenten einfach und kostengiinstig entfernt werden*?®.

Zur Uberprifung der Vorbehandlungsmethode kamen zum einen unbehandelte Ester zum
Einsatz, zum anderen wurde eine Vorbehandlung mit Magnesiumsilicat (Magnesol)
durchgefihrt. Alle eingesetzten Ester wurden 90 Minuten bei einem Vakuum von 1 mbar und
einer Temperatur von 90 °C am Rotationsverdampfer entgast. Die zusatzlich mit
Magnesiumsilicat behandelten Ester wurden mit 2 Gew.-% Magnesol versetzt und 15 min
geruhrt. Im Anschluss daran wurde das Magnesol abfiltriert und der Ester entgast.

Bei Versuchen konnte im Hinblick auf den Effekt der Vorbehandlung kein eindeutiger Trend
festgestellt werden. So zeigte der Einsatz von Magnesiumsilicat zwar bei dem Ester der
Firma Cognis einen signifikanten Einfluss (Vollumsatz beim behandelten Ester vs. 10 %iger
Umsatz beim unbehandelten Ester bei gleicher Katalysatormenge), bei den beiden Estern
der Firma DHW trat jedoch keine Erh6hung des Umsatzes auf.

Beim Vergleich der beiden Chargen der Firma DHW zeigte sich unabhangig von einer
eventuellen Vorbehandlung ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Chargen. So
konnten bei Versuchen unter Verwendung der neuen Produktcharge die besten Ergebnisse
der bisherigen Untersuchung erzielt werden. Selbst bei einem Katalysator : Eduktverhaltnis
von 1 : 10000 (entspricht 100 ppm Katalysator) konnte bereits nach einer Stunde bei 60 °C
anndhernd vollstandiger Umsatz erzielt werden. Im Vergleich dazu wurde bei gleichen
Versuchsbedingungen unter Verwendung der erste Charge (gleiche Produktspezifikationen)
kaum Umsatz beobachtet (lediglich 0,5 Flachenprozent Produkt im GC-Chromatogramm).

Die Katalysatorwahl wurde im Verlauf der Arbeiten entscheidend durch ein im Februar 2010
von der Firma Cognis vertffentlichtes Patent beeinflusst, welches die Verwendung der
Katalysatoren M2, sowie M41 flir die Metathese von Methyloleat schiitzt (W02010/020368
Al). Fiur weitere Untersuchungen wurde deshalb zusammen mit der Firma Umicore die
Katalysatorfamilie M7x ausgewahlt, welche nicht von dem Patent der Firma Cognis betroffen
sind. So konnte unter Verwendung von Methyloleat der Firma DHW (neue Charge) mit den
Katalysatoren M 71 SiPr und M 73 SiPr (RD) selbst bei einer Katalysatormenge von 100 ppm
(Verhaltnis 1:10000) nach einer Stunde vollstandiger Umsatz erzielt werden. Die
Katalysatoren M 71 SiPr (RD) und M 74 SiPr (RD) zeigten unter gleichen Bedingungen gute,
wenn auch nicht vollstandige Umsatze. Aufbauend auf den Ergebnissen wurden am ICT mit
den Katalysatoren M 71 SiPr und M 73 SiPr (RD) weiterfuhrenden Arbeiten durchgefihrt.
Dabei war es das Ziel die Katalysatormenge weiter zu reduzieren und die
Reaktionsgeschwindigkeit detailliert zu untersuchen.

Im Verlauf der weiteren Untersuchungen konnten bei der Metathese-Reaktion mit den
Katalysatoren der Serie M7.x von Umicore unter Verwendung von Methyloleat der Firma
DHW (neue Charge) nach einer Stunde Reaktionszeit gute (M71 SiMes und M74 SiPr) bis
vollstandige Umsétze (M 71 SiPr und M73 SiPr) erzielt werden (siehe Abbildung 38). Die
Versuche wurden mit einer Katalysatormenge von 100 ppm (Verhaltnis 1 :10000)

125 http://www.make-biodiesel.org/index.php?option=com_content&view=article&id=122&Itemid=152

126 Vortrag Richard Pederson; Materia Inc.; 3rd Workshop in Fats and Oils as Renewable Feedstock for the
Chemical Industry; Emden 15.3.2009;
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durchgefiuhrt, da Vorversuche zum Einfluss der Katalysatormenge bei einem Verhéltnis von
1:10000 Vollumsatz zeigten. FiUr die weiteren Versuche wurde der Katalysator M71 SiPr
aufgrund seiner guten Performance gewahilt.
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Abbildung 38: Katalysatorscreening der Umicore Serie M7.x.
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Die Verwendung einer Katalysatorstammlosung lieferte hier im Vergleich zum festen
Katalysator die besten Ergebnisse. Fir die nachfolgenden Versuche wurde daher der
verwendete Katalysator fir die Katalysatorstammldsung in 1,4-Dioxan gelost.

In weiteren Versuchen wurde die Temperaturabhangigkeit der Metathese detailliert
untersucht. Hierzu wurden bei einer Katalysatormenge (M71 SiPr) von 100 ppm (Verhéltnis
1 : 10000) Untersuchungen in Schritten von 10°C im Bereich zwischen Raumtemperatur und
100 °C durchgefiihrt. Hierbei wurde eine optimale Reaktionstemperatur von 60 °C gefunden
(siehe Abbildung 39). Dies entspricht der bereits im friheren Projektverlauf empirisch mittels
des Katalysators Grubbs 2" Generation gefundenen Temperatur.
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Abbildung 39: Temperaturabhangigkeit der Metathese-Reaktion.

Um eine mdgliche weitere Reduktion der Katalysatormenge zu untersuchen, wurde eine
Versuchsreihe mit Katalysatorverhaltnissen von 1 :10 000 - 1 : 20 000 in 1000er Schritten
mit dem Katalysator M71 SiPr bei 60 °C und einer Reaktionszeit von 24 h durchgefiihrt. Es
konnte hierdurch gezeigt werden, dass ein Vollumsatz ausschlie3lich bei einem Verhéltnis
von 1:10 000 stattfand. Ein Verhaltnis von 1:11 000 und 1:12 000 lieferte noch einen
guten Umsatz, ein Verhaltnis von 1 : 13000 lediglich noch einen minimalen Umsatz.

Auch Versuche zur Reduktion der Katalysatormenge mit dem Katalysator M73 SiPr lieferten
vergleichbare Ergebnisse. Ein Vollumsatz war lediglich bei einem Katalysatorverhaltnis von
1:10 000 zu beobachten. Aufbauend auf den Ergebnissen wurde der Katalysator M71 SiPr
als Katalysator der Wabhl fir das Scale-up der Metathese selektiert.

3.4.5.1 Scale-Up der Metathese Reaktion

Im Rahmen des Projektes wurde ein Scale-up der Metathese-Reaktion in den 10 kg Mal3stab
am Fraunhofer ICT durchgefuhrt. Nachdem im Projektverlauf als Katalysator der Wahl in
umfangreichen grundlegenden Versuchen der Katalysator M71 SiPr als geeigneter
Katalysator gefunden wurde, kam dieser flr das Scale-up in die Selektion. Mit dem
Katalysator M71 SiPr wurde eine Metathese bei den im Laborversuch gefundene optimale
Katalysatormenge von 100 ppm und einer Reaktionstemperatur von 60 °C durchgefiihrt.

Die Malstabsubertragung erfolgte erfolgreich im 1 kg und dann im 10 kg MalRstab (2
Versuche im 10 kg Malstab). Hierbei wurden jeweils im Abstand von 30 min Proben
gezogen und diese mittels GC-MS untersucht. Wie Abbildung 40 deutlich zeigt, lieferten
beide Ansatze bereits nach einer Reaktionszeit von 0,5 h Vollumsatz (1. Probe).
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Abbildung 40: Scale-up der Metathese Reaktion im 10 kg Maf3stab.

Bei den Arbeiten zum Scale-up zeigte sich, wie auch schon in vorherigen Untersuchungen
im Labormalfstab, dass die Rohstoffqualitéat entscheidenden Einfluss auf den Umsatz hat. So
liefern unterschiedliche Edukt-Chargen bei gleicher Spezifikation teilweise unterschiedliche
Ergebnisse. Trotz umfangreicher Untersuchungen war es nicht mdglich entsprechende
Stérkomponenten zu identifizieren, auch wird in der Literatur keine klare Aussage Uber
mdogliche Stérkomponenten gemacht. Vielmehr wird dort meist mit hochreinen Edukten und
grolRen Katalysatormengen gearbeitet um dem Problem zu begegnen, was im Sinne eines
wirtschaftlichen Scale-Ups der Reaktion jedoch nicht zielfihrend ist.

Bei der Versuchswiederholung im 10 kg Mal3stab war es beim zweiten Versuch notwendig,
die Reaktion durch Zugabe kleiner Mengen weiteren Katalysators zu vervollstandigen. Als
Ursache wurde eine neue Charge des verwendeten Eduktes (Olsauremethylester der Firma
DHW) vermutet. Um diese Vermutung zu uberprifen, wurde eine Versuchsmatrix erstellt und
Versuche mit verschiedenen Edukt-Chargen, sowie Katalysator-Chargen durchgefihrt.
Dabei konnte die getroffene Vermutung, dass das eingesetzte Methyloleat entscheidend ist,
bestétigt werden (siehe Tabelle 50).

Tabelle 50: Versuchsmatrix zur Untersuchung auf Storeinflisse bei der Metathese. Die
Bewertung der Ergebnisse erfolgt basierend auf dem Umsatz nach 1h (++ = sehr gut bis 0 =
unbefriedigend).

Katalysatorverhaltnis | Katalysator | Katalysator
1:10000 alte neue
Zeit1h Charge Charge
Edukt alte Charge + ++
Edukt neue Charge 0 0
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Wie Tabelle 50 zu entnehmen ist, verlauft die Reaktion mit beiden Katalysator-Chargen
anndhernd identisch, wobei unter Verwendung der bei der ersten 10 kg Metathese zum
Einsatz kommenden Charge (Bezeichnung in Tabelle 50: Edukt alte Charge) mit einer neuen
Katalysator-Charge minimal bessere Ergebnisse erzielt wurden. Problematisch war die
Reaktion bei Verwendung der neuen Rohstoff-Charge, hier wurden mit beiden,
nachgewiesenermaflen aktiven Katalysator-Chargen unbefriedigende Ergebnisse erzielt.
Auch hier war nach einer Stunde kein Vollumsatz erzielbar.

Es wurde deshalb bei Ansatzen im Kilogrammmalstab die Reaktion mittels GC verfolgt, um
gegebenenfalls durch Zugabe weiteren Katalysators Vollumsatz sicherzustellen. Bei der
Wiederholung der 10 kg Metathese wurde, um Mengen an Reaktionslosung fur die
Entwicklung der Aufreinigung zu erhalten, die Reaktion durch erneute Zugabe von
Katalysator zum Vollumsatz geflihrt. Hierbei wurde Uberraschenderweise gefunden, das
bereits geringe Mengen an Katalysator, welche in den verwendeten Mengen in
Vorversuchen allein kaum Umsatz zeigten, die Reaktion bei erneuter Zugabe zur
Reaktionslosung zum Vollumsatz fihrten. Es war bisher nicht moglich diesen Effekt zu
erklaren, auch konnten trotz umfangreicher Untersuchungen Stérkomponenten nicht
identifizieren werden. Alle Rohstoff-Chargen stammen aus derselben Quelle (DHW) und
besitzen dieselben Spezifikationen. Mittels der zur Verfigung stehenden Analysemethoden
(GC-MS, Saurezahl, OH-Zahl etc.) konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden.

Aufbauenden auf dem Scale-up in den 10kg Mal3stab erfolgte die Planung und
Durchfuihrung einer Metathese Reaktion im 100 kg MaRstab, welche in Zusammenarbeit mit
dem Fraunhofer CBP im dortigen Technikum durchgefuhrt wurde. Hier konnte sowohl auf
einen Reaktor geeigneter Grol3e, sowie eine Filtereinheit zur Abtrennung des zur
Vorbehandlung verwendeten Magnesiumsilikates zurlickgegriffen werden (siehe Abbildung
41).

Abbildung 41: 100 L-Reaktor mit aufgesetztem Kondensators (links) und 25 L-Filtereinheit
(rechts).
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Das Edukt Olsauremethylester wurde von der Fa. DHW Deutsche Hydrierwerke GmbH,
Rodleben, in einem 220 L Fass zur Verfugung gestellt. Fir die Versuche wurden zunachst
90,0 kg Olsauremethylester in den Reaktor eingefiillt und das Riihrwerk gestartet. Um
unerwinschte Nebenkomponenten bzw. Verunreinigungen im Edukt zu entfernen, wurden
Magnesiumsilikat Typ Magnesol D-Sol (Fa. The Dallas Group of America, Inc., Whitehouse
NJ, USA) Uber das Mannloch des Reaktors zugegeben. Anschlielend wurde das Edukt
durch einen Thermostaten unter kontinuierlicher Stickstoffiberlagerung auf eine Temperatur
von 60 °C aufgeheizt durch eine Vakuumpumpe bei einem Druck von 200 mbar entgast und
daraufhin mit Stickstoff bellftet. Dieser Entgasungsvorgang wurde dreimal wiederholt, um
gelosten Luftsauerstoff moglichst vollstdndig zu entfernen. In einem néachsten Schritt wurde
das Edukt aus dem Reaktor in ein Fass Uberfuhrt. Hierin sedimentierte das Magnesiumsilikat
innerhalb einer Stunde nahezu vollstandig. Der Uberstand wurde mittels einer 25 L
Drucknutsche filtriert und in den gereinigten Reaktor Uberfuhrt. Unter Rdhren und
kontinuierlicher Stickstoffiberlagerung wurde das vorbehandelte Edukt erneut dreimalig bei
200 mbar entgast und auf 60 °C erwéarmt.

Zur Herstellung der Katalysatorlésung wurden der Katalysator Typ M71 SIPr (Fa. Umicore,
Hanau, Deutschland) in 1,4-Dioxan vollstandig gelost. Uber eine Pumpe wurde die
Katalysatorlosung mit einem Volumenstrom von 1 L/h zudosiert. Bei einem Verhaltnis
Katalysator zu Edukt von 1:10000 wurde ein Katalysatortiberschuss von 8 % zugegeben. In
definierten Zeitabstanden nach Beendigung der Katalysatorzugabe wurden Proben
entnommen, durch Zugabe von Ethylvinylether/Pyridin Verhaltnis von 1 : 1 gequencht und
anschlielend mittels GC analysiert. Die Auswertung der Analyseergebnisse erfolgte Uber
das Verhaltnis der Flachenprozente der jeweiligen Komponenten zueinander. Die Detektion
erfolgte hierbei Uber ein Massenspektrometer. Nach positiver Reaktionskontrolle wurde zur
Reaktionslosung mittels einer Pumpe Quenchlésung mit einem Volumenstrom von 100
ml/min zudosiert und die Reaktion gestoppt. AnschlieBend wurde die gequenchte
Reaktionslosung auf eine Temperatur von 20 °C abgekuhlt und unter Stickstoffatmosphére in
Gebinde abgeflillt. Es wurde eine Gesamtmenge von 87,3 kg erhalten. Die Produktmuster
wurden den Projektpartnern bereitgestellt. Abbildung 42 zeigt Proben des Eduktes sowie der
Reaktionsldsung zu Versuchsende.

Abbildung 42: Edukt und Reaktionsprodukt der Metathese.

Die Analysenergebnisse zeigten, dass die Metathesereaktion bereits nach 15 min nach
beendeter Katalysatorzugabe vollstandig war und maximale Ausbeute gemaR dem sich
einstellenden Gleichgewicht erzielt werden konnte (siehe Abbildung 43).
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Abbildung 43: Reaktionsverlauf der Metathese Reaktion im 100 L-Maf3stab — Auftragung
Flachen% Edukt.

Ein Scale-up in den 100 L-Mal3stab konnte damit erfolgreich durchgefiihrt werden. Dabei
zeigte sich, dass sich die Reaktion auch im groReren Mal3stab sehr gut flihren lasst. Es wird
erwartet, dass in entsprechenden Maf3staben eine weitere Reduktion der Katalysatormengen
realisiert werden kann

3.4.5.2 Untersuchung zur Aufreinigung der Metathese-Reaktionslésung

Um reale Reaktionslosung fur die Arbeiten zur Entwicklung einer Aufarbeitungsmethode zu
erhalten, wurde die Reaktionslosung einer Metathese im 10 kg Mal3stab verwendet. Zum
Einsatz kamen dafir eine Hochtemperaturrektifikationsanlage und ein Kurzwegverdampfer
(siehe Abbildung 44).
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Abbildung 44: Hochtemperaturrektifikation (links) und Kurzwegdestillation (rechts).

Die eingesetzte Reaktionsldsung hatte die folgende Zusammensetzung (bestimmt mittels GC
Uber Flachenprozent):

e 12,9 % Octadecen
o 42,7 % Edukt
e 26,4 % Dimethylester

weitere Bestandteile der Losung waren:

e Dioxan
e Pyridin
o Katalysator

Das Gemisch wurde mit folgender Methode aufgereinigt:

Destillation des Metathese-Produkts mittels der Hochtemperaturrektifikationskolonne. Die
Betriebsparameter wurden so gewahlt, dass das Octadecen und das Edukt Uber den Kopf
der Kolonne abgetrennt werden (siehe Abbildung 45). Eine Dimethylester-Fraktion wurde
zusammen mit schwersiedender Komponente und eventuell entstehenden schwersiedenden
Zersetzungsprodukten aus dem Kolonnensumpf entnommen.
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Abbildung 45: Abtrennung einer Dimethylester-Fraktion aus dem Metathese-Produkt.

Das Gemisch aus Octadecen und dem Edukt wird anschlieBend erneut mittels

Hochtemperaturrektifikation fraktioniert, um mdglichst reines Octadecen zu erhalten (siehe
Abbildung 46).
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Abbildung 46: Aufreinigung einer Octadecen-Fraktion.

Die Dimethylester-Fraktion aus (1) wird anschlieBend mit Hilfe eines Kurzwegverdampfers
aufgereinigt. Als Destillat wird ein Teil des noch enthaltenen Leichtsieders zusammen mit

Dimethylester abgezogen. Der noch enthaltene Katalysator verbleibt im Sumpf (siehe
Abbildung 47).
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Abbildung 47: Aufreinigung von Dimethylester.

Der Rickstand aus (3) wird dann bei hdheren Temperaturen abgedampft, um eine
Dimethylester-Fraktion abzutrennen. Der Sumpf enthalt ein Gemisch aus Katalysator
(welcher keinen signifikanten Dampfdruck besitzt) und anderen schwersiedenden Stoffen.
Weiterhin sind geringe Restmengen des Dimethylesters enthalten.

Der gesamte Fraktionierungsverlauf bzw. die Aufreinigungskaskade ist in Abbildung 48

zusammengefasst.
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+ Edukt
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Abbildung 48: Schematische Darstellung der Aufreinigungsmethode.

Abbildung 49 zeigt einen typischen Temperaturverlauf wahrend der Destillation des
Metathese-Produkts.
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Abbildung 49: Charakteristischer Temperaturverlauf der Hochtemperaturrektifikation bei der
Destillation des Metatheseprodukts (1).

Als Ergebnis wurden folgende Produktreinheiten nach der Fraktionierung erreicht:

e Octadecen-Fraktion: 61,1%
e Edukt-Fraktion 93%
e Dimethylester-Fraktion 83,7%

Die Konzentrationen der jeweiligen Fraktionen sind in Tabelle 51 zusammengefasst, ein Foto
der jeweiligen Fraktionen findet sich in Abbildung 50.

Tabelle 51: Erzielte Konzentrationen bei der Aufreinigung von Metathese-Produkten.

Fraktion Octadecen | Edukt | Dimethylester
Metathesefraktion 12,9% 42,7% 26,4%
Octadecenfraktion 61,1 0,0% 0,0%

Eduktfraktion 0,0% 93,7% 0,0%
Octadecen+Eduktfraktion 23,0% 58,4% 0,0%
Dimethylesterfraktion. + Leichtsieder + 0.0% 0.8% 77.7%
Schwersieder
Dimethylester + Schwersiederfraktion 0,0% 0,0% 80,9%
Leichtsieder + Dimethylesterfraktion 0,2% 4,0% 67,3%
Dimethylester 0,0% 0,0% 83,7%
Schwersieder + Dimethylester 0,0% 0,0% 43,7%
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Abbildung 50: Edukt (links) - Aufgereinigte Fraktionen (Octadecen (Mitte)) und Dimethylester
(rechts).

Bei der Aufreinigungskampagne zeigte sich die grundsatzliche Trennbarkeit des Produkt-
gemisches, der Trennschnitt der Destillation konnte weiter optimiert und geeignete
Parameter identifiziert werden.

Nach Abschluss der Aufreinigung und analytischer Charakterisierung erfolgt eine
Bemusterung der Partner mit dem C18-Diester und dem C18-Alken. Hier wurden das
Fraunhofer IGB und die Firma Hobum bemustert, um Versuche zur Epoxidierung zu
ermoglichen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass im Rahmen des Projektes die Metathese
umfangreich untersucht und im Labormafstab optimiert werden konnte. Es war dabei
moglich innovative Katalysatoren zu finden und mit diesen die technische Machbarkeit der
Reaktion und der anschlieRenden Aufreinigung zu demonstrieren. Im Rahmen der Arbeiten
erfolgte dabei ein Scale-up bis in den 100 L MaR3stab und eine Bemusterung der Partner mit
Produktmustern. Hierbei konnte das folgende Verfahrensschema entwickelt, demonstriert
und durch den Partner KIT in Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer ICT bewertet werden
(siehe Abbildung 51).
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Abbildung 51: Verfahrenskonzept der Metathese von Methyloleat.
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3.4.6 Herstellung stickstoffhaltiger Verbindungen (Fraunhofer ICT; Taminco,
Umicore)

Als Grundlage fur die Bearbeitung des Arbeitspaketes ,Synthese von stickstoffhaltigen
Verbindungen® wurde von den Partnern Taminco, Umicore sowie dem Fraunhofer ICT eine
gemeinsame umfangreiche Literaturrecherche zum Thema ,Synthese von Aminen®
durchgefuhrt und ausgewertet. Ziel der Recherche war es, mogliche Routen fur die Synthese
hauptséchlich primérer Amine zu identifizieren und im Hinblick auf eine mdgliche technische
Umsetzung zu bewerten.

(o)
HZ
Route 1 \)LOH — NH, / NMe, _
SO e N, \/\,\‘,
i Pd ! NH H
3
Route 2 \)LOH — \)\) — NH = "wh,
(0]
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Route 3 \)LOH NS 3 2 \/\NHZ \/\,\“/
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2 ~N
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OH

Abbildung 52: Fur die Recherche selektierte mogliche Syntheserouten fir die Aminsynthese.

Dabei wurde als Edukt fur die Arbeiten des Fraunhofer ICT (gemeinsam mit der Firma
Umicore) die Route 2 (Aldehyd-Route) ausgewahlt (siehe Abbildung 52). Hierbei sollen
grundsatzlich Carbonséauren bzw. ein Ester zum Einsatz kommen, wie sie beispielsweise aus
in Kapitle 3.2.4 (Metathese und Herstellung langerkettiger stickstoffhaltiger Verbindungen) in
Form des 1,18-Octadecandicarbonsauredimethylesters zuganglich sind. Aufgrund der
Komplexitat erfolgte eine Festlegung auf den zweiten Schritt der Reaktion, also der
Umsetzung vom Aldehyd zum Amin, welche bereits alleine eine komplexe und auf3erst
interessante Reaktion darstellt.

Die Firma Taminco fuhrte unterstitzend aufgrund dort vorhandener umfangreicher
Erfahrungen eine Untersuchung zur Machbarkeit der Route 4 (Amid-Route) durch. Die
Arbeiten wurde mit dem Hinblick einer ersten Uberpriifung auf grundsatzliche Machbarkeit
geplant und von der Firma Taminco durchgefiihrt. Aufgrund des deutlich geringeren
Umfangs dieses APs und der thematischen Nahe zu den Arbeiten des Fraunhofer ICT,
erfolgt die Diskussion der erhaltenen Ergebnisse an dieser Stelle. Die Firma Taminco
untersuchte weiterhin schwerpunktm&Rig die Aminierung von Glycerin, welche im
entsprechenden Bericht der Firma Taminco umfassend beschrieben ist.

3.4.6.1 Herstellung von Aminen tUber das Amid (Taminco)

Die im Projekt (durch Metathese oder fermentative w-Oxidation von Olsdure) synthetisierte
C18-Dicarbonsaure besitzt einen hohen Siedepunkt, was eine Synthese in der Gasphase
unmadglich macht und Reaktionen in der Flissigphase in den Fokus riickt. Aufbauend auf der
durchgefuhrten Recherche wurde durch die Firma Taminco die Machbarkeit der
Syntheseroute Uber das Amid untersucht. Als Modellverbindung wurde fur die ersten
Arbeiten die Sebacinsaure (C10) gewahlt.
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Abbildung 53: Synthese des Dimethylamids der Sebacinséaure.

Fir die Arbeit mit Sebacinsaure wurden verschiedene Protokolle im 50 mL Maf3stab (Batch)
durchgefuhrt und bewertet. Es wurden dabei Methoden gefunden, die eine schnelle
Konversion von Diséuren zu Diamid ermdglicht (2-4 h Reaktionszeit). Aufgrund der
Gleichgewichtseinstellung konnte jedoch keine vollstandigen Umsatz (> 99 %) erzielt
werden. Problematisch ist dabei, dass freie Sauren die eingesetzten Hydrierkatalysatoren,
die zur Reduktion der Diamide verwendet werden, vergiften.

Tabelle 52: Synthese des Diamids aus der Sebacinsaure.

DMA.- C10- Zwischen- Wasser Sebacinsa Andere
Temperatur Aqui- diamid produkt % ure o
valente % % o % o
180 °C 4,3 92,17 2,95 0,01 3,95 1,42
200 °C 4,0 94,91 1,61 0,19 2,23 1,44
220 °C 3,5 93,43 1,86 0,05 3,56 1,08
240 °C 4,1 95,31 1,29 0,05 2,36 0,98

Es wurde deshalb ein Mehrstufenansatz mit dem Ziel eines erhéhten Umsatzes untersucht.
Hierbei wird das Edukt zweimal mit einem Uberschuss DMA umgesetzt und nach jedem
Umsatz leichtflichtige Komponenten und Wasser entfernt. Dadurch konnte der Umsatz der
Reaktion deutlich erhéht werden, ohne dass weitere Nebenprodukte entstanden.

Tabelle 53: Zweistufige Umsetzung der Sebacinsaure zum Diamid.

DMA DMA _c:10_- Zwischen- Wasser Sepacin Andere
Temperatur Aqui- Aqui- diamid produkt % saure %
valente | valente * % % %
180 °C 4,7 3,5 96,75 0,68 0,02 1,56 0,99
200 °C 3,8 3,9 86,10 7,03 0,14 5,91 0,86
220 °C 4,2 2,8 98,53 / 0,00 0,56 0,92
240 °C 4,5 3,7 98,14 0,10 0,00 0,82 1,05

Bei den Arbeiten im Projekt wurde neben Dimethylamin auch Ammoniak fur die Synthese
priméarer Amide erfolgreich eingesetzt. Dabei wurden keine Nitrile als Nebenprodukte
gebildet. Als problematisch erwies sich der hohe Schmelzpunkt des Diamids von Uber
170 °C, was das Handling des Amids im Folgeschritt der Reduktion erschwert. Die
Hydrierung des Amids zum Amin wurde im Batchautoklaven unter Verwendung gepulverter
Katalysatoren getestet. Als Modelverbindung wurde das N,N-Dimethyldecanamid gewabhilt,
welches kommerziell erhdltlich ist. Als Katalysator wurden Cu, Ni und Co-basierte
Katalysatoren eingesetzt. Dabei wurden Temperaturen zwischen 200 °C und 250 °C und
Dricke von 50 bar gewahlt. Die Umséatze erwiesen sich dabei als sehr niedrig. Weiterhin
entstanden Nebenprodukte wie Alkohole, Dialkylamine und sekundare Amine, welche mittels
GC-MS und GC analysiert wurden.
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Die Firma Umicore unterstlitzte die Arbeiten durch die Lieferung von Ru und Ir-basierten
homogenen Katalysatoren. Diese wurden unter Verwendung verschiedener Losungsmittel
und der gewahlten Menge an verwendetem Liganden hergestellt. Dabei zeigten alle
durchgefuihrten Synthesen, auch bereits in der Literatur beschriebene, kaum Umsatz zum
Amin.

Die Arbeiten wurden deshalb zugunsten der Untersuchung der Aminierung von Glycerin
durch die Firma Taminco, sowie der Umsetzung von Aldehyden zum Amin durch das ICT,
nicht weiter fortgefthrt.

3.4.6.2 Reduktive Aminierung von Aldehyden (Fraunhofer ICT)

Bei den Arbeiten zur reduktiven Aminierung von Aldehyden wurde der Aldehyd 1-Decanal als
Modelverbindung eingesetzt. Fir das AP wurde das Fraunhofer ICT durch die Firma
Umicore bei |hren Arbeiten im Rahmen des APs mit Katalysatoren (homogene
Katalysatoren) versorgt und bei der Katalysatorauswahl unterstiitzt.

Fur die Arbeiten wurden zu Beginn die in Tabelle 54 aufgefiihrten Katalysatoren ausgewabhit.

Tabelle 54: Ubersicht der ausgewéahlten Katalysatoren.

Katalysatorname

Di-p-chlor-bis(n-1,5-cyclooctadien)dirhodium(l)

Dichlorotris(triphenylphosphan)ruthenium(ll)

Tris(acetylacetonato)iridium(lIl)

Chiralyst P 797 — (Dichloro(pentamethylcyclopentadienyl)iridium(lil)-dimer)

Chiralyst P 1163

Dichloro-bis-(2,2,1-bicyclohepta-2,5-dien)-dirhodium

Tris(acetylacetonato)ruthenium(lil)

Ru-Hydrido

In Phase 1 bzw. zu Beginn der Phase 2 des Projektes erfolgten Screeningversuche zur
reduktiven Aminierung (siehe Abbildung 54) am Fraunhofer ICT in einem 100 mL Autoklaven
der Fa. Berghof.

o}
NH,, H,
/\/\/\/\)‘L — HSC\/\/\\//\\/\\/NHE
HsC H

Abbildung 54: Aminierung von Decanal zu Decylamin

Aufgrund apparativer Einschrankungen bei der Dosierung gasformigen Ammoniaks, wurden
die Versuche mit 25%iger wassriger Ammoniak-Losung durchgefiihrt. Als Reaktions-
bedingungen wurden eine Temperatur von 100 °C (sowie 25, 50, 75°) und ein
Wasserstoffdruck von 50 bar bei einer Reaktionszeit von 4 h gewahlt.

Erste Analysen mittels IR zeigten einen Umsatz des Aldehyds bei allen Katalysatoren aus
Tabelle 54. Vergleichende Versuche ohne Katalysator zeigten jedoch ebenfalls Umséatze des
Aldehyds welche jedoch bei allen Reaktionen nicht quantifiziert werden konnten. Da mittels
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IR keine genauen Aussagen zur Selektivitdt der Reaktion (Bildung von Aminen durch
reduktive Aminierung vs. Bildung von Alkoholen durch Reduktion) mdglich waren, wurde am
Fraunhofer ICT versucht eine GC-MS Methode zu entwickeln und zu etablieren, welche
entsprechende quantitative Aussagen ermdoglicht. Leider erwiesen sich diese Arbeiten als
nicht erfolgreich, es wurden deshalb umfangreiche Arbeiten zur Entwicklung einer HPLC-
Methode gestartet.

Weiterhin wurde bereits zum Ende der ersten Projektphase aus Eigenmitteln eine Apparatur
fur Arbeiten mit Wasserstoff und gasféormigem Ammoniak vom Fraunhofer ICT beschafft
(siehe Abbildung 55).

Abbildung 55: Apparatur fir die Arbeiten mit gasférmigem Ammoniak. Im linken unteren
Bereich sind der Kryostat zum Einkondensieren flissigen Ammoniaks, sowie der Handgriff der
Spindelpumpe zu erkennen.

In der Apparatur ist es moglich, in einem Vorratsgefal, welches mit einem Kryostaten
gekuhlt wird, gasférmiges Ammoniak einzukondensieren. Der flissige Ammoniak kann dann
im Anschluss mittels einer Spindelpumpe in den Reaktor dosiert werden. Die Masse an
zudosiertem Ammoniak wird hierbei Uber einen Coriolis-Durchflussmesser bestimmt.
Darlber hinaus ist die Apparatur mit einem Wasserstoffkompressor und einer
Schutzgasversorgung ausgestattet.

Die Anlage ist zum unabhangigen Betrieb von vier Autoklaven ausgelegt. Fur die Synthesen
der Amine wurde ein Autoklav der Firma Paar beschafft, welcher mit einem Gaseintrags-
rihrer ausgestattet ist und bei Temperaturen von bis zu 350 °C bei 350 bar betrieben werden
kann.

Nach der inzwischen erfolgten Inbetriebnahme konnten nun Versuche zur reduktiven
Aminierung unter Einsatz von gasformigem bzw. flissigem Ammoniak durchgefiihrt werden.
Als Modellverbindung wurde wiederum 1-Decanaldehyd verwendet, welcher im Gegensatz
zu den Edukten auf Basis der Olsaure kommerziell verfiigbar ist.
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Nachdem umfangreiche Arbeiten zur Entwicklung einer geeigneten Analysemethode (IR, GC
usw.) zu Beginn nicht erfolgreich waren, und die durchgefiihrten Versuche mittels IR etc.
nicht hinreichend charakterisiert werden konnten, wurde untersucht, ob die Reaktions-
[6sungen mittels NMR quantifiziert werden kénnen. Dies schien zumindest nach NMR-
Messungen der Reinstoffe moglich zu sein, so dass es vermutlich mittels NMR maoglich ist,
den Reaktionsverlauf zu untersuchen. Bei den Messungen der alten Proben, aber auch der
Messung eines Wiederholungsversuchs mittels NMR konnte kein Zielprodukt und somit kein
Umsatz der untersuchten Katalysatoren nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass dies
auf zu milde Reaktionsbedingungen zurtickzufiihren war.

Begleitet wurden die Arbeiten durch eine weiterhin stattfindende umfangreiche
Methodenwicklung aus welcher schlussendlich eine HPLC-Methode zur Bestimmung des
Umsatzes und des Gehalts an primarem Amin hervorging. Nicht méglich ist hierbei die
Bestimmung sekundarer und tertiarer Amine, welche nicht an der bei der Methode
eingesetzten Derivatisierungsreaktion teilnehmen. Es ist deshalb nicht méglich mit dieser
Methode die Selektivitdt detailliert zu untersuchen. Es erfolgte deshalb zu Beginn als
Hauptkriterium des Screenings die Suche nach einem Katalysator mit hohem Umsatz bei
hohem gebildetem Anteil an primarem Amin.

Bei den Arbeiten erfolgte die Ausweitung der Versuchsmatrix beziglich Temperatur und
Druck. Hier wurden Temperaturen im Bereich von 80 bis 140 °C untersucht. Weiterhin
wurden Driucke zwischen 70 und 130 bar untersucht. Die Reaktionszeiten wurden
Ublicherweise mit 5h gewahlt, es fanden jedoch auch Versuche mit verkirzten und
verlangerten Reaktionszeiten statt (2,5 und 10 h). Alle Versuche wurden mit gasférmigem
Ammoniak Ublicherweise, aber nicht ausschlieB3lich, in Methanol als Ldsungsmittel
durchgefuihrt. Die verwendeten Katalysatoren basierten auf den Metallen Rhodium,
Ruthenium, Iridium und Cobalt wobei verschiedene Liganden, meist jedoch
Triphenylphosphin (TPP) zum Einsatz kamen.

Bei den Arbeiten konnte ein Katalysatorsystem gefunden werden, welches bei optimalen
Bedingungen Ausbeuten von bis zu 41 % an primarem Amin erreicht. Hierbei wird der
Katalysator der ersten Generation zugeordnet. Bei der Reaktion tritt annahernd vollstandiger
Umsatz auf. Die gebildeten Nebenprodukte konnten nicht mittels HPLC und bedingt durch
ihren sehr hohen Siedepunkt ebenfalls nicht mittels GC identifiziert werden. Einige (aber
nicht alle) der gebildeten Nebenprodukte konnten qualitativ mittels Pyrolyse-GC als
sekundére und tertiare Amine identifiziert werden, was sich auch mit den Erwartungen an
das Nebenproduktspektrum deckt.

Weiterhin wurde ein bisher nicht als aktiv fiir die untersuchte Reaktion bekannter Katalysator
gefunden, welcher aktuell Ausbeuten von 20 % primarem Amin liefert. Hierbei wurde eine
Versuchsmatrix mittels Design of Experiments DoE (Software: Statgraphics, Statpoint
Technologies, Inc.) erstellt und ausgewertet. Die Auswertung der zehn durchgefiihrten
Versuche belegt eine deutliche Temperaturabhéngigkeit der durchgefiihrten Reaktion (siehe
Abbildung 56).
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Abbildung 56: Einfluss der Parameter Druck und Temperatur auf die Ausbeute der Reaktion an
priméarem Amin.

Der gewahlte Reaktionsdruck ist im Vergleich hierzu ebenfalls vom Einfluss her signifikant
aber deutlich geringer als der Einfluss der Temperatur. Bei der Auswertung des DoE zeigte
sich weiterhin, dass das Optimum der Ausbeute vermutlich aul3erhalb des untersuchten
Bereiches liegt. Durch weitere Optimierung der Reaktionsbedingungen und der verwendeten
Liganden etc. wird deshalb mit weiteren Verbesserungen der Reaktion zu rechnen sein. Im
Moment findet zu letztem Katalysator eine Prifung auf Patentierbarkeit durch die Partner ICT
und Umicore statt.

3.4.7 Aminierung von Glycerin (Taminco)

Fettsduren und Derivate werden in gro3en Mengen in der chemischen Industrie und als
Biokraftstoff verwendet. Grof3tenteils werden diese Fettsauren aus natirlichen Fetten und
Olen unter Bildung von Glycerin als Nebenprodukt gewonnen. Zum Beispiel werden in der
Biodieselproduktion 100 kg Glycerin pro Tonne Biodiesel erzeugt. Zur Schaffung eines
hoheren Mehrwertes beinhaltet ein nachhaltiges Produktionsmodell einer Bioraffinerie daher
auch Absatzmarkte fur Glycerin. Viele Unternehmen und Forschungsgruppen haben

Vermarktungsméglichkeiten fiir Glycerin analysiert **’.

Im grof3technischen Mal3stab werden Amine Ublicherweise (ber ihre korrespondierenden
Alkohole hergestellt. Dabei kommen Ublicherweise drei verschiedene Katalysatortypen zum
Einsatz: feste Sauren, Phosphate und reduzierte Metallkatalysatoren. In jingster Zeit wird
verstarkt Uber den Einsatz homogener Katalysatoren, z.B. auf Basis von Ruthenium
berichtet® wobei entsprechende Systeme bisher nicht im technischen MaRstab fiir die
Synthese von Bulkchemikalien zum Einsatz kamen.

Im Projekt war es ein Ziel eine Technologie zu entwickeln, die die selektive Umwandlung von
Glycerin in funktionelle Aminoalkohole oder Diamine erlaubt. Solche Molekile kdnnten als
Bausteine fir die Herstellung erneuerbarer Tenside oder von Flockulierungsmitteln
Verwendung finden.

127 pagliaro, M. et al., Angew. Chem. Int. Ed., 46, (2007), 4434-4440
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3.4.7.1 Aminierung von Glycerin in der Flissigphase an heterogenen reduzierten
Metalkatalysatoren

Glycerin ist eine hochviskose hochsiedende Verbindung, was aufgrund der schweren
Verdampfbarkeit eine Aminierung in der FlUissigphase nahelegt. Es wurden deshalb
Versuche unter Verwendung typischer Kupferkatalysatoren durchgefiihrt. Dabei wurde bei
Temperaturen von 200 °C bis 250 °C gearbeitet. Durch Zusatz von Wasserstoff werden die
Metalle in reduzierter Form gehalten. Als Aminierungsreagenz wurde Dimethylamin
eingesetzt. Reaktionen wurden in einem 300 ml Hochdruckautoklaven, welcher die Kontrolle
des bendétigten erhdhten Drucks erlaubt, durchgefiihrt. Verschiedene heterogene
Katalysatoren wurden verwendet. Im Fall von pulverférmigen Katalysatoren oder Extrudaten,
wurde der Katalysator in einem Katalysatorkorb im Inneren des Reaktors platziert (siehe
Abbildung 57 unten).

'Y
Absorber DMA |j
A X
X D N2
M
(0-250 bar) (P L ~T)
X %—Y
Berstscheibe — %
Muster
n Katalysator
Reaktionsgemisch 3
gjr Heizung

300 ml Autoklav

Abbildung 57: Versuchsaufbau fir Screening Tests in der Flissigphase.

Bei den Versuchen wurden komplex Reaktionsmischungen mit bis 30 verschiedenen Aminen
erhalten. Dies liegt in der Tatsache des Auftretens dreier konkurrierender Reaktionen
begriindet: Der Aminierung (Zielreaktion), Hydrogenolyse fuhrt zu C3 Molekilen aus
triftunktionalem Glycerin) und der Transalkylierung fuhrt zu sekundaren Aminen anstelle der
erwarteten tertidren Amine). Die Produktverteilung konnte zwar im begrenzten Umfang durch
Variation der Reaktionsparameter beeinflusst werden, trotzdem konnte unter Verwendung
der Katalysatoren der ersten Generation kein, zugleich 6konomisch relevantes, System
gefunden werden.

Bei Temperaturen, die zu hohen Umsetzungen fihren war kein einzelnes Produkt in dem
Reaktionsgemisch mit einer Selektivitat, die grol3er als 25% war, vorhanden. Die Selektivitat
zu einem Einzelprodukt konnte etwas durch Arbeiten mit niedrigen Temperaturen verbessert
werden, aber da wurde die Umwandlung stark beeinflusst (siehe Abbildung 58)
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Abbildung 58: Einfluss der Temperatur auf die Selektivitat und die Umwandlung von flissiger
Phase Aminierung von Glycerin mit DMA Uber einen Cu-Katalysator.

3.4.7.2 Aminierung von Glycerin in der Flissigphase mit homogenen
Metallkatalysatoren

Die bei der Verwendung heterogener Katalysatoren notwendigen harschen Reaktions-
bedingungen verstarken die beobachteten Nebenreaktionen Hydrogenolyse und
Transalkylierung. Es wurde deshalb untersucht, ob die fur die homogene Katalyse in der
Regel notwendigen deutlich milderen Bedingungen Nebenreaktionen zuriickdrangen und
somit die Selektivitéat der Reaktion erhdht wird. Ein weiterer Vorteil der homogenen Katalyse
ist die Moglichkeit der Optimierung der Selektivitdt und Aktivitdt durch Veranderung der
Liganden. Darluber hinaus kann die Reaktion durch Zugabe von Additiven weiter beeinflusst
werden.

Im Rahmen der Arbeiten wurden mehr als 300 Experimente in einem Hochdurchsatz-
Screening durchgefihrt (siehe Abbildung 59).

Liganden und zentrale Metallatome wurden in Verbindung mit den Reaktionsbedingungen
und der zugabe von verschiedenen Additiven, verandert. Aus den Screeningversuchen
wurde festgestellt, dass Pincer Komplex 2 besonders gute Aminierungsfahigkeiten hat. Der
Komplex 2 kann Uber eine Ligandenaustauschreaktion mit 1 in Isopropanol als Losungsmittel
hergestellt werden (siehe Abbildung 60).
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Abbildung 59: HT-Screening-Geréate mit Hochdruckschlauchen.
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Abbildung 60: Synthese des Ir-Pincer Komplexes 2.

Die Aminierungsleistung des Komplexes kann mit verschiedenen Alkoholen als Substrat

nachgewiesen werden (siehe Tabelle 55). Auch eine sehr gute Vertraglichkeit mit
funktionellen Gruppen konnte beobachtet werden.

132



Tabelle 55: Aminierung von monofunktionellen Alkoholen mit Ir-Komplex 2.

Alkohol Amin Ausbeute [%]
N 35
1 /\/\OH NEtZ 4O[C]

(fl
2 )&A OH )&AN Et, 35

OH NEE 39

3 w w 2 40[C]
60

4 )J\AOH )J\ANEtz 7glc]
5 @\/\OH @\/\Na2 40
OH NEt, 54

6 ©N O/V 550

OH ,\O 66

74"
8 NC— o NC~—NEt, g2loel
98!’
OH NEt, 21
9 \ \
40"
OH NEt, 27
10 @v (jf\/
OMe OMe og"d
11 N  OH N NEt, 15
o) Cﬁo 60"

[a] Bedingungen, soweit nicht anders angegeben: Alkohol (1 mmol), Ir-Komplex 2 (1 mol%), Molares Verhaltnis
von Alkohol / Amin = 1: 3, T = 120 °C; [b] GC-Ausbeute wurde mit N-Methylpyrrolidon als interner Standard
bestimmt; [c] NaOtBu wurde als Zusatzstoff verwendet (Molares Verhéltnis von 2 zu NaOtBu = 1:1.1); [d]
NaHCOs; wurde als Zusatzstoff verwendet ((Molares Verhaltnis von 2 zu NaHCO3 = 1:1.1); [e] bis 5 % der N,N-
diethyl-3-hydroxypropanamide und 3-(diethylamino)-N,N-diethylpropanamide wurden als Nebenprodukt gebildet;
[l T =140 °C, t = 24 h, Katalysator = 1 mol %; [g] Molares Verhéltnis von Alkohol / Amin = 1:12.

Der Katalysator wurde auch mit multifunktionellen Alkoholen als Substrat bewertet. Als
Modellverbindung wurden dabei Ethylenglykol und Alkylamine verwendet (siehe Abbildung
61). Hierbei zeigte der Ir-Pincer Komplex 2 selbst bei milden Reaktions-bedingungen
(<150 °C) einen Vollumsatz bei hoher Selektivitdit zum Aminoalkohol. Die Reaktion verlief
ohne Ldsungsmittel und mit einem Ethylenglykol/Diethylaminverhéltnis von 1:3 bei 120°C.
Nach 20h wurde in Gegenwart von 1,0 mol% des Katalysators, eine Ausbeute von 99%
erzielt. Die Reaktion verlief in allen Fallen ohne die Bildung von Nebenprodukten. In starkem
Gegensatz dazu, zeigte keiner der anderen getesteten Katalysatoren vergleichbare
Ergebnisse.

133



R
H-NZ

HO,

3
R= 'CHE'r n=1-3
R= -CH;CH(CH:]}' n=1
R =-CH,CH,OCHy-, n=1

Abbildung 61: Modellreaktion fiir die Aminierung von polyfunktionellen

Komplex 2.
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Tabelle 56: Ir katalysierte Aminierung von Ethylenglycol mit Diethylamin.

Alkoholen mit Ir-

Menge . Ausbeute Selektivitat

Katalysator [mol%] Zeit [Stunde] [%][e] 3/4
1 2 1.0 20 99 >99/<1
2 2 1.0 6™ 97 >99/<1
3 2 1.0 2o 96 >99/<1
4 2 0.3 20 84 >99/<1
5 2 0.3 6™ 83 >99/<1
6 2 0.3 6l 69 >99/<1
7 2 0.3 o 86 >99/<1
8 [{Ir(cod)Cl},] 0.3 20"! 33 50/50
9 [{Ir(cod)Cl},])/3PPh; 1.0 201 89 21/79
10 [{Ir(cod)Cl},})/2dppe 2.0 201 9411 19/81
11 IrCl3.nH,0 1.0 6 8 7/93
12 IrCls.nH,O/3PPh; 1.0 20 20 <1/>99

[a] Bedingungen: Ethylenglykol (1 mmol), das Molverhaltnis von Ethylenglykol / Diethylamin = 1: 3, ohne
Lésungsmittel; [b] T =120 °C; [c] T = 140 °C; [d] T = 100 °C; [e] GC-Ausbeute wurde mit N-Methylpyrrolidon als
interner Standard bestimmt; [f] bis zu 5% nicht identifizierte Nebenprodukte wurden gebildet.

Ir-Katalysator 2 erwies sich ebenfalls als aktiv und hoch selektiv mit anderen Diolen und
Aminen (siehe Tabelle 57).
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Tabelle 57: Ir Komplex 2 als Aminierungskatalysator fir verschiedene Diole und Amine.

Katalysator Amin Ausbeute [%]™ | Selektivitat 3/4
1 HNEL, 99 >99/<1
2 HNE, g7icd >99/<1
3 o HNMe, o7 99/1
" oH — o
4 Piperidine 99 >99/<1
5 Pyrrolidine 96*1 99/1
6 HNMe, g3l 90/10
7 HNEL, 86" >99/<1
8 HO__~_ OH HNEL, ggl 99/1
9 HNEL, g1 98/2
10 HNEL, g6l >99/<1
11 oL _on HNE, g7 99/1
12 HNEt, 48! 88/12
13 HNEL, 561 84/16
14 HNEL, 774 76/24
HO\/\/\OH ”
15 HNMe, geldd 70/30
16 HNEL, 44 80/20
17 HNEt, g2l 75/25
HO_~ ~OH
18 HNMe, 494 70/30

[a] Bedingungen: Diol (1 mmol), Katalysator (1 mol %), molares Verhaltnis von Diol/Amin = 1:3, t = 20 h; [b] GC-
Ausbeute wurde mit N-Methylpyrrolidon als interner Standard bestimmt; [c] T = 120°C; [d] T = 140°C; [e] T =
100°C; [f] NaOtBu als Zusatzstoff (Molares Verhaltnis von 2 zu NaOtBu = 1:1.1); [g] Reaktion wurde in DME
(Konzentration von Diol = 1.2 moIL'l) durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Untersuchung wurden in ChemCatChem publiziert'?®. Der Versuch der
Ubertragung der Ergebnisse auf Glycerin war jedoch leider nicht erfolgreich. Es wurde
deshalb die Versuchsmatrix erweitert, mit dem Ziel geeignete Katalysatorsysteme fur
Glycerin zu finden. Dabei wurde entweder kein Umsatz oder ein vollstadndiger Abbau zu C1-
und C2-Fragmenten beobachtet. Diese Produkte besitzen entweder keinen Wert oder sind
Uber effizientere Routen zugénglich.

128 Andrushko, N. et al., ChemCatChem, 2 (6), 640-643 (2010)
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3.4.7.3 Aminierung von Glycerin in der Flissigphase mit Photokatalyse

Photokatalyse wird im Allgemeinen bei niedrigen Temperaturen durchgefiihrt. Die
Aktivierung der Reaktion wird hier durch Licht anstelle von Warme induziert (siehe Abbildung
62). Dies konnte von groRem Vorteil bei der Aminierung von Glycerin sein, weil die
Temperaturen, die zur thermischen Aktivierung erforderlich sind, in der Nahe oder oberhalb
der Temperatur liegen, die den Abbau der Reaktionsprodukte bewirken.

msnderate T

[m"ﬂ“r"ﬂ"m O ua"“‘j':“-la" ]

Abbildung 62: Photokatalytische Synthese.

Es wurden deshalb Reaktionsgemische aus Glycerin und Aminen mit UV-Licht in Gegenwart
eines Photokatalysators behandelt. Als Photokatalysator wurden TiO, und mit Gold dotiertes
TiO, getestet. Mit mehreren Modellsubstraten, jedoch nur bei Verwendung von mit Metall
dotierten TiO,, konnten Amine als Reaktionsprodukte beobachtet. Bei der Verwendung von
TiO, ohne Dotierung wurden durch Oxidation Aldehyde und Imine gebildt. Weitere
Untersuchungen lassen vermuten, dass es sich vermutlich mechanistisch um einen
sogenannten “borrowing hydrogen” Mechanismus handelt, wie er bei metallischen
Katalysatoren bei thermischer Belastung auftritt (siehe Abbildung 63).
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Abbildung 63: Vermuteter Mechanismus der photokatalytischen Reaktion.

Obwohl Screeningversuche mit Modelverbindungen vielversprechende Ergebnisse fiir diese
neuartige Technologie lieferten, wurde die Untersuchung der Photokatalyse fur die Glycerin-
Aminierung nach zwei Monaten beendet. Grund waren die unter Verwendung von Glycerin,
im Vergleich zu den Modell Substraten, erzielten schlechteren Ergebnisse. Daruber hinaus
waren die Ergebnisse, die mit den unten beschriebenen klassischen katalytischen Methoden
gewonnen wurden vielversprechender.

3.4.7.4 Aminierung von Glycerin in der Gasphase unter Verwendung heterogener
reduzierter Metalkatalysatoren

Trotz des hohen Siedepunktes von Glycerin wurde mittels Simulation eine effektive
Verdampfung durch Einsatz eines Tragergasstroms vorhergesagt. Dies lasst die Machbarkeit
einer Aminierung von Glycerin in der Gasphase wahrscheinlich werden. Der Vorteil einer
Gasphasenreaktion ist die im Vergleich zur Flussigphase schnellere Adsorption/Desorption
an der Katalysatoroberflache, was den Anteil an Nebenreaktionen reduzieren sollte. Es
wurde deshalb ein Festbettreaktor im Labormalfistab fur die Durchfiihrung von Versuchen in
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kontinuierlicher Betriebsfuhrung aufgebaut. Es wurden verschiedene Cu- und Co-
Katalysatoren in Pellet-Form getestet, als Aminierungsmittel kam Dimethylamin und
Wasserstoff als Tragergas zum Einsatz. Bei den Versuchen wurden wiederum zahlreiche
Nebenreaktionen beobachtet. Zusatzlich trat eine Verkokung des Katalysators auf. Auch
wenn in der Literatur Methoden zur Regenerierung verkokter Katalysatoren beschrieben
sind, sind diese Protokolle nicht auf die verwendeten reduzierten Metallkatalysator-Systeme
Ubertragbar.

3.4.7.5 Aminierung von Glycerin in der Gasphase unter Verwendung heterogener
fester Sauren

Vorteil der festen Sauren ist die Mdglichkeit auftretende Verkokungen durch thermische
Behandlung zu entfernen und die Katalysatoren so zu regenerieren. Die Verwendung von
festen Sauren als Katalysator flr die Aminierung ist in der Literatur beschrieben, erfordert

jedoch Ublicherweise deutlich harschere Reaktionsbedingungen™.

Bei den Versuchen mit Glycerin zeigten sich groRe Unterschiede bei der Katalysator-
performance in Abhéngigkeit vom eingesetzten Typ. Viele Katalysatoren litten jedoch unter
erheblicher Koksbildung. Wahrend diese Art von Katalysatoren durch die Verbrennung von
Koks bei erhthter Temperatur im Beisein von Luft regeneriert werden kann, war die
Koksbildungsgeschwindigkeit so schnell, dass die Aminierungs-/Regenerationszyklen
unzweckmafig kurz wirden. Weiterhin war die UbermaRige Koksbildung im Inneren der
Katalysatorteilchen nachteilig fir die Unversehrtheit der Partikel. SchlieRlich verringerte die
Koksbildung nattirlich auch die Gesamtausbeute des Verfahrens.

Abbildung 64: Verschiedene Beispiele fur feste Saurekatalysatoren, die in einem Festbett-
Gasphasen-Testreaktor getestet wurden.

Allerdings, eine Klasse von festen Saurekatalysatoren, die bemerkenswert niedrige
Koksbildung aufweisen, wurde gefunden. Durch sorgfaltiges Abstimmen der
Katalysatorzusammensetzung und des Syntheseverfahrens konnte eine Katalysatorart
gefunden werden, die kaum Koks Uber einen Zeitraum von 100 h kontinuierlichen
Dauerbetriebes erzeugt. Durch ,design of experiments®, koénnte die Leistung des
Katalysators aul3erdem optimiert werden, um ein mehrfunktionelles Amin in mehr als 70%
Selektivitat von Glycerin zu ergeben.

129 Eischer, A.; Mallat, T.; Baiker, A. Catalysis Today, 37, 167-189 (1997).
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3.5 Biokatalyse (Eucodis, Universitat Halle-Wittenberg, Fraunhofer I1GB)

Fur biokatalytische Umesterung-, Hydrolyse-, Epoxidierung- und w-Funktionalisierungs-
reaktionen wurden neue Biokatalysatoren entwickelt. Ein Schwerpunkt wurde dabei auf der
Entwicklung geeigneter Lipasen gelegt. Ausgewahlten Lipasen wurden beziglich
prozessrelevanter Eigenschaften charakterisiert (3.5.1). In einem zweiten Schritt wurden die
Lipasen auf ihre Eignung in spezifischen Reaktionen weiter untersucht (Epoxidierung (3.5.2
und 3.5.3), Veresterung (3.5.1.4 und 3.5.8.1), Umesterung (3.5.1.5 bis 3.5.1.7 und 3.5.8.2).
Parallel wurden Expressionstamme fur die Lipasen entwickelt (3.5.6 und 3.5.7), sowie
Immobilisierungsversuche durchgefiihrt (3.5.5 und 3.5.6.3). Ausgewahlte Lipasen wurden
fermentativ hergestellt und fir Hochskalierungsexperimente eingesetzt.

Als weiterer Schwerpunkt wurden Produktionsstémme zur o-Funktionalisierung von
Fettsauren oder Fettsduremethylestern untersucht (0). Verschiedene S1-Stamme wurden
ausgewahlt und erste Stammoptimierungen durchgefthrt. Parallel erfolgte eine
Verfahrensoptimierung mit dem C. tropicalis-Stamm H3434 (3.5.10).

3.5.1 Untersuchung und Auswahl geeigneter Lipasen (Eucodis)

Mit dem Ziel der Verwertung von heimischen pflanzlichen Olen und der Gewinnung von
Synthesebausteinen in Form von freien Fettsauren, Fettsdureestern sowie Glycerol erfolgte
auf der Grundlage der Enzymtechnologie der Eucodis Bioscience die Bereitstellung und
detaillierte Charakterisierung von insgesamt 31 neuen Lipasen und Esterasen, von denen elf
Eucodis Lipasen (ELO01-ELO016) in groeren Mengen produziert und an das IGB fur
Epoxidierungsstudien verschickt wurden. Zur Enzymproduktion im Labormalstab erfolgte
eine Expression in E. coli im 1 Liter- bzw. 10 Liter-MaRstab als batch bzw. fed batch
Fermentation. Nach der Zellernte und dem Zellaufschluss schlossen sich zur Reinigung eine
Hitzefallung und/oder Ammoniumsulfatfallung an. Nach einem optionalen Puffertausch wurde
der Lipase-enthaltende Extrakt einer Spriih- oder Gefriertrocknung unterworfen.

Fir eine Produktion der finalen Enzymkandidaten ELO12 und ELO70 (Katalysatoren erster
und zweiter Generation) Uber den Labor (Gramm)maRstab hinaus wurden die Lipase-
enthaltenden Vektoren sowie die Fermentations- und Reinigungsprotokolle an das CBP und
die Uni Halle-Wittenberg versendet.

Mit dem Ziel einer gerichteten Immobilisierung der EL012 wurden dartber hinaus mittels
molekularbiologischer Methoden N- bzw. C-terminale Immobilisierungstags eingefiigt sowie
Aminosaureaustausche gegen Cystein vorgenommen. Die Expression der von Eucodis
erzeugten ELO12 Varianten, die gerichtete Immobilisierung und Charakterisierung beziglich
Hydrolyse- und Syntheseaktivitat der Enzyme erfolgte im Arbeitskreis von Professor Pietzsch
(Uni Halle-Wittenberg).

Basierend auf den etablierten Fermentations- und Reinigungsprotokollen der EL012 wurde
am Fraunhofer CBP ein Scale-up der ELO012-Produktion vorgenommen und eine
ungerichtete Immobilisierung des Biokatalysators unter Variation des polymeren
Tragermaterials durchgefuhrt. Die Bestimmung der Hydrolyse- und Syntheseaktivitat der
ELO12-OC- und ELO12-OD-Chargen sowie die Untersuchung des Einflusses der
Trocknungsmethode auf die Aktivitdt des immobilisierten Enzyms erfolgten in Kooperation
mit der Uni Halle und mit Eucodis Bioscience.
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Initiale Studien zur kovalenten ungerichteten Knipfung der Eucodis Lipasen 12 und 70 an
polymere Enzymcarrier beinhalteten zunachst eine Optimierung des Tragermaterials
hinsichtlich PartikelgroBe und Porendurchmesser (Relizyme™ EP113/S und EP403/S,
Sepabeads® EP503/S) sowie Spacerlange (Epoxy EP, Aminoepoxy HFA, Ethylamino EA;
Abbildung 65) und identifizierten Relizyme™ EP403/S der Fa. Resindion als das
Tragermaterial der Wahl. Dieser hochpordse nukleophile Enzymcarrier besteht aus
Polymethacrylat, hat eine PartikelgroRe von 100-300 um, einen Porendurchmesser von 40-
60 nm und eine funktionelle Epoxygruppe, Uber die das zu immobilisierende Protein
gekuppelt wird. Charakteristische Merkmale wie eine hohe chemische, physikalische und
thermische Stabilitait sowie ein quellarmes Verhalten und eine mechano-osmotische
Resistenz zeichnen dieses Material aus.

H OH
O/\<]o O/\/N\)\/O\/\/\O/\do O/\/ NH,

EP403 HFA403 EA403

Abbildung 65: Variation des Spacers am Tragermaterial ReliZzymeTM EP403.

Darlber hinaus erfolgte eine Variation der Immobilisierungsbedingungen hinsichtlich Puffer
(Molaritat, pH, Zusatz von Salzen), Nachbehandlung mit Nukleophilen (Ethanolamin,
Ethylendiamin, Glycin) und Trocknungsmethode (Luft, Aceton, Methanol, Glycerol). Als
optimale Parameter erwiesen sich eine mehrtagige Inkubation von Enzym und Matrix in 1 M
Phosphatpuffer, pH 7 bei 25°C, kein Posttreatment und Lufttrocknung.

Prozessrelevante  Eigenschaften wie  Syntheseaktivitat (siehe  Abbildung  66),
Temperaturstabilitat und Wiederverwendbarkeit (siehe Abbildung 67) derartig immobilisierter
ELO70-Proben wurden anhand der Veresterung von Palmitinsdure mit Methanol in Toluol
eingehend untersucht.

Variation des Posttreatments ohne Posttreatment Variation des Posttreatments
ohne Trocknung Variation der Trocknung Lufttrocknung
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Abbildung 66: Einflu von Posttreatment und Trocknung auf die ELO70immob-katalysierte
Methylierung von Palmitinsdure in Toluol. Reaktionsbedingungen: 0,01 mmol Palmitinséure,
0,1 mmol Methanol, 50 mg feuchte EL0O70, 10 mg trockene ELQO70, Toluol, 30°C, 22 h.

Unter den gewahlten Bedingungen konnten hocheffiziente Veresterungsprozesse nahezu
unabhangig von der Methode des Posttreatments und der Trocknung bei Temperaturen bis
zu 60°C und einer maximal 10-maligen Wiederverwendung des tréagergebundenen
Katalysators nachgewiesen werden.
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Abbildung 67: Wiederverwendbarkeit der ELO70immob fur die enzymatische Veresterung von
Palmitinsdure in Toluol. Reaktionsbedingungen: 0,01 mmol Palmitinsaure, 0,1 mmol Methanol,
50 mg feuchte EL070, 2 mg Novo435, Toluol, 30°C, 22 h.

Fir das weitere Screening wurden die Lipasen in spezifischen Reaktionen eingesetzt und
untersucht (siehe folgende Kapitel 3.5.1.1 bis 3.5.1.7, 3.5.2).

3.5.1.1 Fettsaurespezifitat der Lipasen

Die initiale Charakterisierung der ausgewahlten Biokatalysatoren ELOO1-ELO74 hinsichtlich
Temperaturoptimum, Spaltung von Triglyceriden und Substratspezifitat fur Carbonséureester
ergab eine optimale Enzymaktivitat in einem Bereich zwischen 30°C und 40°C sowie einen
signifikanten Einfluss der Lange des Acylrestes auf die Hydrolyserate. Die Bestimmung der
Fettsaurespezifitat der Lipasen war demnach von grundlegender Bedeutung fir alle weiteren
geplanten Vorhaben und kann routinemafRig mit Hilfe eines spektrophotometrischen
Testsystems realisiert werden (siehe Abbildung 68).

O (6]
1l Lipase [l
H3C—(CHg)p—C-0 NO; ——> HzC—(CHp)p—C-OH + HO NO>

Fettsaure-4-nitrophenylester Fettséaure 4-Nitrophenol

Abbildung 68: Testsystem zur Evaluierung der Fettsdurespezifitat von Lipasen.

So fuhrt die Hydrolyse von Fettsdure-4-nitrophenylestern mittels aktiver Lipasen zur
Freisetzung der korrespondierenden Fettsdure und 4-Nitrophenol, dessen Absorption bei
einer Wellenlange von 405 nm detektiert werden kann. Fir das geplante Screening auf die
Kettenlangenspezifitat von Lipasen wurden zunachst gesattigte Fettsduren bestehend aus 4,
8, 12, 16, 18, 20 und 22 C-Atomen als Substrate ausgewahlt. Da ungeséttigte Fettsduren
den Hauptanteil der Fettsauren in Pflanzendlen ausmachen, sollte dariber hinaus die
Akzeptanz der einfach ungesattigten Olsaure (C18:1), Gondos&ure (C20:1) und Erucasaure
(C22:1) sowie die der 2- und 3-fach ungesattigten Linol- (C18:2) und Linolensaure (C18:3)
als typische Inhaltsstoffe von Pflanzendlen getestet werden. Der Einsatz von trans-Olsaure,
Elaidinsdure genannt, war insofern von Interesse, um den Einfluss der Konfiguration der
Doppelbindung auf die Substratspezifitéat von Lipasen aufzuklaren.

Wahrend die 4-Nitrophenylester der geséttigten Fettsduren mit einer Kettenlange von C4 bis
C18 kommerziell erhéltlich sind, galt es die Derivate der Arachinsaure (C20:0) und
Behensaure (C22:0) sowie aller ein- und mehrfach ungesattigten Fettsauren chemisch unter
Einsatz der Carbodiimid-Methode herzustellen. Dazu wurden equimolare Mengen an
Fettsaure, 4-Nitrophenol sowie Kupplungsreagenz in trockenem Dichlormethan geldst und
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Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Nach dem Waschen der organischen Phase mit
gesattigter NaCl-Losung, dem Trocknen Uber NaSO, und dem Entfernen des Lésemittels
gelang eine Aufreinigung der Rohprodukte mittels Chromatographie. Im Anschluss an die
NMR-spektroskopische, massenspektrometrische und chromatographische Uberpriifung der
Identitat und Reinheit der Fettsaure-4-nitrophenylester erfolgte deren Einsatz in einem
Mikrotiterplattenassay unter standardisierten Hydrolysebedingungen der Fa. AMANO (pH 7,
37°C). Um eine vollstandige Ldslichkeit der langkettigen Fettsduren 2C16 auch Uber einen
langeren Reaktionszeitraum zu garantieren, wurde sich anstelle eines 0.1 M Phosphatpuffers
ohne Detergenzien fir ein Reaktionsmedium mit einem Gehalt an 0,5% (m/v) Triton X-100
und 0,1% (m/v) Gummi arabicum entschieden.
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Abbildung 69: Kettenlangenspezifitat der Eucodis Lipasen ELO01-ELO74 und Cal B gegenuber
gesattigten Fettsduren. Reaktionsbedingungen: 0,1 M Phosphatpuffer, 0,5 % (m/v) Triton X-100,
0,1 % (m/v) Gummi arabicum (pH 7,0); 10% (v/v) DMF; [Fettsaure-4-nitrophenylester]: 0,5 mM;
[Lipase]: 0,5 mg/ml; 37°C; 2 h.

In Abbildung 69 sind die Kettenlangenpraferenzen der 31 neuen Eucodis Lipasen ELOO1-
ELO74 sowie der Candida antarctica lipase B (Cal B; Referenzlipase) nach einer Inkubation
von 0.5 mM Fettsdure-4-nitrophenylester mit 0.5 mg/ml Protein Uber einen Zeitraum von 2 h
bei 37°C vergleichend gegenlbergestellt. Die gelb gefarbten Kavitaten der Mikrotiterplatten
zeigen sehr anschaulich, dass die Fahigkeit von Lipasen zur Hydrolyse von Acyl-4-
nitrophenylestern mit zunehmender Kettenlange der Fettsdure abnimmt. So spalten alle 31
untersuchten Eucodis Lipasen sowie Cal B erfolgreich die Esterderivate der kurzkettigen
Buttersaure, Caprylsdure und Laurinsaure. Eine Verlangerung der Kettenlange der Fettsaure
von 12 auf 16 C- bzw. 18 C-Atome hat einen deutlichen Spezifitdtsverlust seitens der
Lipasen 4, 6, 10, 15, 32, 34, 37, 38, 59, 62, 63, 64, 66, 72 und 74 gegenuber dem Palmitat
und zusatzlich der Lipasen 44, 67 und 68 gegeniber dem 4-Nitrophenylstearat zur Folge.
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Hervorhebenswert ist der experimentelle Befund, dass im Falle des 20 C-Atome-haltigen
Esterderivates eine Hydrolyse durch die Lipasen 1, 8, 12, 13, 14, 16, 56 sowie 70 katalysiert
wurde und sogar fur die C22-haltige Verbindung 4-Nitrophenylbehenat ein Umsatz durch die
6 Eucodis Lipasen 1,12,13, 16, 56 und 70 beobachtbar war.

Ohne fir jede individuelle Lipase ins Detail zu gehen, lasst eine genaue Analyse der
kinetischen Daten folgende zusammenfassende Aussagen zu: Alle untersuchten 32 Lipasen
wiesen gegenilber dem kurzkettigen Butyrat bzw. dem Octanoat die hochste Aktivitat auf,
wobei sich die Lipasen 8, 64, 65 und 70 durch Werte >1000 mU/mg hervorhoben.

Der Einsatz des mittellangen Laurinsdurederivates hatte fir alle Enzyme zwar eine
Verringerung jedoch messbare Hydrolysegeschwindigkeiten zur Folge. Betrachtet man
hingegen die Akzeptanz der langerkettigen Palmitinsaure und Stearinsaure, so wird ein
signifikanter Spezifitatsverlust seitens 18 Eucodis Lipasen offenbar, der sich entweder in
nicht messbaren oder spezifischen Aktivitaten <1 mU/mg &ulRerte. Im Falle der langkettigen
C20- und C22-haltigen Arachinsaure- und Behensaureester konnte im Gegensatz zur
Referenzlipase Cal B fir die Eucodis Lipasen 1, 12, 13, 14, 16, 31/ll, 56 und 70 ein
enzymatischer Umsatz erzielt werden, wobei sich besonders EL056 und ELO70 durch
vergleichsweise hohe spezifische Aktivitdten von der Buttersaure bis hin zur Behensaure
auszeichneten.

Nach der Evaluierung der Substratspezifitdat von Lipasen gegenlber gesattigten Fettsauren
der Kettenlange C4 bis C22 schlossen sich Studien zur Akzeptanz der ausgewahlten
ungesattigten Fettsauren an. In Analogie zu den vorangegangenen Studien erfolgte der
Einsatz der chemisch synthetisierten 4-Nitrophenylester sowohl im Mikrotiterplattenassay zur
Darstellung eines Gesamtiberblicks als auch in hydrolysekinetischen Untersuchungen zur
Ermittlung von spezifischen Aktivitdten. In Abbildung 70 sind die Spezifitaten der Eucodis
Lipasen sowie Cal B gegeniber ein- und mehrfach ungesattigten Fettsauren
zusammengefasst. Ebenso wie in Abbildung 69 wird ersichtlich, dass Uber einen Zeitraum
von 2 h unter den gewahlten Bedingungen, d.h. die Wahl eines detergenzhaltigen Puffers,
nahezu keine Spontanhydrolyse der Acyl-4-nitrophenylester stattfindet.
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Abbildung 70: Kettenldngenspezifitdt der Eucodis Lipasen EL001-EL074 und Cal B gegeniiber
ungesattigten Fettsauren. Reaktionsbedingungen: 0,1 M Phosphatpuffer, 0,5 % (m/v) Triton X-
100, 0,1 % (m/v) Gummi arabicum (pH 7,0); 10% (v/v) DMF; [Fettsaure-4-nitrophenylester]: 0,5
mM; [Lipase]: 0,5 mg/ml; 37°C; 2 h.

Im Gegensatz dazu resultierte der Einsatz der Lipasen 1, 3, 8, 9, 12, 13, 14, 15, 16, 30, 31/,
44, 56, 65, 70 sowie Cal B in der sichtbaren Gelbfarbung aller Kavitaten, was einer
erfolgreichen enzymatischen Hydrolyse aller ungesattigten Fettsduren mit einer Kettenlange
von C18, C20 und C22 entspricht. Interessanterweise konnte fir die Lipasen 4, 6, 10, 34, 59,
62, 63 und 66 eine deutlich verminderte Akzeptanz (keine Gelbfarbung) der einfach
ungeséttigten Olséaure, Elaidinsdure, Gondosaure und Erucasdure ermittelt werden,
wohingegen fur die ELOO6 eine gewisse Praferenz der dreifach ungesattigten Linolenséure
erkennbar war. Generell sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass das Vorhandensein
einer bzw. mehrerer Doppelbindungen innerhalb der Fettsdure zu einer besseren Lipase-
katalysierten Umsetzung unabhéngig vom eingesetzten Enzym fuhrte.

In Ubereinstimmung zu den 4-Nitrophenylestern der gesattigten Fettsauren wurden auch fir
die ein- und mehrfach ungesattigten Fettsdurederivate die spezifischen Hydrolyseaktivitaten
bestimmt. Wie aus den experimentellen Daten hervorging, konnten fir eine Vielzahl an
Eucodis Lipasen( EL 4, 6, 10, 34, 38, 59, 62, 63, 64, 66, 67, 68, 72, 74) nur auRerordentlich
geringe Umsatzgeschwindigkeiten von <1 muU/mg getestet werden, weshalb auf ihre
Darstellung in Tabelle 2 verzichtet wurde. Im Gegensatz resultierte die Spaltung von
ungesattigten Fettsdureestern der Kettenlange =C18 mittels der Lipasen 12, 56 und 70 in
spezifischen Aktivitditen von >100 mU/mg und mittels der Lipasen ELO13 und ELO16 in
Werten zwischen 15 und 50 mU/mg.
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Eine genaue Analyse der Hydrolyseraten von Ol-, Gondo- und Erucaséure hinsichtlich des
Einflusses der Kettenlange der Fettsaure verdeutlicht den bereits erwahnten Fakt, dass mit
steigender Anzahl der Kohlenstoffatome die Geschwindigkeit der Spaltung der jeweiligen
Acyl-4-nitrophenylester abnimmt. Vergleicht man hingegen die spezifischen Aktivitaten der
gesattigten und ungesattigten Fettsduren gleicher Kettenlange (C18) miteinander, so wird fur
alle untersuchten Eucodis Lipasen sowie die Referenzlipase Cal B eine deutliche
Bevorzugung des dreifach ungesittigten Estersubstrates sichtbar, welche sich in den
hochsten Umsatzraten des Linolenséurederivates auf3ern.

3.5.1.2 Regioselektive enzymatische Hydrolyse

Lipasen werden wegen ihrer Regio- und Substratselektivitat haufig zur Modifizierung von
Fetten und Olen mittels Hydrolyse, Veresterung und Umesterung genutzt, um Lipide mit
wertvollen (lebensmittel)technischen, biochemischen und physiologischen Eigenschaften zu
gewinnen. Um bei dieser Fettspaltung alle Edukte, Produkte und Intermediate detektieren zu
kénnen, ist jedoch die Etablierung einer leistungsfahigen Analytik notwendig, die den
Nachweis von Fettsauren, Triglyceriden, 1,2- und 1,3-Diglyceriden sowie Monoglyceriden
erlaubt (siehe Abbildung 71).
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Abbildung 71: Regiospezifitat von Lipasen.

Aufgrund der starken Lipophilie dieser Verbindungen haben sowohl in der quantitativen als
auch qualitativen Fettanalytik besonders gaschromatographische Verfahren essentielle
Bedeutung erlangt. Als Methode der Wahl wurde sich jedoch alternativ fir die
Dunnschichtchromatographie entschieden, da sie eine einfache Charakterisierung
typenreiner Glyceride auch bei hohen Enzymkonzentrationen und inhomogenen Lésungen
erlaubt.

Als optimales System zur Separierung von Tri-, Di- und Monoglyceriden sowie Fettsduren
und Glycerol erwiesen sich, wie Abbildung 72 am Beispiel von Tri-, Di- und Monopalmitin
bzw. -octanoin zeigt, Hochleistungskieselgelplatten (HPTLC Platten) als stationare Phase
und ein Gemisch aus 80 Anteilen Petrolether, 20 Anteilen Diethylether, 2 Anteilen
Essigsaure sowie 0,5 Anteilen Methanol als mobile Phase. Die Anfarbung der Spots erfolgte
wegen des guten Kontrastes mittels einer 10%igen Phosphomolybdanséure in Ethanol,
wobei die HPTLC Platten zur gleichméRigeren Verteilung der Farbeldsung darin eingetaucht
wurden.
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Abbildung 72: Dunnschichtchromatographisches System zur Separierung von Acylglyceriden
und Fettsauren. 1 =Triglycerid, 2 =1,3+1,2-Diglycerid, 3 =1,2-Diglycerid, 4 = Monoglycerid,
5 = Fettsaure. Analysebedingungen: HPTLC Platten, 80/20/2/0,5 (v/viviv; Petrolether/
Diethylether/Essigsaure/MeOH), Detektion mittels ethanolischer Phosphomolybdansaure.

Nach der erfolgreichen Etablierung einer leistungsfahigen Analysenmethode stand in den
nachfolgenden Experimenten die Ermittlung der Regiospezifitdt der Eucodis Lipasen EL0O01-
ELO74 im Mittelpunkt des Interesses. Als Testsysteme wurden unter Beriicksichtigung der
Fettsaurespezifitat der Lipasen die kommerziell verfigbaren typenreinen Triglyceride
Tripalmitin und Trioctanoin ausgewahlt und in Abhangigkeit von der Interpretierbarkeit der
Resultate an jeweiliger Stelle abgebildet. Bezlglich des Reaktionsmediums wurde sich fir
das organische Lésemittel Toluol entschieden, in welchem die Aktivitat zahlreicher Eucodis
Lipasen erfolgreich nachgewiesen wurde. Eine Optimierung der Enzym- und Substrat-
konzentration hinsichtlich einer guten Detektierbarkeit aller Edukte und Produkte ergab eine
optimale Enzymmenge von 5 bis 20 mg und Substratkonzentrationen von 5 mM im Falle des
Tripalmitins und 10 mM im Falle des Trioctanoins bei einer Reaktionszeit von 24 Stunden.
Um nun die Fahigkeit aller produzierten Eucodis Lipasen sowie der Referenzlipase Cal B zur
regioselektiven Spaltung der beiden ausgewahlten Triglyceride evaluieren zu koénnen,
erfolgte unter optimierten Bedingungen zunachst die Hydrolyse von Tripalmitin und
Trioctanoin mittels der Eucodis Lipasen EL001-EL016. Als Negativkontrolle wurde die
nichtenzymatische Fetthydrolyse mitgefuhrt.

Anhand der DC-Analyse nach einer 24stindigen Inkubationszeit wird ersichtlich (siehe
Abbildung 73), dass die Eucodis Lipasen EL004, EL0O06, ELO08 und ELOQ9 trotz Einsatz des
Triglycerides mit kurzkettigen Fettsauren keine detektierbare Akkumulation von 1,2- bzw.
1,3-Dioctanoin katalysierten (siehe Abbildung 73d), die wiederum eine Bestimmung der
Regiospezifitdt dieser vier Enzyme gestatten wirde. Da auch eine Erhdhung der
Enzymkonzentrationen keinerlei Veréanderung der Zusammensetzung der
Reaktionsgemische bewirkte, kann vermutet werden, dass Triglyceride nicht zu den nativen
Substraten dieser Lipasen zdhlen bzw. dass die gewéhlten Bedingungen nicht den
Enzymanforderungen genigen. Ein véllig anderes Resultat ergab jedoch die Konversion des
langerkettigen Triglycerides Tripalmitin mittels der Eucodis Lipasen 1, 3, 12, 13, 14, 15 und
16 (siehe Abbildung 73a-c). So hatte eine Variation der Lipasemengen eine deutliche
Entstehung von 1,2-Dipalmitin im Falle der Lipasen EL001, EL0O12, ELO13, ELO14, ELO16
und moglicherweise auch ELO15 zur Folge, was der Abspaltung eines Palmitinsaurerestes
aus der Position 3 entspricht und als Hinweis auf eine 1,3-Regiospezifitat dieser Enzyme
gedeutet werden konnte.
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Abbildung 73: ELOO1-ELO16-katalysierte regiospezifische Hydrolyse von Tripalmitin (a-c) und
Trioctanoin (d). Reaktionsbedingungen: 5 mM Tripalmitin, 10 mM Trioctanoin, 5 mg Lipase
(a+b), 10 mg Lipase (c+d), Toluol, 30°C. Analysebedingungen: HPTLC Platten, 80/20/2/0,5
(v/viviv; Petrolether/Diethylether/Essigsaure/MeOH), Detektion mittels ethanolischer Phospho-
molybdansaure. Dipal = Mischung von 1,2- und 1,3-Dipalmitin, Dioct = 1,2-Dioctanoin, C16-OH
= Palmitinséaure, C8-OH = Octanséaure, neg Kon = Negativkontrolle ohne Lipase.

Betrachtet man die Hydrolyse des Trioctanoins durch die Eucodis Lipasen 8B/C, 10, 17, 20
sowie 30-56 vergleichend mit dem Umsatz durch die Referenzlipase Cal B Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden (siehe Abbildung 74a-d), so zeichnen sich die vier Enzyme EL020,
ELO031, ELO32 und ELO56 durch eine deutlich detektierbare Bildung von 1,2-Dioctanoin aus.
Diese resultiert aus der enzymatischen Hydrolyse der Esterbindung in Position 3 und ist ein
Indiz fir die 1,3-Regiospezifitat der genannten Enzyme. Uberraschend war der
experimentelle Befund unter Einsatz der in der Literatur als 1,3-spezifisch beschriebenen
Referenzlipase Cal B. Wie Abb. 8d veranschaulicht, hat die Cal B-katalysierte Spaltung von
Trioctanoin die Bildung von zwei Produkten in nahezu gleicher Menge zur Folge, die auf der
Grundlage entsprechender Referenzen eindeutig als 1,2- und 1,3-Dioctanoin identifiziert
wurden. Dieses Resultat steht im Einklang mit den Transesterifizierungsreaktionen von
Monopalmitin mittels Cal B (Daten nicht gezeigt), in denen ebenfalls die Formierung von 1,2-
und 1,3-Dipalmitin detektiert werden konnte, die auf eine Unspezifitat dieser kommerziell
erhaltlichen Enzymcharge hindeutet.

Di EL EL EL EL cCs8 Di neg EL EL EL C8 Di EL EL EL EL C8 Di neg EL EL Cal C8
oct 17 20 8B 8C OH oct Kon 10 30 31 OH oct 32 34 37 38 OH oct Kon 44 56 B OH
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Abbildung 74: ELOO8-EL056- sowie Cal B-katalysierte regiospezifische Hydrolyse von
Trioctanoin (a-d). Reaktionsbedingungen: 10 mM Trioctanoin, 5 mg Cal B, 20 mg Lipase,
Toluol, 30°C. Analysebedingungen: HPTLC Platten, 80/20/2/0,5 (viviviv;, Petrolether/
Diethylether/Essigsdaure/MeOH), Detektion mittels ethanolischer Phosphomolybdanséaure. Dioct
=1,2-Dioctanoin, C8-OH = Octanséaure, neg Kon = Negativkontrolle ohne Lipase.

Eine detaillierte Analyse der EL059-EL074-katalysierten Umsetzung von Trioctanoin und
Tripalmitin in Abbildung 75 ergab lediglich im Falle der vier Enzyme EL066, EL068, ELO70
und ELO74 Hinweise auf ihre Fahigkeit zur regiospezifischen Hydrolyse von Triglyceriden. So
fuhrte die eintégige Inkubation von jeweils 20 mg Lipase mit Substrat in Toluol zur Bildung
von 1,2-Dioctanoin bzw. 1,2-Dipalmitin, welche die Abspaltung der jeweiligen Fettsaure aus
der sn3-Position voraussetzt. Fir die Eucodis Lipase EL066 wurde dartber hinaus im
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Bereich des 1,3-Diglycerides eine Bande beobachtet, die aus Verunreinigungen der
Enzympréparation stammt und bereits zum Startpunkt der Reaktion detektierbar war (DC
nicht abgebildet), jedoch die Bildung von 1,3-Dioctanoin nicht ausschlief3en kann.

Di neg EL EL EL C8 Di EL EL EL EL C8 Di EL EL EL EL C8 Di EL EL EL EL C16
oct Kon 59 62 63 OH oct 64 65 66 67 OH oct 68 70 72 74 OH pal 68 70 72 74 OH
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Abbildung 75: EL059-EL074-katalysierte regiospezifische Hydrolyse von Trioctanoin (a-c) und
Tripalmitin (d). Reaktionsbedingungen: 5 mM Tripalmitin, 10 mM Trioctanoin, 20 mg Lipase,
Toluol, 30°C. Analysebedingungen: HPTLC Platten, 80/20/2/0,5 (viviviv; Petrolether/
Diethylether/Essigséure/MeOH), Detektion mittels ethanolischer Phosphomolybdanséaure. Dipal
= Mischung von 1,2- und 1,3-Dipalmitin, Dioct = 1,2-Dioctanoin, C16-OH = Palmitinsaure, C8-OH
= Octanséaure, neg Kon = Negativkontrolle ohne Lipase.

Zusammenfassend kann aus den experimentellen Befunden zur Hydrolyse von Tripalmitin
und Trioctanoin in Kombination mit den Ergebnissen der Umesterung von 1-Palmitin mit
Palmitinsédure-4-nitrophenylester (Daten nicht gezeigt) folgendes hinsichtlich der
Regiospezifitat der produzierten Eucodis Lipasen formuliert werden: Neben einer Vielzahl
hydrolyse- und umesterungsnegativer Enzyme erwiesen sich die Biokatalysatoren EL0O1,
ELO12, ELO13, ELO14, ELO15, ELO16, ELO20, ELO31, EL0O32, ELO56, ELO68, ELO70 und
ELO74 als 1,3-regiospezifisch. Im Falle der Referenzlipase Cal B sowie der Eucodis Lipase
66 war die Bildung von 1,3- sowie 1,2-Diacylglycerid detektierbar, jedoch nicht einwandfrei
als solche nachgewiesen.

3.5.1.3 Enzymatische Hydrolyse

Nach der erfolgreichen Etablierung einer leistungsfahigen Analysenmethode zur
Bestimmung der Regioselektivitdit der Eucodis Lipasen stand in den nachfolgenden
Experimenten die Lipase-katalysierte Hydrolyse von Pflanzendlen im Mittelpunkt des
Interesses. Als Ole wurden zu diesem Zweck von der Fa. Dracosa zur Verfligung gestelltes
gereinigte Senfol, Drachenkopfdél und Holunderkerndl sowie ungereinigtes Krambedl als
komplexe Triglyceride ausgewahlt. Hinsichtlich des Reaktionsmediums wurde sich fir den
detergenzhaltigen Phosphatpuffer (pH 7,0) entschieden, in dem die Spezifitat/Aktivitat aller
31 Eucodis Lipasen gegeniber kurz- und langkettigen Fettsdureestern bereits erfolgreich
nachgewiesen werden konnte (siehe Tabelle 58 und Tabelle 59, Abbildung 69 und Abbildung
70). Eine initiale Optimierung der Enzym- und Substratkonzentration hinsichtlich einer guten
Detektierbarkeit aller Edukte und Hydrolyseprodukte ergab unter Einsatz der Eucodis Lipase
ELO12 als Katalysator und Senfdl als Substrat eine optimale Enzymmenge von 10 mg/mL
und einen Gehalt an 20 pl Pflanzendl/ml bei einer Reaktionszeit von einigen Tagen. Um nun
die Fahigkeit aller produzierten Eucodis Lipasen sowie der Referenzlipase Cal B zur
Spaltung der vier Pflanzenéle zu evaluieren, erfolgte unter optimierten Bedingungen
zunéchst die Hydrolyse von gereinigtem Senfél mittels der Eucodis Lipasen 1-16. Als
Negativkontrolle wurde die spontane Olhydrolyse mitgefiihrt. Anhand der DC-Analyse nach
einer 48 stundigen Inkubationszeit wird ersichtlich (siehe Abbildung 76), dass nur die
Lipasen 1, 12, 13, 14, 16 und in gewissem Mal3 auch 15 zu einer enzymatischen Hydrolyse
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von Senfdél fuhren. Der Einsatz der Lipasen 3, 4, 6, 8 und 9 hat hingegen die Bildung von
Produkten in Mengen zur Folge, die sich kaum von der der Spontanhydrolyse unterscheidet.
Diese experimentellen Befunde stehen im Einklang mit der in den Hydrolysestudien
gefundenen Akzeptanz langkettiger Fettsduren seitens der Lipasen 1, 12, 13, 14, (15) und 16
(siehe Abbildung 69 und Abbildung 70, Tabelle 58 und Tabelle 59).

ohne EL EL EL EL EL EL EL EL EL EL EL
Emzym 1 3 4 6 8 9 12 13 14 15 16

1
® 29 9 ® — Tolyceride des _’. R K F

gereinigten Senfols

E & & freie Fettsauren

. _ «— Hydrolyseprodukte —, 3 ’ ’ ’ ’ ’
- A4

48 h Reaktionszeit 48 h Reaktionszeit

Abbildung 76: Lipase-katalysierte Spaltung von gereinigtem Senfdl. Reaktionsbedingungen:
0,1 M Phosphatpuffer, 0,5 % (m/v) Triton X-100, 0,1 % (m/v) Gummi arabicum (pH 7,0); 37°C;
[Senfol]: 2 ul/100 pl, [ELOO1-ELO16]: 1 mg/100 ul. Analysebedingungen: HPTLC Platten,
80/20/2/1 (viviviv;Petrolether/Diethylether/Essigsaure/MeOH), Detektion mittels ethanolischer
Phosphomolybdansaure.

Zur Ermittlung dessen, ob die enzymatische Triglyceridspaltung Uber einen langen Zeitraum
vollstandig und unabhangig vom eingesetzten Pflanzendl verlauft, wurde das Experiment
mittels der aktiven Lipasen 1, 12, 13, 14 und 16 unter Einsatz von Senf-, Drachenkopf-,
Holunderkern- und Krambedl wiederholt. Eine Analyse der Reaktionen tUber mehrere Tage
hinsichtlich des Olgehaltes macht einen kompletten Abbau von Senfol und Drachenkopfdl in
die entsprechenden Monomere durch die Eucodis Lipasen 1, 12, 13 und 16 deutlich (siehe
Abbildung 77). Fur sowohl das Holunderkerndl (Ausnahme EL0OO1) als auch das Krambedl
reichte hingegen eine Reaktionszeit von 96 h nicht aus, um vollstdndig enzymatisch
degradiert zu werden.

Senfol Drachenkopfol Holunderkernol Krambeodl
ohne EL EL EL EL EL ohne EL EL EL EL EL ohne EL EL EL EL EL
Enzym 1 12 13 14 16 ohne EL EL EL EL EL Enzym 1 12 13 14 16 Enzym 1 12 13 14 16

Enzym 1 12 13 14 16 - 'Y 2 & &
- . . - | = - - -
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96 h Reaktionszeit 96 h Reaktionszeit
96 h Reaktionszeit i

96 h Reaktionszeit

Abbildung 77 ELOO1-ELO16-katalysierte Spaltung von Pflanzendélen.
Reaktionsbedingungen: 0,1 M Phosphatpuffer, 0,5 % (m/v) Triton X-100, 0,1 % (m/v)
Gummi arabicum (pH 7,0); 37°C; [Ol]: 2 /100 pl, [ELO01-ELO016]: 1 mg/100 .
Analysebedingungen: HPTLC Platten, 80/20/2/1 (v/iviviv;Petrolether/Diethylether/
Essigsaure/MeOH), Detektion mittels ethanolischer Phosphomolybdéanséaure.

Betrachtet man vergleichend die Hydrolyse der vier Pflanzentle durch die ebenfalls zur
Hydrolyse langerkettiger Fettsaurederivate befahigten Eucodis Lipasen EL030, ELO31/Il,
ELO56, ELO65 und ELO70 Uber einen Zeitraum von vier Tagen (siehe Abbildung 78), so
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zeichnet sich nur die ELO70 durch eine nahezu vollstadndige Konversion der eingesetzten vier
komplexen Fette aus. Im Falle des Drachenkopféls wurde darlber hinaus eine fast komplette
Umsetzung mittels der Lipasen 31/ll und 56 erzielt, wohingegen die Anwendung von Senf-
und Krambedl als Triglyceridsubstrate zu unvollstandigen enzymatischen Abbaureaktionen
fuhrte.

Senfol Drachenkopfol Holunderkernol Krambeol
ohne EL EL EL EL EL ohne EL EL EL EL EL ohne EL EL EL EL EL ohne EL EL EL EL EL
Enzym 30 31 56 65 70 Enzym 30 31 56 65 70 Enzym 30 31 56 65 70 Enzym 30 31 56 65 70
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Abbildung 78: EL030-ELO70-katalysierte Spaltung von Pflanzendlen. Reaktionsbedingungen:
0,1 M Phosphatpuffer, 0,5 % (m/v) Triton X-100, 0,1 % (m/v) Gummi arabicum (pH 7,0); 37°C;
[O1]: 2 pl/100 pl, [ELO01-EL016]: 1 mg/100 pl. Analysebedingungen: HPTLC Platten, 80/20/2/1
(viviviv;Petrolether/Diethylether/Essigsaure/MeOH), Detektion mittels ethanolischer
Phosphomolybdanséaure.

Ein &ahnliches Resultat wurde auch unter Einsatz der Referenzlipase B aus Candida
antarctica (Cal B) erzielt. So veranschaulicht Abbildung 79 einen kompletten Umsatz von
Drachenkopfdl (Bahn 6) sowie eine partielle enzymatische Hydrolyse von Krambe-, Senf-
und Holunderkerndl (Bahn 2, 4 und 8).

Abbildung 79: Cal B-katalysierte Spaltung von
Pflanzen6len. Reaktionsbedingungen: 0,1 M

1 2 3 4 5 6 7 8 Phosphatpuffer, 0,5 % (m/v) Triton X-100, 0,1 %
> (m/v) Gummi arabicum (pH 7,0); 37°C; [OI]: 2 ul/100
ve L ‘ pl, [Cal B]: 1 mg/100 pl.
1, 3, 5, 7 = spontane Olhydrolysen

4 = Cal B-katalysierte Senfélhydrolyse
6 = Cal B-katalysierte Drachenkopfélhydrolyse
‘ - 8 = Cal B-katalysierte Holunderkernélhydrolyse
e e

’ 2 = Cal B-katalysierte Krambeolhydrolyse

t ® “

Mo . Analysebedingungen: HPTLC Platten, 80/20/2/1 (viviviv;
96 h Reaktionszeit Petrolether/Diethylether/Essigsédure/MeOH), Detektion
mittels ethanolischer Phosphomolybdénsaure.

Zur Identifizierung der gebildeten Hydrolyseprodukte mittels Massenspektrometrie erfolgten
die Reaktionen Uber mehrere Tage in Phosphatpuffer ohne Detergenzien, da sowohl Triton
X-100 als auch Gummi arabicum als periodisch wiederkehrende Stérsignale im
Massenspektrum auftreten.

Nach einer Chloroform-Extraktion der Lipidbestandteile und Resuspension dieser in einem
Gemisch aus ACN/MeOH wurden ESI-Spektren im Negativmodus aufgenommen (siehe
Abbildung 80). Die beispielhaft mittels der Eucodis Lipase 12 gebildeten Hydrolyseprodukte
des Senfdls konnten als Stearinsdure, Olsaure, Linolsaure und Linolensadure identifiziert
werden.
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gereinigtes Senfdl vor der Hydrolyse gereinigtes Senfol nach der Hydrolyse

Abbildung 80: ESI Massenspektren vor und nach der ELO12-katalysierten Hydrolyse von
gereinigtem Senfol. Entstandene Hydrolyseprodukte: Stearinsaure (m/z: 282,9 [M-H]-);
Olsaure (m/z: 280,9 [M-H]-); Linolséure (m/z: 279,0 [M-H]-); Linolensé&ure (m/z: 277,0 [M-H]-).

Nach dem chromatographischen Nachweis einer generellen Hydrolysierbarkeit der vier
ausgewahlten Pflanzendle im wassrigen Milieu (siehe Abbildung 76 bis Abbildung 79) stand
in den nachfolgenden Experimenten die Quantifizierung der enzymatischen Olhydrolyse im
Mittelpunkt. Als komplexe Triglyceride wurden zu diesem Zweck wiederum das von der Fa.
Dracosa zur Verfigung gestellte gereinigte Senfdl, Drachenkopfdl und Holunderkerndl sowie
das ungereinigte Krambedl eingesetzt. Als Biokatalysatoren waren neben der Referenzlipase
Cal B vor allem die Eucodis Lipasen EL001, EL012, ELO013, ELO16 und ELO70 von
besonderer Bedeutung, da sie sich durch eine breite Akzeptanz von mittel- und langkettigen
gesattigten und ungesattigten Fettsduren auszeichneten (siehe Abbildung 69und Abbildung
70, Tabelle 58 und Tabelle 59).

Zur Evaluierung kinetischer Parameter in der Form von spezifischen Aktivitdten erfolgte die
Herstellung stabiler Ol-Wasser-Emulsionen in 2% (m/v) Gummi arabicum durch 2minitige
Ultraschallbehandlung (30% Amplitude) mittels eines BRANSON Sonifiers W-250 D. Nach
einer thermischen Aquilibrierung dieser Emulsionen bei 37°C und Zugabe optimierter
Lipasekonzentrationen wurde der zeitliche Verlauf der Pflanzenélhydrolyse basierend auf der
Fettsaurefreisetzung durch Konstanthaltung eines neutralen pH Wertes verfolgt (pH 7 Stat
Titration mittels 0,01 N NaOH, Autotitrator der Fa. SCHOTT). Ein Unit (U) Lipaseaktivitat
wurde definiert als die Enzymmenge, die 1 umol Fettsaure pro Minute unter den gewahlten
Reaktions-bedingungen freisetzt.

Diese detaillierte Analyse der kinetischen Daten verdeutlichte mit Werten von ca. 700-5000
mU/mg die schnellste enzymatische Olkonversion durch die beiden Eucodis Lipasen EL0O70
und ELOO1. Im Gegensatz dazu katalysierten EL0O12 und ELO16 die Pflanzendlhydrolyse um
wenigstens eine Zehnerpotenz langsamer (74-138 mU/mg) und gelangten somit in den
Bereich des Referenzenzyms Cal B, fur das im Einklang mit den Fettsdurespezifitaten die
geringsten Olumsatzraten ermittelt wurden. Besonders interessant war der experimentelle
Befund, dass sich unabhéngig von der verwendeten Lipase die Hydrolysegeschwindigkeiten
der vier Pflanzendle trotz diverser Fettsdurezusammensetzung und Herkunft nur minimal
unterschieden. Krambedl mit einem vergleichsweise hohen Gehalt an Erucasaure (C22:1)
wurde dabei prinzipiell mit der héchsten Geschwindigkeit hydrolysiert.
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Nach der erfolgreichen kinetischen Charakterisierung der Pflanzendlhydrolyse im wassrigen
Medium schlossen sich prozessrelevante Untersuchungen in organischen Lésemitteln wie
Hexan und Toluol an, die zu anderen Reaktionsprodukten als in wassrigen Systemen fuhren
kénnen. Da in der Literatur ein positiver Einfluss von tertiaren Aminen auf das Ausmal3 der
Triglyceridkonversion beschrieben wurde (A. Bilyk et al., JAOCS, Vol. 68, Nr. 5, 1991, 320-
323), erfolgte in initialen Studien der Einsatz von aquimolaren Mengen an N,N’-
Diisopropylethylamin, Triethylamin und Tributylamin bei der exemplarisch ausgewahlten
ELO70-katalysierten Hydrolyse von Senfol in Toluol. Wie aus der Abb. 15a hervorgeht, ist die
Lipase 70 auch ohne Zugabe von Base in der Lage, Senfél zu einem gewissen Grad in
Toluol zu spalten (2. Bahn). Betrachtet man hingegen den enzymatischen Umsatz in
Gegenwart von Aminen (siehe Abbildung 81, 3.-5. Bahn), so wird im Falle von N,N"-
Diisopropylethylamin und besonders Triethylamin eine deutlich verstarkte Bildung von
Fettsduren sichtbar, die das Resultat einer beschleunigten Lipase-katalysierten
Fetthydrolyse darstellt. Ein direkter Vergleich des Einflusses unterschiedlicher Mengen an
Triethylamin auf die ELO70-katalysierte Senfdlhydrolyse demonstriert den grof3ten
geschwindigkeits-steigernden Effekt bei Zugabe von 10 Aquivalenten Base (Abbildung 81b,
4.-6. Bahn). Im Gegensatz dazu fihrte die spontane, d.h. nichtenzymatische Umsetzung von
Ol und Base zu keiner Entstehung von Hydolyseprodukten (siehe Abbildung 81b, 1.-3.
Bahn).
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Abbildung 81: EinfluR verschiedener Amine (a) und Triethylaminkonzentrationen (b) auf die
ELO70-katalysierte Senfélhydrolyse in Toluol. Reaktionsbedingungen: 0,0025 mmol Senfdl,
0,0025 mmol DIPEA/TEA/TBA (Abb. 15a), 0,0025/0,005/0,025 mmol TEA (Abb. 15b), 5 mg
ELO70, Toluol, 30°C, 22 h Reaktionszeit. TEA = Triethylamin, DIPEA = N,N’-
Diisopropylethylamin, TBA = Tributylamin.

An die erfolgreiche Optimierung der Reaktionsbedingungen schlossen sich die finalen
Hydrolyseexperimente in Toluol unter Einsatz von 0,0025 mmol Pflanzendl als Substrat,
0,025 mmol Triethylamin als Additiv und definierten Mengen der Katalysatoren Cal B, EL0O01,
ELO12, ELO13, ELO16 und ELO70 an. Inkubationszeiten von 22 Stunden bei einer
Temperatur von 30°C demonstrieren deutlich (siehe Abbildung 82), dass die Eucodis
Lipasen ELOO1, ELO12 und ELO70 zu einem nahezu vollstandigen Abbau aller komplexen
Triglyceride zu den Monomeren Fettsduren und Glycerol fiihrten. Interessanterweise
katalysierten Uber denselben Zeitraum trotz Anwendung vergleichbarer Enzym-
konzentrationen die drei Lipasen Cal B, EL013 und ELO16 nur eine unvollstidndige Hydrolyse
aller vier Pflanzendle, welche das Resultat einer verminderten Akzeptanz langkettiger
Fettsduren und/oder eines Aktivitatsverlustes im gewahlten Reaktionsmedium Toluol
darstellen konnte.
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Abbildung 82: Lipase-katalysierte Hydrolyse von Pflanzendlen in Toluol. Reaktions-
bedingungen: 0,0025 mmol Ol, 0,025 mmol Triethylamin, 10-40 mg Lipase, Toluol, 30°C, 22 h
Reaktionszeit.
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Eine sichtbare Steigerung der Umsatzgeschwindigkeit aller vier Pflanzendle im organischen
Medium konnte jedoch in dem fir Lipasen ebenfalls gebrauchlichen Lésungsmittel Hexan
erzielt werden. So gelang die vollstdndige Hydrolyse von Senf-, Drachenkopf-, Holunderkern-
und Krambedl entweder in wenigen Stunden (ELO01, EL012, ELO70, siehe Abbildung 83)
oder innerhalb eines Tages (EL013, ELO16, Cal B, Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 83: Lipase-katalysierte Hydrolyse von Pflanzendlen in Hexan. Reaktions-
bedingungen: 0,0025 mmol OI, 0,025 mmol Triethylamin, 10-40 mg Lipase, Hexan, 30°C, 8 h
Reaktionszeit.

3.5.1.4 Enzymatische Veresterung

Zur Ermittlung der Fahigkeit der favorisierten Eucodis Lipasen die Veresterung von
Fettsduren katalysieren zu kdnnen, wurde sich sowohl fur die kurzkettige Octansdure als
auch fir die langkettige Olsdure und Arachidinsaure als Substrate entschieden. Im Hinblick
auf die industriell bedeutsame Biodieselproduktion diente Methanol als Alkoholkomponente,
Toluol wurde zunachst als Reaktionsmedium gewahlt. Sowohl die enzymatischen als auch
die spontanen, d.h. nichtenzymatischen Veresterungen wurden wie folgt durchgefiihrt: 0,025
mmol Arachidinsaure bzw. 0,1 mmol Octan- und Olsaure wurden mit einem funffachen
Uberschuss an Alkohol in Gegenwart bzw. Abwesenheit von Lipase iiber Nacht in Toluol bei
einer Temperatur von 30°C inkubiert. Eine Bestimmung der Produktausbeute erfolgte indirekt
durch titrimetrische Ermittlung der nichtumgesetzten Fettsduren. Neben der quantitativen
Analyse wurde dariber hinaus eine dinnschichtchromatographische Kontrolle der
enzymatischen Veresterung unter Verwendung des bereits optimierten Trennsystems
durchgefuhrt (HPTLC, 80/20/2/0,5 (v/vivlv; Petrolether/Diethylether/Essigsaure/MeOH,
Detektion mittels Phosphomolybdénsaure).
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Tabelle 58 fasst die Syntheseeffizienzen der Lipase-katalysierten Veresterung von Octan-,
Ol- und Arachidinsaure mit Methanol nach einer eintagigen Reaktionszeit zusammen und
erbringt den klaren Nachweis einer hocheffizienten Methylierbarkeit von Fettsduren mittels
der favorisierten Eucodis Lipasen EL0O01, EL012, EL013 und ELO70 sowie der Referenz-
lipase Cal B. Produktausbeuten von weniger als 95% konnten durch eine simple
Verlangerung der Inkubationsdauer bis zu einem vollstdndigen Fettsaureverbrauch und
demnach quantitativen Methylierungsgrad der jeweiligen Fettsdure gesteigert werden.
Uberraschenderweise katalysierte die EL016 keine der Veresterungsreaktionen.

Tabelle 58: Lipase-katalysierte Methylierung von Fettsduren in Toluol. Reaktionsbedingungen:
0,025-0,1 mmol Fettsdure, 0,125-0,5 mmol Methanol, 5-40 mg Lipase, Toluol, 30°C, 24 h
Reaktionszeit.

: Produktausbeute [%] an Fettsauremethylester
SIS Octanséure (C8:0) | Olsaure (C18:1) | Arachidinsaure (C20:0)
Cal B > 95 >95 > 95
ELOO1 > 95 > 95 > 95
ELO12 > 95 89 83
ELO13 > 95 92 87
ELO16 kein Produkt kein Produkt kein Produkt
ELO70 > 95 > 95 >95

Im Hinblick auf eine erfolgreiche Lipase-katalysierte Abtrennung von Harz- und Fettsauren
des Tallols bestand nun die Hoffnung darin, dass sich die Fettsauren des Talldls wie soeben
beschrieben vollstdndig enzymatisch methylieren lassen, wohingegen die Harzséuren des
Talldls aufgrund ihrer komplexen chemischen Struktur unreaktiv sind. Eine Bestéatigung
dieser Annahme gelang in ersten Vorversuchen zur Methylierbarkeit typischer Tall6l-
Fettsaure- und Tallél-Harzsaure-Fraktionen in Form von Abietinsaure und Olséure (siehe
Abbildung 84). Wahrend die Olséaure erwartungsgeman nahezu vollstandig unter Einsatz der
ausgewahlten Enzyme Cal B, EL0O01, ELO12, ELO13 und ELO70 in den entsprechenden
Methylester Uberfihrt werden konnte (mittlere DC-Platte), resultierten auch lange
Reaktionszeiten von einem Tag und mehr in keinerlei chemischer Verdnderung der
Abietinsdure (linke DC-Platte).

Um nun im Falle des Talldls eine Abtrennung von Harz- und Fettsduren nachweisen zu
kénnen, wurde der zunachst im unteren mmol-Bereich durchgefuhrte Methylierungsansatz
(rechte DC-Platte) in den semipraparativen Maf3stab tberfuhrt. Es erfolgte eine Giber-Nacht-
Inkubation von 500 mg Rohtallél mit einem Uberschuss an Methanol und 200 mg Eucodis
Lipase ELO70 in Toluol bei 30°C. Nach einer diinnschichtchromatographischen Kontrolle des
Verlaufes der Veresterungsreaktion wurde das methylierte Reaktionsprodukt mittels
Flashchromatographie unter Einsatz von Petrolether als mobiler Phase und Kieselgel 60 als
stationarer Phase von den nichtumgesetzten Sauren abgetrennt und zur detaillierten Analyse
an das Fraunhofer-Institut fiir Chemische Technologie in Pfinztal versandt.
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Abbildung 84: Lipase-katalysierte Methylierung von Abietinsaure, Olsdure und Tall6l.
Reaktionsbedingungen: 0,01 mmol Tallél, 0,05 mmol Saure, 0,05-0,25 mmol MeOH, 5-20 mg
Lipase, Toluol, 30°C, 24 h Reaktionszeit.

3.5.1.5 Umesterung der Pflanzendéle in klassisch organischen Losungsmitteln

Wie aus den bisher prasentierten Ergebnissen hervorging, wurden aufgrund auf ihrer
Spezifitat fur langkettige gesattigte und ungesattigte Fettsduren sowie ihrer Fahigkeit zur
Hydrolyse der vier ausgewahlten heimischen Pflanzendle im wassrigen und organischen
Milieu die Eucodis Lipasen EL012, EL013, ELO16 und ELO70 als Katalysatoren erster und
zweiter Generation ausgewahlt. Im Hinblick auf einen Einsatz dieser favorisierten Enzyme
zur Konversion nachwachsender Rohstoffe war die Lipase-katalysierte Umesterung von
Senfdl, Drachenkopfdl, Holunderkernél und Krambedl Gegenstand weiterer Untersuchungen.

In initialen Experimenten erfolgte zunéchst eine Optimierung der Reaktionsbedingungen
beziglich Temperatur und Reaktionsmedium. In Anlehnung an das Aktivitdtsspektrum der
Enzyme wurde ein Temperaturbereich von 30°C bis 50°C untersucht, als gebrauchliche
organische Reaktionsmedien kamen Hexan und Toluol zum Einsatz. Eine Kontrolle des
Syntheseverlaufes erfolgte dinnschichtchromatographisch mittels HP TLC Platten als
stationdrer Phase und einem optimierten 90/10 (v/v) Petrolether-Diethylether-Gemisch als
mobiler Phase. Wie aus Abbildung 85 bei genauer Betrachtung der FAME Spots hervorgeht,
sind die exemplarisch ausgewéhlten Biokatalysatoren ELOO1 und ELO13 prinzipiell in der
Lage, die gewinschte Umesterung der Triglyceride der Pflanzendle in die
korrespondierenden Fettsauremethylester zu katalysieren. Wahrend die Reaktions-
temperatur fir die Transesterifizierungsreaktion eine eher untergeordnete Rolle zu spielen
scheint, konnte fur beide untersuchte Eucodis Lipasen Hexan als das L&sungsmittel der
Wabhl identifiziert werden.

30°C 40°C 50°C
neg EL EL neg EL EL neg EL EL neg EL EL neg EL EL neg EL EL
Kon 1 13 Kon 1 13 Kon 1 13 Kon 1 13 Kon 1 13 Kon 1 13
28 e TR |28 © ®|—rame
. S BN o d e ’ - . — senfél
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Hexan Toluol Hexan Toluol Hexan Toluol

Abbildung 85: EinfluR von Temperatur und Medium auf die ELOO1- und ELO13-katalysierte
Umesterung von Senfél. Bedingungen: 0,5 mg Senfél, 25 Aqu. MeOH, 20 mg ELO01/EL013,
Toluol/Hexan, 30-50°C, 46 h Reaktionszeit.
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Betrachtet man dartber hinaus den Einfluss des Methanolgehalts auf den ELO13-
katalysierten Umesterungsprozess von Senfél bei einer Temperatur von 30°C in Hexan als
organischem LoOsemittel (siehe Abbildung 86), so wird eine deutliche Hemmung der
Lipaseaktivitat in Gegenwart eines 50- bis 100-fachen Methanoliberschusses im Vergleich
zum 25-fachen Methanoluberschuss erkennbar.

06_'. FAME

Senfol

Abbildung 86: EinfluR des Methanolgehalts auf die EL013-katalysierte Umesterung von Senfdl
in Hexan bei 30°C. Bedingungen: 0,5 mg Senfdél, 25-100 Aqu. MeOH, 20 mg EL013, Hexan, 30°C,
22 h Reaktionszeit.

Auf der Grundlage der initialen Optimierungsstudien erfolgten die finalen Lipase-katalysierten
Umesterungsreaktionen von 100 mg Senf-, Drachenkopf-, Krambe- und Holunderkerndl
durch die Eucodis Lipasen ELO01 sowie ELO70 bei 30°C in Hexan unter Einsatz von 25
Aquivalenten Methanol. Der zeitliche Verlauf der enzymatischen Konversion der komplexen
Triglyceride der Pflanzendle in die korrespondierenden Fettsauremethylester ist in Abbildung
87 zusammengefasst und veranschaulicht eine nahezu quantitative Umwandlung der
ausgewahlten Pflanzendle in FAME innerhalb von 46 h. Eine Verlangerung der Reaktionszeit
von zwei Tagen auf eine Woche brachte allerdings nicht die erhoffte vollstandige Konversion
von Drachenkopf6l und Holunderkernél und macht derartig lange Inkubationszeiten wenig
sinnvoll.
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Abbildung 87: ELO0O1- und ELO70-katalysierte Umesterung von Pflanzendlen in Hexan bei 30°C.
Bedingungen: 100 mg Pflanzendl, 25 Aqu. MeOH, 100 mg ELO01/EL070, 7,5 ml Hexan, 30°C,
22 h-1 Woche Reaktionszeit.
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Fur eine Charakterisierung der enzymatisch gebildeten Transesterifizierungsprodukte mittels
Gaschromatographie erfolgte zunachst eine saulenchromatographische Abtrennung von
Triglyceriden und Fettsduremethylestern mittels Kieselgel 60 als stationdrer Phase und
einem Petrolether-Essigester-Gemisch als mobiler Phase. Die detaillierte GC-Analyse der
FAME-Fraktionen erfolgte im Arbeitskreis von Prof. M. Pietzsch (Universitat Halle-
Wittenberg) gemald dem in der ersten Projektphase durchgefiihrten Ringversuch zur
Untersuchung der Fettsaurezusammensetzung der Pflanzendle. Es kamen ein GC-Gerat der
Fa. Agilent-Technologies (Agilent 7890A), eine SBP-PUFA-Kapillarsdule (Supelco, 30 m x
0,25 mm x 0,20 um), FID-Detektion, Splitinjektion sowie ein Stufengradient zur Separierung
von kurz-, mittel- und langkettigen FAME zum Einsatz. Die GC-Chromatogramme in
Abbildung 88 demonstrieren in Ubereinstimmung zu den NMR-spektroskopischen
Untersuchungen der Transesterifizierungsprodukte (nicht abgebildet) die hohe Reinheit der
mittels ELO70-produzierten Fettsduremethylester, die auf der Basis kommerziell erhaltlicher
analytischer Standards (Supelco 37 Component FAME Mix; Supelco FAME Mix RM-3) exakt
identifiziert und quantifiziert werden konnten (siehe auch Tabelle 59).

EL070-umgeestertes Senfol ELO070-umgeestertes Drachenkopfdl
H === s e, S S S S

—— ELO70 FAME Senifol

—— FAME Mix RM-3

ELO070-umgeestertes Krambedl ELO070-umgeestertes Holunderkerndl

=R e e e = R e e

Abbildung 88: GC-Analyse der mittels EL070 gebildeten Fettsauremethylester.

Ohne beziglich der Daten in Tabelle 59 ins Detail gehen zu wollen, macht eine genaue
Analyse der Methylester der interessanten mittel- und langkettigen geséttigten und
ungesattigten Fettsauren im Vergleich zu den Ringversuchen deutlich, dass sowohl die
ELOO1 als auch die ELO70 ohne jegliche Regio- und/oder Fettsdureselektivitit eine
vollstdndige Konversion der ausgewahlten Pflanzendle in die entsprechenden
Fettsauremethylester katalysieren. Demzufolge lassen sich solche Umesterungen in Zukunft
ebenso biokatalytisch mit den neuen Eucodis Lipasen ELO01 und ELO70 durchfiihren, da
sich die enzymatisch gebildeten Produkte (FAMES) nicht von den chemisch-katalytischen
unterscheiden.
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Tabelle 59: Fettsauremuster nach der chemischen und ELOO1- bzw. ELO70-katalysierten
Umesterung von Senfdl, Drachenkopfdl, Holunderkerndl und Krambed6l.

Pflanzendl | Lipase | C16:0 | C18:0 cii/lt?;s c18:2 | c18:3 | c20:1 | c22:1 | c24:1
Senf ELOO1 337 | 091 |240140| 921 | 964 | 102 | 355 | 1,92
ELO70 247 | 1,01 |230085| 830 | 848 | 106 | 408 | 2,51
chemisch | 2,25 | 0,93 22,9 820 | 900 | 103 | 408 | 240
Drachen- | EL0OO1 697 | 1,59 |11,7/1,88| 13,7 | 588 | 150 | 022 -
kopf ELO70 644 | 1,77 |105/125| 12,7 | 60,9 | 154 - -
chemisch | 6,40 | 1,80 10,9 133 | 604 | 1,50 - -
Holunder- | ELOO1 725 | 1,23 [979/1,58| 393 | 37,1 | 0,36 - -
kern ELO70 713 | 151 |12,1/0,81 | 41,9 | 358 - - -
chemisch 1,44 - 12,3 40,8 35,2 - - -
Krambe | ELOOL 311 | 089 |150/1,11| 746 | 533 | 306 | 558 | 1,17
ELO70 210 | 090 |17,4/046 | 7,37 | 456 | 314 | 563 | 1,34
chemisch | 1,79 | 0,88 15,5 690 | 525 | 2,88 | 59,0 | 145

Untersucht man hingegen die enzymatische Umesterung von Senfdl, Drachenkopfdl,
Holunderkerndl und Krambedl bei 30°C in Hexan unter Einsatz der Eucodis Lipasen EL012
und ELO13, so wird selbst Uber einen langen Reaktionszeitraum von drei Tagen nur eine
partielle Umesterung der Triglyceride zu Fettsduremethylestern beobachtet (siehe Abbildung
89).
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Abbildung 89: ELO012- und ELO13-katalysierte Umesterung von Pflanzendlen in Hexan.
Bedingungen: 100 mg Pflanzendl, 25 Aqu. MeOH, 200 mg EL012/EL013, 7,5 ml Hexan, 30°C, 22-
72 h Reaktionszeit.

Ursache hierfir konnte einerseits eine zu geringe Enzymaktivitat unter den ausgewahlten
Reaktionsbedingungen sein. Andererseits ware eine restriktive Substratspezifitat/selektivitat
dieser beiden Lipasen denkbar, welche wiederum die Anreicherung bestimmter Fettsauren in
Form ihrer Methylester hervorrufen kénnte. Zur gaschromatographischen Untersuchung
dessen wurden alle Reaktionsanséatze mittels Flashchromatographie aufgereinigt und
anschliel3end in entsprechender Konzentration von Herrn M. Wolfram (AK Prof. M. Pietzsch,
Universitat Halle-Wittenberg) analysiert. Wie aus dem direkten Vergleich der Fettséure-
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muster der mittels EL012 und ELO13 umgeesterten Pflanzendle hervorgeht (siehe Tabelle
60), gibt es signifikante Differenzen im Bereich von C16:0, trans C18:1 sowie allen
langerkettigen Fettsduremethylestern zu verzeichnen. Wéhrend sich die mittels EL012
gebildeten FAME nur unwesentlich von den chemischen Umesterungsprodukten
unterschieden (siehe Tabelle 60), resultierte der Einsatz der EL013 in einer Akkumulation
von Palmitinsaure-OMe und Elaidinsdure-OMe sowie in einer Abreicherung langerkettiger
gesattigter und ungesattigter Fettsauren. Demzufolge lassen sich mit Hilfe der Eucodis
Lipase 13 gezielt mittelkettige Fettsauren aus den Triglyceriden entfernen und es kommt zu
einer Akkumulation vorwiegend langkettiger Fettsauren in den Triglyceriden.

Tabelle 60: Fettsdurezusammensetzung nach der EL012- und ELO13-katalysierten Umesterung
von Senfol, Drachenkopfél, Holunderkerndl und Krambedél.

Pflanzendl | Lipase C16:0 | C18:0 ci(s:/l:;s C18:2 | C18:3 | C20:1 | C22:1 | C24:1
Senf ELO12 3,42 1,02 20,2/1,18 8,33 8,93 11,6 40,5 1,93
ELO13 24,9 0,73 3,68/27,4 1,47 2,18 2,51 10,1 =
Drachen- ELO12 15,3 1,41 8,90/1,61 12,3 64,3 1,61 1,17 -
kopf ELO013 22,6 0,53 2,26/25,3 | 3,77 20,1 0,25 - -
Holunder- ELO12 6,62 1,15 9,62/0,88 39,8 40,3 0,35 - -
kern EL013 218 | 083 |415221| 155 | 14,4 i i -
Krambe ELO12 3,18 0,91 | 13,8/0,87 | 7,00 4,33 3,95 58,9 0,97
ELO13 27,4 0,56 | 2,71/29,9 | 1,60 0,99 0,69 7,32 -

3.5.1.6 Umesterung der Pflanzendle in ionischen Flissigkeiten

Nach der erfolgreichen Transesterifizierung der vier ausgewahlten heimischen Pflanzendle in
gebrauchlichen organischen Lésungsmitteln wie Hexan bestand nun das Ziel nachfolgender
Studien darin, alternative Reaktionsmedien zur Umesterung von Triglyceriden zu etablieren.

Als sogenannte griine Losungsmittel rickten dabei die ionischen Flussigkeiten in den
Mittelpunkt, welche eine relativ neuartige Klasse an L&sungsmitteln darstellen, bei
Temperaturen unter 100°C flussig sind und aus organischen Kationen und (an)organischen
Anionen diverser Strukturen bestehen. Charakteristische Merkmale wie ihre exzellenten
Losemitteleigenschaften, ihre hohe thermische und chemische Stabilitit sowie ihre
potentielle Fahigkeit der Beeinflussung der Stabilitat, Aktivitat und Selektivitat von Enzymen
gualifizierten sie per se als Reaktionsmedien der Wahl fur Biokonversionen. Basierend auf
dem erfolgreichen Einsatz verschiedener Hydrolasen in ionischen Flissigkeiten zur
Alkoholyse, Aminolyse, Perhydrolyse, Kinetischen Trennung von  Alkoholen,
Umesterung/Synthese von Peptidderivaten sowie Proteinrenaturierung wurden fur die
geplanten Umesterungsexperimente funf verschiedene ionische Flissigkeiten ausgewahlt
(siehe Abbildung 90). Als Anionen kamen das Tetrafluorborat sowie das Hexafluorphosphat
zur Anwendung. Bei den Kationen wurden 1-Ethyl-3-methylimidazolium-, 1-Butyl-3-
methylimidazolium- und 1-Octyl-3-methylimidazoliumderivate in die Studien einbezogen,
welche eine Variation der Kettenl&nge des Alkylsubstituenten am Imidazoliumring erlaubten.
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1-Ethyl-3-methylimidazolium 1-Butyl-3-methylimidazolium
tetrafluorborat - EMIM BF, Tetrafluorborat - BMIM BF,
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1-Ethyl-3-methylimidazolium 1-Butyl-3-methylimidazolium 1-Octyl-3-methylimidazolium
Hexafluorphosphat - EMIM PFg Hexafluorphosphat - BMIM PF, Hexafluorphosphat - OMIM PF,
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Abbildung 90: Chemische Strukturen der experimentell eingesetzten ionischen Flissigkeiten.
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Auf der Grundlage von vorhandenen Literaturdaten wurden die Umsetzungen zunachst mit
dem Referenzenzym Cal B (Novo 435) etabliert, um im nachfolgenden Schritt die neuen
Eucodis Lipasen einzusetzen. Der zeitliche Verlauf der Novo 435-katalysierten Umesterung
von Senfdl bei 60°C in einem Gemisch aus 45% (v/viv) Senfdl, 45% (v/v/v) ionischer
Flussigkeit und 10% (v/v/v) MeOH ist in Abbildung 91 zusammenfassend dargestellt. Aus der
Betrachtung der abnehmenden Triglyceride des Senféls und der zunehmenden
Fettsauremethylester geht klar hervor, dass innerhalb von acht Stunden eine vollstandige
Transesterifizierung des Senfdls in den ionischen Flissigkeiten BMIM PFg und OMIM PFg
stattfindet. Eine Verkleinerung der Grof3e des Anions bei gleichbleibendem Kation hatte im
Falle von BMIM BF, eine deutliche Reduzierung der Reaktionsgeschwindigkeit von Novo 435
zur Folge. Fir die Verwendung der beiden kurzkettigen 1-Ethyl-3-methylimidazoliumderivate
als Cosolvent reichten im Gegensatz dazu auch zwei Tage Reaktionszeit nicht aus, eine
vollstandige enzymatische Konversion des Senfdls zu erzielen.
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Abbildung 91. Novo 435-katalysierte Umesterung von Senfél in diversen ionischen
Flissigkeiten. Bedingungen: 45 % (v/v/v) Senfdl, 45 % (v/v/v) ionische Flussigkeit, 10 % (v/v/v)
MeOH, 20 mg Novo 435, 60°C, 8-47 h.

Vergleicht man den in Abbildung 92 dargestellten zeitlichen Verlauf der Novo 435-
katalysierten Umesterung von Senfdl in BMIM PFg mit dem im gebrauchlichen organischen
Losemittel Toluol, so wird dberrraschenderweise eine signifikant schnellere
Transesterifizierung in der ionischen Flussigkeit beobachtet. Wahrend in BMIM PFg nach
20 min bereits mehr als 50% der Triglyceride in die Monomere Uberfuhrt wurden und nach
einer Stunde eine nahezu vollstandige Konversion von Senfol realisiert ist, kdnnen tber den
selben Zeitraum unter Einsatz von Toluol als Cosolvent immer noch Triglyceride detektiert
werden.
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Abbildung 92: Zeitvergleich der Novo 435-katalysierten Umesterung von Senfdl in BMIM PF6
und Toluol. Bedingungen: 45 % (v/viv) Senfdl, 45 % (v/iviv) BMIM BF6/Toluol, 10 % (v/v/iv) MeOH,
20 mg Novo 435, 60°C, 20-60 min Reaktionszeit.

Basierend auf der Anwendung von Novo 435 zur Umesterung von Pflanzendlen in
verschiedenen ionischen Flussigkeiten wurden in den nachfolgenden Experimenten die
favorisierten Eucodis Lipasen fir derartige Transesterifizierungsreaktionen eingesetzt. Aus
der DC-Analyse nach einer Reaktionszeit von einem Tag wird ersichtlich (siehe Abbildung
93), dass die EL0O01, ELO13, EL016 und ELO70 generell ihre aus organischen Lésemitteln
bekannte Enzymaktivitdt in den ausgewaéhlten ionischen Flussigkeiten behalten. In
Ubereinstimmung zum Referenzenzym Novo 435 erwies sich auch fiir diese Enzyme BMIM
PFs als das Reaktionsmedium der Wahl, wohingegen die ionischen Flussigkeiten mit den
kurzen Ethyl- und den langen Octylketten am Imidazoliumring die geringste Umesterungsrate
verursachten.

neg EL EL EL EL EL neg EL EL EL EL EL neg EL EL EL EL EL neg EL EL EL EL EL
Kon 1 12 13 16 70 Kon 1 12 13 16 70 Kon 1 12 13 16 70 Kon 1 12 13 16 70
| | [ | L. | | |

a 4 - . ' ’ B ”

EMIM BF, BMIM BF, BMIM PFg OMIM PF

Abbildung 93: Eucodis Lipasen-katalysierte Umesterung von Senfdl in verschiedenen
ionischen Flussigkeiten. Bedingungen: 45 % (v/v/v) Senfél, 45 % (v/v/v) ionische Flissigkeit,
10 % (v/viv) MeOH, 20 mg ELO01/EL012/ ELO13/ELO16/ELO70, 30°C, 47 h Reaktionszeit.

Um feststellen zu kdnnen, ob eine Art Aufquellen der lyophilisierten Eucodis Lipasen fir die
vergleichsweise geringe Umsatzrate verantwortlich ist, erfolgte der Einsatz der EP403/S-
immobilisierten ELO70 zur Umesterung von Senfdl in einem Gemisch aus 45% (v/v/v) Senfdl,
45 % (viviv) BMIM PF¢/OMIM PFg und 10% (v/v/v) Methanol. Wie aus Abbildung 94 aus der
Betrachtung der FAME Spots hervorgeht, gelang Uber einen Zeitraum von zwei Tagen eine
vollstandige ELO70immep-katalysierte  Konversion aller Triglyceride, wohingegen die
Verwendung von EMIM BF,; und BMIM BF, als Cosolvent keinerlei enzymatischen Umsatz
zur Folge hatte.
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Abbildung 94: ELO70immob-katalysierte Umesterung von Senfél in verschiedenen ionischen
Flissigkeiten. Bedingungen: 45 % (v/v/v) Senfél, 45 % (v/iviv) ionische Flussigkeit, 10 % (v/viv)
MeOH, 50 mg ELO70immob, 30°C, 22-47 h.

3.5.1.7 Umesterung der Pflanzendle ohne Losungsmittelzusatz

Nachdem die Verwertung nachwachsender Rohstoffe mittels enzymatischer Umesterung von
Pflanzendlen sowohl in herkdbmmlichen organischen Losungsmitteln wie Hexan als auch in
,grunen“ Lésemitteln wie ionischen Flissigkeiten exemplarisch demonstriert werden konnte,
galt es solche Biokonversionen ohne jeglichen Lésemittelzusatz genauer experimentell zu
studieren. Zu diesem Zweck erfolgte unter Einsatz von Novo 435 eine Optimierung der
Reaktionstemperatur in einem Bereich von 40°C bis 60°C sowie eine Variation des
Methanolgehalts von 1% (v/v) bis zu 10% (v/v). Wie aus den drei HP Diinnschichtplatten bei
Betrachtung der gebildeten Fettsauremethylester klar hervorgeht (siehe Abbildung 95),
katalysiert Novo 435 erfolgreich Gber einen Zeitraum von 21 Stunden in Abhangigkeit von
den gewahlten Reaktionsparametern die gewiinschte Umesterung der komplexen
Triglyceride von Senfdl in die korrespondierenden FAME. Bezlglich des Einflusses der
Temperatur kann konstatiert werden, dass fir die geplante Transesterifizierung 60°C das
Optimum der Enzymaktivitdt zu sein scheint. Hinsichtlich des Methanolgehalts wird
ersichtlich, dass unabhangig von der gewahlten Reaktionstemperatur acht Prozent Methanol
die hochste Konversionsrate von Senfdl zur Folge haben.

viv MeOH/Senfol viv MeOH/Senfol viv MeOH/Senfol
neg 1/ 3/ 5/ 8 10/ neg 1/ 3/ 5/ 8/ 10/ neg 1/ 3/ 5/ 8/ 10/
Kon 99 97 95 92 90 Kon 99 97 95 92 90 Kon 99 97 95 92 90
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Abbildung 95: Einfluss der Temperatur und des Methanolgehalts auf die Novo 435-katalysierte
Umesterung von Senfdl ohne Lésungsmittelzusatz. Bedingungen: 90-99 % (v/v) Senfél, 1-10 %
(v/v) MeOH, 10 mg Novo 435, 40-60°C, 21 h Reaktionszeit.
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Betrachtet man dariber hinaus den Einfluss hoherer Methanolkonzentration auf den
Novo 435-katalysierten  Umesterungsprozess von Senfél, so wird Uber einen
Temperaturbereich von 40°C bis 60°C eine hemmende Wirkung von 20-50% (v/v) Alkohol im
Vergleich zu einem Methanolgehalt von 10% (v/v) beobachtet (siehe Abbildung 96).

viv MeOH/Senfol viv MeOH/Senfal viv MeOH/Senfol
neg 10/ 20/ 30/ 40/ 50/ neg 10/ 20/ 30/ 40/ 50/ neg 10/ 20/ 30/ 40/ 50/
Kon 90 80 70 60 50 Kon 90 80 70 60 50 Kon 90 80 70 60 50
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Abbildung 96: Einfluss der Temperatur und des Methanolgehalts auf die Novo 435-katalysierte
Umesterung von Senfél ohne Losungsmittelzusatz. Bedingungen: 50-90 % (v/v) Senfdl, 10-50 %
(v/v) MeOH, 10 mg Novo 435, 40-60°C, 21 h Reaktionszeit.

Den Optimierungsstudien unter Einsatz von Novo 435 als Biokatalysator schlossen sich
vergleichbare Untersuchungen zur losemittelfreien Transesterifizierung von Senfdl mittels
der kovalent und adsorptiv immobilisierten Eucodis Lipasen ELO70-EP und EL012-OC an. In
Ubereinstimmung zum Referenzenzym Novo 435 erwiesen sich Methanolgehalte in einem
Bereich zwischen 5% und 10 % (v/v) als optimal fur die katalytische Aktivitdt (siehe
Abbildung 97).

viv MeOH/Senfol viv MeOH/Senfaol
neg 1/ 3/ 5/ 8/ 10/ neg 1/ 3/ S/ 8/ 10/
Kon 99 97 95 92 90 Kon 99 97 95 92 90
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Abbildung 97: Einfluss des Methanolgehalts auf die ELO12/ELO70immob-katalysierte
Umesterung von Senfél ohne Lésungsmittelzusatz. Bedingungen: 90-99% (v/v) Senfdl, 1-10%
(v/iv) MeOH, 50 mg ELO70-EP, 50 mg EL012-OC, 40°C, 24 h.

Ein ebenso positives Resultat fur die I6semittelfreie Umesterung von Senfdl konnte fur den
Einsatz von Oleylalkohol als Alkoholkomponente erhalten werden (siehe Abbildung 98).
Spriuhgetrocknete und immobilisierte Enzymchargen der EL0O12 und ELO70 eigneten sich
ebenso wie Novo 435 unabhangig von der Reaktionstemperatur zur effizienten Synthese von
Fettsdureoleylestern. Wahrend unter Einsatz aller immobilisierten Lipasen tber Nacht eine
vollstandige Konversion von Senfdl erzielt wurde, fuhrte die Anwendung der
spriihgetrockneten EL012-JM nur zu einer partiellen Olumesterung, die sich moglicherweise
durch den Einsatz héherer Enzymkonzentrationen steigern liel3e.
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Abbildung 98: Lipase-katalysierte Umesterung von Senfdél mit Oleylalkohol ohne Losungs-
mittelzusatz. Bedingungen: 100 pl Senfdol, 100 pl Oleylalkohol, 10 mg Novo435, 10 mg ELO12
(JM), 10 mg ELO70 (JM), 50 mg EL012-OC (immob), 50 mg ELO70-EP (immob), 30°C / 40°C, 20 h.

3.5.2 Screening nach epoxidierenden Lipasen (Fraunhofer IGB)

Im Rahmen des Projektes wurde am Fraunhofer IGB ein Screening auf epoxidierende
Enzyme durchgefiihrt. Diese Screening hatte zum Ziel neue Enzyme zu identifizieren, die die
Bildung von Epoxiden katalysieren. Fur diese Screening wurden 13 neue Lipasen/Esterasen
des Projektpartners Eucodis, eine Chlorperoxidase (Cpa), acht am Fraunhofer IGB
produzierte Lipasen und neun kommerziell verfligbare Lipasen in nichtimmobilisierter Form
verwendet. Als Referenz kamen die kommerziell erhéltliche Lipase B aus Candida antarctica
(Novozym®435) in immobilisierter Form und die entsprechend nicht-immobilisierte Lipase B
aus demselben Organismus zum Einsatz. Den eigentlichen Versuchen zur Epoxidierung mit
unterschiedlichen Enzympraparaten ging die Entwicklung und Etablierung verschiedener
Analysemethoden voraus:

e NBP-Test: photometrischer Test im Mikrotiterplattenmaf3stab basierend auf einer
Reaktion von Epoxidgruppen mit 4-(4-Nitrobenzyl)pyridine (NBP)

e GC-FID: Die GC-FID-Methode wurde von der zentralen Analytik am IGB etabliert und
basiert auf einer Derivatisierung von Triglyceriden und freien Fettsauren zu dem
jeweiligen Fettsduremethylestern.

e HPLC-MS: Die HPLC-MS-Methode (basierend auf einem Gradientenlauf) wurde
ebenfalls von der zentralen Analytik etabliert.

e Diinnschichtchromatographie (DC): Die DC-Methode ist zur Analyse von Olen,
Fettsauren, Fettsauremethylestern und den korrespondieren Epoxiden geeignet. Als
stationdre Phase kommt eine DC Kieselgel 60 F,s4-Platte zum Einsatz. Das Laufmittel
besteht aus n-Heptan, Diethylether und Essigsdure. Die Féarbelésung besteht aus
Essigsaure, 10%iger Schwefelsaure, p-Anisaldehyd und Wasser (VE).

e Jodzahl: Die Jodzahl wird nach der Europaischen Norm EN ISO 3961 bestimmt. Zur
Ermittlung der Jodzahl wird eine Prifmenge in Losemittel gelost und mit Wijs-
Reagenz versetzt. Nach einer festgelegten Zeit werden Kaliumiodid und Wasser
zugegeben und das freigesetzte lod mit Natriumthiosulfatldsung titriert.
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Das Screening auf epoxidierende Enzyme wurde in 96-Deep-Well-Platten mit einem
Volumen von 2,2 mL und anschlieBend in 4 mL Vials mit Schraubdeckel durchgefiihrt. Als
Substrat kam ausschlieBlich Olsaure (OA) zum Einsatz, da die Analyse von Olsaure (OA)
und dem Reaktionsprodukt Epoxystearinsdure (ESA) relativ einfach ist. Die Versuche
wurden mit einer 10%-igen Wasserstoffperoxid-Losung durchgefiihrt, um so eine maogliche
Inaktivierung des freien Enzyms zu reduzieren. In diesen Experimenten konnten Lipasen der
Firma Eucodis identifiziert werden, die eine Persaurebildung katalysieren und somit fur die
Epoxidierung von Olsaure (OA) einsetzbar sind.

Tabelle 61 zeigt eine qualitative Bewertung der getesteten Enzyme. Die Bildung von
Epoxystearinsaure (ESA) konnte fiir die Eucodis Lipasen EL001 und EL012, Novozym® 435,
die nicht-immobilisierte Lipase B aus Candida antarctica und die am Fraunhofer IGB
produzierte Lipase IGB-PL nachgewiesen werden. Fir alle anderen Lipasen war die Bildung
von Epoxiden nicht nachweisbar.

Tabelle 61: Ergebnis des Screenings nach epoxidierenden Enzymen - Untersucht wurde der
Umsatz von Olsaure zu Epoxystearinsdure mit unterschiedlichen Lipasen der Fa. Eucodis,
einer am IGB produzierten Lipase IGBpa, einer Chlorperoxidase und der Lipase B aus Candida
antarctica in immobilisierter Form (Novozym® 435) und als freies Enzym.

. Andere
Eucodis Lipase Nr. Referenz
Enzyme
Lipase aus
103l4al6|8|o|12]13|14|15|16|56|70| '8 |cpa| NOVO435 | C.antarctica
PL (immob.) (freies
Enzym)
+ | - -1-1-1-1+%+ - - - - - - + - + +
.+ Epoxystearinsdure nachgewiesen; ,—“: Epoxystearinsaure nicht detektiert

In weiteren Versuchen wurde nochmals versucht die Epoxidierung mit Lipase EL012 weiter
zu optimieren. Im Focus dieser Versuche stand vor allem der Einfluss der H,O,-Zugabe auf
den Umsatz von Olséaure.

Die Versuche haben gezeigt, dass sowohl die einmalige als auch die schrittweise Zugabe
von 30%-iger H,O,-L&sung keinen erhéhten Umsatz ermoglichte, sondern méglicherweise zu
einer Inaktivierung des freien Enzyms fuhrten.

Aus diesem Grund wurde eine 15%-ige H,O,-Losung mit Hilfe einer Schlauchpumpe
zugefuhrt. Zusatzlich wurde der Einfluss des eingesetzten Molverhaltnisses von H,0, zu C-
C-Doppelbindung auf den Umsatz von Olsaure untersucht. Die Umsetzung von Olsaure
konnte durch die Verwendung einer 15%-igen H,O,-Ldsung geringfugig erhdht werden. Die
Erhéhung des H,0O,:C=C-Molverhaltnisses flhrte hingegen nicht zu einem gesteigerten
Umsatz der Olsaure zu Epoxystearinsaure.

Die Versuche zur variierten Wasserstoffperoxid-Zugabe zu Reaktionsansatzen mit freien En-
zymen fuhrten insgesamt zu der Erkenntnis, dass es trotz des Einsatzes einer niedrigeren
H,0O,-Konzentration und einer schrittweisen Zugabe der Wasserstoffperoxid-Losung zu einer
Inaktivierung des freien Enzyms kommen kann. Eine gesteigerte Stabilitat kann hier
gegebenenfalls durch eine Immobilisierung des Enzyms erreicht werden.
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Im Verlauf der Screeningversuche konnten die von Eucodis zur Verfligung gestellte Lipasen
ELOOL1 und ELO12 und die am Fraunhofer IGB produzierte Lipase (IGBpa) als neue Enzyme
zur Epoxidierung von Olsaure identifiziert werden. AuRerdem konnte die Epoxidierung von
Olsaure mit Novozym® 435 und der freien C. antarctica Lipase gezeigt werden.

Die als potentiell geeignetes Enzym identifizierte Lipase ELO12 der Fa. Eucodis wurde von
der Uni Halle in E.coli exprimiert und als Enzymldsung in 50 Vol.% Glycerin zur Verfligung
gestellt und in dem bereits etablierten Epoxidierungsansatz mit Olsaure als Substrat
getestet. Anhand dieser Versuche konnte gezeigt werden, dass sich die rekombinant
exprimierte Lipase EL0O12 ebenfalls fiir die Epoxidierung von Ols&ure eignet. In Abbildung 99
ist beispielhaft das Ergebnis einer diinnschichtchromatographischen Analyse der Umsetzung
von Olsaure (OA) zu Epoxystearinsaure (ESA) gezeigt.

Blank rek. rek. rek.  ESA-  Blank E|12-1 EL12-1 EL12-1ESA- Blank CalB2 CalB2 CalB2 ESA-
4h ElM2-1 EL12-1 EL12-1 Standard8h  4h 8h 24h  Standard 24h  4h 8h 24h  Standard
4h 8h 24h

OA >

ESA >

Abbildung 99: Diinnschichtchromatographische Analyse der Epoxidierung von 0,3 M Olséaure
(OA) in Toluol zu Epoxystearinsdure (ESA) mit verschieden Lipasen in nicht-immobilisierter
Form: rekombinante Lipase EL012 (rek. EL12), in Wildtyp-Stamm exprimierte Lipase EL012
(EL12) und Lipase B aus Candida antarctica. Aufgetragen wurden Proben nach 4, 8 und 24 h
Inkubation bei Raumtemperatur.

Zusatzlich zu den von Eucodis bereitgestellten Lipasen wurden am IGB sieben weitere
Stamme der Pseudozyma spp. kultiviert, auf Lipaseaktivitat im Kulturiberstand untersucht
und deren Eignung fir die enzymatische Epoxidierung getestet. Die Lipasen werden
nachfolgend mit PL1-PL7 bezeichnet. Zur Lipase-Gewinnung wurden die einzelnen
Pseudozyma-Stamme im Komplexmedium mit Sojaél kultiviert und der Uberstand analysiert.
Abbildung 100 zeigt die Ergebnisse der dinnschichtchromatographische Analyse der
Epoxidierung von Olsaure mit verschiedenen aufkonzentrierten Kulturiiberstanden nach 21 h
Reaktionszeit. Auf diesem Wege konnte eine Lipase aus einer weiteren Pseudozyma sp.
(PL1) eindeutig identifiziert werden, die ein zur Epoxidierung geeignetes Enzym exprimiert.
Bei zwei weiteren Stammen (PL3 und PL4) war auf H6he der Epoxystearinsaure (ESA) eine
schwache Bande zu erkennen.
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Abbildung 100: Diinnschichtchromatographische Analyse der Epoxidierung von 0,3 M Olséaure
(OA) in Toluol zu Epoxystearinsaure (ESA) mit Kulturiberstdnden verschiedener
Pseudozyma spp. Aufgetragen wurden Proben nach 21 h Inkubation bei Raumtemperatur.

Um das Spektrum an Enzymen nochmals zu erweitern, wurden zusatzlich folgende
kommerziell verfiigbare Lipasepraparate (kvL)untersucht, die im weiteren Verlauf mit kvL1-
kvL9 bezeichnet werden sollen.

Zuerst wurde von den einzelnen Enzympréparaten die Lipaseaktivitit mit dem p-
Nitrophenyloctanoat-Assay bestimmt und die Aktivitdt zur Berechnung der einzusetzenden
Enzymmenge benutzt. Fir einzelne Lipasepraparate (kvL3, kvL6 und kvL7) konnte dabei
keine eindeutige Lipaseaktivitat gegen p-Nitrophenyloctanoat ermittelt werden. Hier wurde
jeweils spezifische Menge Praparat pro mmol C=C eingesetzt. Bei den Versuchen zur
Epoxidierung von Ols&ure konnte fiir die Lipasepraparate kvL2, kvL6, kvL7 und kvL9 mittels
Dunnschichtchromatographie eine Umsetzung zu Epoxystearinsdure nachgewiesen werden.
Tabelle 62 fasst die in der 1. Forderphase hinsichtlich der Epoxidierung positiv getesteten
Enzyme nochmals zusammen.
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Tabelle 62: Zusammenfassung der fiur eine Epoxidierung positiv getesteten Enzymen:
Untersucht wurde der Umsatz von Olsaure zu Epoxystearinsaure mit unterschiedlichen
Lipasen der Fa. Eucodis, verschiedener am IGB produzierten Lipase und der Lipase B aus
Candida antarctica in immobilisierte Form (Novozym® 435) und als freies Enzym.

spez. Aktivitat
Lipase c(OA) in mol/L : P ESA Bildung
in U/ mmol C=C

C.antarctica 15 128 it
(immobilized) ’ '
C.antarctica

0,3 10 ++
(free enzyme)
ELOO1 15 10 +
ELO12 15 10 +
ELO12

0,3 10 +
(Charge 2)
rek. EL012

. _ 0,3 10 +

(expres. in E.coli)
IGB-PL (10x) 1 1,28 ++
IGB-PL (1
GB-PL (10x) 1 1,28 -+
(50 v/v Glycerin)
kvL2 0,3 10 ++
kvL7 0,3 640 mg/mmol C=C +
kvL6 0,3 20 mg/mmol C=C ++
kvL6 0,3 560 mg/mmol C=C ++
kvL9 0,3 10 ++
PL4 0,3 0,2 +
PL3 0,3 0,2 +
PL1 0,3 0,2 +

+++: hoher Umsatz zu ESA; ++: guter Umsatz zu ESA, +: geringer Umsatz zu ESA

Nachdem die im Rahmen des Screenings fir die chemo-enzymatische Epoxidierung positiv
getestete Eucodis Lipase EL012 von der Uni Halle rekombinant hergestellt wurde und dem
rekombinante Enzym ebenfalls Epoxidbildung nachgewiesen werden konnte, wurden von der
Uni Halle zwei adsorptive auf Lewatit VP OC 1600 immobilisierte Praparate der EL012 zur
Verfigung gestellt. Verglichen wurde dabei die adsorptive Immobilisierung in An- und
Abwesenheit von Triton X-100. Als Substrat zur Untersuchung der Eignung der
immobilisierten EL012 fur die Epoxidierung wurde 0,3 M Olsaure in Toluol als Losemittel
eingesetzt. Neben wéassrigem Wasserstoffperoxid (30 Gew.%) wurde zusatzlich Harnstoff-
gebundenes Wasserstoffperoxide eingesetzt, das im Vergleich zur wassrigen Variante eine
verlangsamte Wasserstoffperoxidfreisetzung erméglicht und das Enzym so geschont werden
kann. Pro mmol Olsaure wurden 21 mg immobilisierter Lipase eingesetzt.
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Abbildung 101: Dinnschichtchromatographische Untersuchung der Epoxidierung von 0,3 M
Olsaure (OA) mit auf Lewatit VP OC 1600 immobilisierter Eucodis Lipase EL012. Die
Immobilisierung wurde in An- (+Triton) und Abwesenheit (-Triton) von Triton X-100
durchgefuhrt (Universitat Halle-Wittenberg).

Das Ergebnis der dinnschichtchromatographischen Analyse der Versuchsansatze ist in
Abbildung 101 gezeigt. Eine Epoxidbildung konnte mit beiden Préparaten Uber eine
Reaktionszeit von 46 h bei 30 °C nicht beobachtet werden, wéahrend die Verwendung der
kommerziell verfugbaren Lipase B aus Candida antarctica bei vergleichbaren
Reaktionsbedingungen bereits nach 24 h zu einer annéhernd vollstandigen Umsetzung von
Olsaure fiihrte (Ergebnis nicht gezeigt).

3.5.3 Biochemische Epoxidierung (Fraunhofer IGB)

Des Weiteren beschéftigte sich das Fraunhofer IGB mit der enzymatischen Herstellung von
Epoxiden auf Basis pflanzlicher Fettsduren, Fettsauremethylester und Ole. Erste
Untersuchung zur Etablierung der Methode der chemo-enzymatischen Epoxidierung wurden
mit der immobilisierte Lipase B aus C. antarctica (Novozym® 435) als Enzympréparat und
Olsaure als Substrat durchgefiihrt. Nach der Methodenetablierung wurden weiterfiihrende
Experimente durchgefihrt, um die Umsetzung verschiedener Substrate zu optimieren.

168



3.5.3.1 Optimierung der chemo-enzymatischen Epoxidierung unterschiedlicher
Substrate

Das Epoxidierungsverfahren wurde mit der kommerziell erhaltlichen immobilisierten Lipase B
aus Candida antarctica (Novozym® 435) optimiert. In den ersten Experimenten kamen die in

Tabelle 63 aufgefiihrten Substrate zum Einsatz:

Tabelle 63: Liste der eingesetzten Substrate flir erste Experimente zur Etablierung des
Verfahrens fur verschiedene Substrate.

Freie Fettsauren Fettsduremethylester Pflanzliche Ole
Olsaure Olsauremethylester Ol 1 (hoch-Linolensaure Ol)
Linolsaure Ol 2 (Hoch-Linolsaure Ol
Linolens&ure Ol 3 (hoch-Erucaséure Ol)
Erucaséaure

Folgende Prozessparameter wurden fur unterschiedliche Substrate untersucht und optimiert:

e Eingesetzte Enzymmenge (mg Novozym® 435 pro mmol C=C)

e Zugabe von Wasserstoffperoxid (einmalige oder schrittweise Zugabe, unterschiedlich
H,0,:C=C-Molverhéltnisse, verschiedene H,O,-Konzentrationen)

e Ldsemitteleinsatz (bisher nur Toluol als Lésemittel)

e Temperatur

e Menge der zugegebenen freien Fettsaure bei der Epoxidierung von Olen

Die Versuche zur Optimierung des Epoxidierungsprozesses wurden in 2 mL 96-Deep-Well-
Platten und im Screening-Gerat ,Heidolph Synthesis 1“ jeweils in Batch-Anséatzen durch-
gefuihrt. Durch die Optimierung der oben aufgefuhrten Einflussparameter ist es gelungen, die
in Tabelle 63 aufgefihrten Substrate annéhernd zu 100 % zu den entsprechenden Epoxiden
umzusetzen. Die Ergebnisse der Dinnschichtchromatographie fir die Umsetzung der
einzelnen Substrate bei optimierten Reaktionsbedingungen sind in Abbildung 102 aufgefiihrt.
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Abbildung 102: Dunnschichtchromatographische Analyse der Umsetzung von (A) Olsaure, (B)
Linols&ure, (C) Linolensaure, (D) Erucasaure, (E) Olsdauremethylester, (F) Ol 1, (G) Ol 2 und (H)
Ol 3 bei optimierten Reaktionsbedingungen.

Abbildung 102 A zeigt die Umsetzung von Olsédure (OA) zu Epoxystearinsaure (ESA). In
Abbildung 102 B ist die Epoxidierung von Linolsaure zu Mono- und Di-Epoxiden dargestellt.
Nach 24 h konnte ein anndhernd vollstandiger Umsatz zum Di-Epoxid erreicht werden. In

170



Abbildung 102 C ist die Konversion von Linolensaure dargestellt. Linolensaure konnte nach
24 h weitestgehend zum Tri-Epoxid umgesetzt werden. Eine vollstdndige Umsetzung von
Erucaséure zu Epoxybehensdure konnte bereits nach 8,5 h erreicht werden. Das Ergebnis
der Dunnschichtchromatographie (DC) zur Epoxidierung von Erucasaure ist in Abbildung
102 D abgebildet. Die Epoxidierung von Ol 1, Ol 2 und Ol 3 ist in Abbildung 102 F-H gezeigt.
Die unterschiedlichen Ole konnten jeweils nach 24 h zu den epoxidierten Olen umgesetzt
werden. Die epoxidierten Ole enthalten als Nebenprodukt jeweils Epoxystearinsaure (ESA),
die aus der Olsaure entsteht, die jeweils zum Reaktionsansatz zugegeben wird, um die
Bildung von Di- und Monoglyzeriden zu vermeiden. Die Epoxidierungsprodukte der einzelnen
Ole unterscheiden sich durch ihren Gehalt an epoxidierten Doppelbindungen, je nachdem
wie hoch der Anteil an C-C-Doppelbindungen im Ausgangssubstrat war. Ol 11 und Ol 2
enthalten einen hohen Anteil an mehrfach ungesattigten Fettsauren, im Wesentlichen
Linolsaure und Linolenséure, und haben somit nach der Epoxidierung einen hohen Anteil an
Epoxid-Gruppen. Ole mit einem hoheren Epoxidgehalt sind in Abbildung 102 F-H daran zu
erkennen, dass sie bei der verwendeten DC-Methode weniger schnell wandern und somit
nach der Farbung weiter unten auf der DC-Platte lokalisiert sind.

3.5.3.2 Mustermengen-Herstellung mittels chemo-enzymatischer Epoxidierung
verschiedener Substrate im Batch-Ansatz

Auf Basis der Ergebnisse der Optimierungsversuche im Kleinmafstab (<5 mL) erfolgte fur
die Substrate Olsaure, Olsauremethylester, Ol 1, Ol 2 und Ol 3 ein Herstellung von
Mustermengen im Batch-Experiment bis zum 250 mL-Schittelkolbenmafistab. Die Anséatze
enthielten folgende Komponenten:

e Olsaure, Olsauremethylester, Ol 1, Ol 2 und OI 3
e Novozym® 435

o 30%-ige H,O,-Ldsung

e Olsaure bei Epoxidierung von Ol 1, Ol 2 und Ol 3

Die Reaktionsansatze wurden fir 43 h bei Raumtemperatur auf der Schittelplatte mit
200 rpm inkubiert. Die Probenahme erfolgte nach 0, 4, 18, 24 und 43 h. Die einzelnen
Proben wurden anschliel3end mittels Dunnschichtchromatographie analysiert. Es konnte
gezeigt werden, dass die Epoxidierung im grof3eren Mal3stab mit verschiedenen Substraten
bei optimierten Reaktionsbedingungen ebenfalls mit nahezu vollstandigen Umséatzen
durchgefuhrt werden kann.

Nach Ablauf der Reaktionszeit wurden die einzelnen Anséatze aufgearbeitet. Die Aufarbeitung
ist schematisch in Abbildung 103 gezeigt. Zuerst wird dabei das immobilisierte Enzym durch
Filtration entfernt. AnschlieRend kann die wassrige H,O,-Phase in einem Scheidetrichter
(oder durch Zentrifugation) abgetrennt und noch in der organischen Phase geldstes
Wasserstoffperoxid durch mehrfaches Waschen mit vollentsalztem Wasser entfernt werden.
Ein weiter Aufarbeitungsschritt, der im Schema noch nicht aufgefiihrt wurde, kénnte bei der
Epoxidierung von Olen darin bestehen die freien Fettsauren (Epoxyfettsauren) durch eine
alkalische Wasche z.B. mit 5 %-iger Na,COs-Lésung aus der Olphase zu entfernen. Dieser
Aufarbeitungsschritt kénnte vor der Trocknung mit 10 Gew.% Na,SO, (bezogen auf die
Masse der organischen Phase) stattfinden. Im letzten Schritt der Aufarbeitung wird das
Losemittel (bisher Toluol) durch Vakuumdestillation entfernt.
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Abbildung 103: Schematische Darstellung der Epoxidaufarbeitung.

Die Versuchsansétze, die wie in Abbildung 103 beschrieben, aufbereitet wurden, wurden
anschliel3end nochmals mittels Dinnschichtchromatographie analysiert, um gegebenenfalls
Verédnderungen in der Zusammensetzung der organischen Phase zu erkennen. Bei der
Analyse der aufbereiteten Epoxidierungsprodukte wurde kein verandertes Bandenmuster
festgestellt.

Tabelle 64: Bestimmung von Jodzahl (1Z), Saurezahl (Sz), Wassergehalt (H,O in %) und pH-

Wert fiir die aufbereiteten Epoxide aus Olsaure, Olsauremethylester, Ol 1, Ol 2 und Ol 3 (Quelle:
Dracosa AG).

1Z(Sub,theor.) 1z X(1Z) Sz H,O
Proben Bemerkung
(g 1/100g)* (g 1/100g) (%) (mg KOH/g) | (%)

Olsaure (Epoxystearin-

saure, ESA) 89 1,27 98,5 162 0,37 | festbei RT

Olsauremethylester
(Epoxystearinsaure- 85 6,9 91,9 41,2 0,27 | trib bei RT
methylester + ESA)

(o]
o 205 13,6 93,4 29,8 0,26 | trub bei RT
(Epoxid Ol 1 + ESA)
012 _
o 185 10,7 94,2 26,7 0,38 | trub bei RT
(Epoxid Ol 2 + ESA)
013 _
100 9,8 90,2 15,4 0,2 trib bei RT

(Epoxid Ol 3 + ESA)

* Theoretische Jodzahl des Substrats nach Risch gen. Klaas 1999: I1Z = (n*25380)/M mit n als Anzahl an C=C-
Bindungen pro Molekil und M als Molmasse des jeweiligen Substrats*®

Zusatzlich wurden die aufbereiteten Epoxidproben durch die Fa. Dracosa in Bezug auf
Jodzahl (12), Saurezahl (SZ), Wassergehalt und pH-Wert untersucht. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 64 aufgefuhrt. Zusatzlich ist dort eine kalkulierte theoretische Jodzahl fur die
jeweiligen Substrate angegeben, die sich aus der Anzahl n an C=C-Bindungen pro Molekdl
(fir die Ole bestimmt aus der GC-Analyse der Fettsauremuster) und der Molmasse
berechnen lasst. Durch die Jodzahl-Bestimmung konnte ein hoher Umsatz der einzelnen

130 Riisch gen. Klaas & Warwel (1999), Industrial Crops and Products, 9, pp. 125-132

172



Substrate zu den korrespondieren Epoxiden im Bereich von 90 bis lUber 98% bestatigt
werden. Die hohen Saurezahlen fiir die Epoxide aus den drei Olen sind im Wesentlichen auf
die Zugabe der freien Fettsdure zum Reaktionsansatz und nicht auf die Hydrolyse der
Triglyzeride zurtckzufihren, wahrend die erhdhte Saurezahl bei der Umsetzung von
Olsauremethylester ausschlieRlich auf die Perhydrolyse des Fettsduremethylesters zuriick
zu fuhren ist.

3.5.3.3 Epoxidierung verschiedener Fettsdure-Fraktionen aus der Tall6laufarbeitung

Zusatzlich zu den Versuchen mit verschiedenen Pflanzendlen wurden Experimente zur
Epoxidierung von verschiedenen Tall6l-Fettsaure-Fraktionen (TOFA) am Fraunhofer IGB
durchgefuihrt. Diese aufgereinigten Fettsdure-Fraktionen wurden vom Fraunhofer ICT zur
Verfugung gestellt. Der Gehalt an unterschiedlichen Fettsauren, die gemessene Jodzahl und
der unter Annahme der Jodzahl maximal mégliche Epoxidsauerstoffgehalt sind in Tabelle 65
aufgefuhrt. Die verwendeten Tallol-Fraktionen enthalten damit tber 80 Gew.% Fettsduren
und zeichnen sich dabei vor allem durch einen hohen Anteil an Ols&ure und Linolsaure
(jeweils ca. 36 %) aus.

Die Reaktionsansatze wurden anhand der in Tabelle 65 aufgelisteten Angaben ausgelegt.
Zur Epoxidierung wurde Novozym® 435 eingesetzt. Wassriges Wasserstoffperoxid wurde im
Uberschuss zugegeben und die Ansitze jeweils bei Raumtemperatur fir 24 h im
Schittelkolben inkubiert. Zur qualitativen Beurteilung des Reaktionsverlaufes wurde in einem
ersten Schritt die Diinnschichtchromatographie eingesetzt.

Tabelle 65: Fettsauregehalt, Jodzahl und theoretisch maximal moglicher Epoxidsauerstoff-
gehalt fur drei unterschiedliche Tall6l-Fettsaure-Fraktionen.

Narme V141111 VDL | V141111VDL TOFA | V141111VDL TOFA
destl destl dest2
C18:1- Olsaure 36,42% 36,28% 36,11%
C18:2- Linolsaure 36,25% 36,65% 35,59%
C18:3-Linolensaure 8,80% 9,11% 8,41%
Isodextropimaric acid 0,82% 0,96% 1,51%
Summe 82,28% 83,01% 81,61%
1Zgemessen (9 1/ 100 g) 159 153 157

Das Ergebnis der Analyse der Epoxidierung verschiedener Tall6l-Fettsaure-Fraktionen ist in
Abbildung 104 gezeigt. Auf Bahn 1 und 2 wurden Standards fir Olsaure und
Epoxystearinsédure aufgetragen. Die anderen Bahnen zeigen jeweils den Reaktionsverlauf
der Epoxidierung nach 4, 8 und 24 h. Dabei ist fur alle drei vom Fraunhofer ICT zur
Verfigung gestellten Fettsaure-Fraktionen ein vergleichbarer Reaktionsverlauf zu erkennen.
Bereits nach 4 h hat die Fettsdurekonzentration (schwarz umrandete Banden) deutlich

131 Dinda et al. (2008), Bioresource Technology, 99, pp. 3737-3744
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abgenommen und die Bildung von einfach- und mehrfach epoxidierten Fettsduren (Banden 1
und 2 unterhalb der Fettsdure-Bande) war zu beobachten. Nach 24 h wurden die
enthaltenen Fettsauren weitestgehend zu den jeweiligen Epoxiden umgesetzt. Im oberen
Bereich der DC sind weitere Banden zu erkennen, die im Verlauf der Reaktion ebenfalls
verschwinden. Die einzelnen Banden konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Es handelt
sich dabei aber vermutlich um Fettsdureester und Harzsaurereste.

1.2 3 4.5 6 7.8 9 10 11 12.13,.14.15.16

Evtl. Fettsaure-
ester oder
Harzsauren
Fettséuren| - - - - - |
Epoxystearin- v - 4 - - \ - a
saure und héher
epoxidierte FS
Zeit/ h 0 4 8 24 0 4 8 24 24 0 4 8 24 24
OA ESA VDLDest. 1 VDLTOFA — VDLTOFA ~N
Dest. 1 3 Dest. 2 ?
)] [
a a
P =
2 2.
P4 .4
c c
[ O
=) =)

Abbildung 104: Dinnschichtchromatographische Analyse der Umsetzung verschiedener Tall6l-
Fettsdure-Fraktionen (TOFA) zu epoxidierten Fettsduren bzw. anderer Produkte nach
verschiedenen Reaktionszeiten.

Erganzend zur dinnschichtchromatographischen Untersuchung der Reaktionsansatze
wurden die Proben nach 24 h Inkubation aufgearbeitet und deren Jodzahl (1Z) bestimmt. Auf
Basis der gemessenen Jodzahl der Epoxide und der Jodzahl des Substrates (siehe Tabelle
65) wurde wieder ein Jodzahl-basierter Umsatz berechnet. Die Ergebnisse dieser
Untersuchung sind in Abbildung 105 dargestellt. Fir alle Fettsaure-Fraktionen konnte bei der
enzymkatalysierten Epoxidierung ein Umsatz von tber 85% erzielt werden.
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Abbildung 105: Jodzahl (1Z) und Umsatz (X) auf Basis der Jodzahl bei der chemo-

enzymatischen Epoxidierung verschiedener Talldl-Fettsdure-Fraktionen mit Novozym® 435
nach 24 h Inkubation im Schuttelkolben bei Raumtemperatur.
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Die verschiedenen TOFA-Fraktionen konnten damit ebenfalls erfolgreich mit Novozym® 435
epoxidiert werden. Besonders interessant bei der chemo-enzymatischen Epoxidierung
erschien die Farbentwicklung wéahrend der Reaktion. Hier wurde festgestellt, dass es durch
die Epoxidierung zu einer deutlichen Farbanderung von gelblich nach dunkelrot kam (siehe
Abbildung 106). Dieser Effekt war bei der chemischen Epoxidierung durch die Fa. Dracosa
nicht zu beobachten.

A B

Abbildung 106: Farbentwicklung bei der chemo-enzymatischen Epoxidierung verschiedener
Talldl-Fettsaure-Fraktionen mit Novozym® 435 jeweils im Vergleich zu einem Blank-Ansatz
ohne Enzymzugabe. (A) Fettsaure-Fraktion VDL TOFA dest. 1; (B) Fettsaure-Fraktion VDL
TOFA dest. 2.

3.5.3.4 Stabilitat unterschiedlicher Varianten der immobilisierten Lipase B aus C.
antarctica

Nachdem die auf Acrylharz immobilisierte Lipase B aus Candida antarctica erfolgreich fur die
enzymatische Epoxidierung verschiedener Substrate eingesetzt wurde, sollte auch die
Stabilitat im Detail untersucht werden. Dabei wurde zusétzlich zum bisher verwendeten
Standardpraparat Novozym® 435 (CalB immobilisiert auf Acrylharz) eine alternative CalB-
Variante immobilisiert auf Immobead 150 betrachtet. In einer vorangegangenen kinetischen
Untersuchung hatte sich herausgestellt, dass sich beide CalB-Varianten (auf Polyacryl und
Immobead 150) in vergleichbarem MaRe eignen, um Olsdure durch Zusatz von
Wasserstoffperoxid vollstandig zu 9,10-Epoxystearinsdure umzuwandeln (Ergebnisse nicht
gezeigt). AuRBerdem sollte in dieser Versuchsreihe der Einfluss eines Waschschrittes mit
Toluol zwischen den Reaktionszyklen untersucht werden. Untersucht wurde die Stabilitat
beider Praparate bei 40 und 50 °C. Ein Reaktionszyklus entspricht einer Umsetzung von 1 M
Olsaure in Toluol tiber 14 h Reaktionszeit bei der jeweiligen Temperatur.

Zur qualitativen Analyse wurde die Dunnschichtchromatographie und zur quantitative
Analyse die Gaschromatographie eingesetzt. Der Umsatz und die Ausbeute wurden auf
Basis der gemessene Olsaure- und 9,10-Epoxystearinsdurekonzentrationen berechnet. In
den nachfolgenden Diagrammen ist der Olsdureumsatz uber der Zyklusnummer
aufgetragen. Innerhalb eines Diagrammes sind die Umsétze beider Lipasen, jeweils mit und
ohne Waschen dargestellt.
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Stabilitat von CalB auf Polyacryl und Immobead 150 bei 40 °C

Fur die Versuchsreihe bei einer Reaktionstemperatur von 40 °C wurden nach vorheriger
Auswahl anhand der Ergebnisse der dinnschichtchromatographischen Analyse die
Reaktionszyklen 1, 5, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 mittels Gaschromatographie quantitativ
analysiert. Fiir Novozym® 435 (blau Balken) wurde iiber die ersten 10 Reaktionszyklen
jeweils eine Olsaureumsatz von tber 80 % erreicht, wahrend die CalB-Variante immobilisiert
auf Immobead 150 (rote Balken) auch nach 14 Reaktionszyklen noch einen Olsaureumsatz
von Uber 90 % ermoglichte (siehe Abbildung 107). Des Weiteren wurde festgestellt, dass
sich ein zusatzlicher Waschschritt zwischen den einzelnen Reaktionszyklen eher negative
auf die Aktivitat auswirkt. Dieser Effekt wird vor allem bei dem adsorptiv immobilisierten
CalB-Praparat Novozym® 435 deutlich. Nach 14 und 16 Reaktionszyklen ist fir
Novozym® 435 mit zusétzlichem Waschschritt (dunkelblau) und ohne Waschschritt (hellblau)
ein deutlicher Unterschied im Olsaureumsatz (~40 % versus ~70 % nach Zyklus 14) zu
erkennen (siehe Abbildung 107).

Zur Vergleichbarkeit mit Literaturangaben wurde die gebildete Masse an ESA pro
Enzymmasse berechnet. Da die ESA Konzentration nicht fur jeden Zyklus gemessen wurde,
wurde angenommen, dass die ESA Konzentration fir nicht gemessene Zyklen der
darauffolgend gemessenen Konzentration entspricht. Es handelt sich bei dem berechneten
Wert somit nicht um einen absoluten Wert, sondern um eine grobe Naherung. Fur
Novozym® 435 bei 40 °C wurde so die ESA-Menge aus den ersten 10 Zyklen gemittelt, da
der Umsatz in diesem Bereich etwa konstant war. Es ergaben sich 6,7 g ESA pro 16 mg
Enzym flr die Ansatze welche gewaschen wurden und 7,18 g ESA pro 16 mg Enzym fir die
Ansatze ohne Waschen. Fur CalB auf Immobead 150 wurde die ESA Masse Uber die ersten
14 Zyklen gemittelt. Mit Waschen ergaben sich 10,6 g ESA pro 32 mg Enzym und ohne
Waschen 11,54 g ESA pro 32 mg Enzym. Der Unterschied der eingesetzten Enzymmenge
von Novozym® 435 und CalB Immobead 150 beruht dabei auf dem Unterschied in der zuvor
bestimmten spezifischen Immobilisataktivitat, in der CalB Immobead 150 gegen p-Nitro-
phenyloctanoat nur die Halfte der Aktivitat von Novozym® 435 zeigte.
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H CalB (Immobead 150) mit Waschen CalB (Immobead 150) ohne Waschen

Abbildung 107: Olsaureumsatz fiir 20 aufeinanderfolgende Reaktionszyklen. Verglichen werden
CalB auf Polyacryl und auf Immobead 150 bei 40 °C. Die Umséatze wurden basierend auf den
Konzentrationen, ermittelt durch die Gaschromatographie, berechnet. Die Versuche wurden fur
jede Parameterkombination zweifach durchgefuhrt, dargestellt sind, zu jeder Zyklusnummer,
die Mittelwerte beider Ansatze.

176



Betrachtet man somit neben dem zu erreichenden Umsatz Uber eine maximale Zykluszahl
auch die pro Immobilisatmenge produzierte Produktmenge, so schlie3t Novozym® 435 bei
40 °C ohne zusatzlich Waschschritt mit ca. 450 g Epoxystearinséure pro g Novozym® 435 in
10 Zyklen gegentber 360 g pro g CalB Immobead 150 in 14 Zyklen etwas besser ab.

Stabilitat von CalB auf Polyacryl und Immobead 150 bei 50 °C

Bei 50 °C wurden die Proben der Zyklen 1, 3, 5, 7, 8, 9, 10 (vergleiche Abbildung 108)
mittels Gaschromatographie untersucht. Auch bei 50 °C wurde nach funf Zyklen mit CalB auf
Immobead 150 ein hoherer Olsdureumsatz erzielt als mit Novozym® 435. Insgesamt ist bei
50 °C eine erheblich beschleunigte Deaktivierung der Enzyme festzustellen, was sich in
einer deutlich geringeren Zykluszahl niederschlagt.
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Abbildung 108: Olsaureumsatz fiir 20 aufeinanderfolgende Reaktionszyklen. Verglichen werden
CalB auf Polyacryl und auf Immobead 150 bei 50 °C. Die Umséatze wurden basierend auf den
Konzentrationen, ermittelt durch die Gaschromatographie, berechnet. Die Versuche wurden fir
jede Parameterkombination zweifach durchgefiihrt, dargestellt sind, zu jeder Zyklusnummer,
die Mittelwerte beider Ansatze.

3.5.3.5 Prozessoptimierung der chemo-enzymatischen Epoxidierung

In Ergadnzung zu den vorangegangenen Optimierungs- und Herstellungsansatzen im
Kleinmafistab (<5 mL) und SchittelkolbenmaR3stab (ca. 200 mL) sollte ein weiterer
Optimierungschritt zur systematischen Untersuchung verschiedener Prozessparameter im
geriuhrten Reaktionsmalfistab erfolgen. Dazu sollte die chemo-enzymatischen Epoxidierung
von Ol'1 und Ol 3 mit Hilfe der statistischen Versuchsplanung und folgenden Parametern
betrachtet werden:

e Enzymmenge

e Reaktionstemperatur
o Reaktionszeit

e Ldsemittelmenge
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Der sogenannte Versuchsraum wurde aufgrund der Auswahl eines ,Central Composite
Designs® durch Sternpunkte, welche Parameterwerte aulierhalb des eigentlichen
Versuchsraumes annehmen, und den Zentralpunkt im Mittelpunkt des Versuchsraumes
erweitert. Insgesamt wurden 27 unabhangige Versuchsansatze je verwendetem Pflanzendl
durchgefuhrt. Die Analyse der einzelnen Parameterkombinationen erfolgte mittels
Dunnschichtchromatographie, FT-IR und titrimetrischer Epoxidsauerstoffbestimmung (OO-
Gehalt). Die statistische Analyse und Erstellung des mathematischen Modells mittels Design
Expert® basiert ausschlieRlich auf den gemessenen Epoxidsauerstoffwerten.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 66 zusammengefasst. Die qualitativen Ergebnisse der
Dunnschichtchromatographie und der FT-IR Spektroskopie (Ergebnisse nicht gezeigt)
spiegeln sich in der Epoxidsauerstoffgehaltbestimmung wider. Fir Ol 1 wurde der héchste
Epoxidsauerstoffgehalt, von 9,5 %, in Ansatz 14, mit viel Enzym, geringer Temperatur,
langer Reaktionszeit und hoher LM Menge gemessen. Einer der geringsten OO-Werte wurde
fur Ansatz 1, mit minimalen Parameterwerten (OO-Gehalt = 2,4 %) bestimmt. Diese Tendenz
war auch Uber das FT-IR Spektrum ersichtlich.

Bei der qualitativen Analyse der Ansatze mit Ol 3 mittels DC wurde fir Ansatz 16, mit
ausschlieB3lich hohen Parameterwerten, ein hoher Epoxidgehalt bestimmt. Der OO-Gehalt fur
diesen Ansatz liegt bei 6,1 %, welches der hochste gemessene Wert war. Fir Ansatz 1, mit
ausschlieBlich minimalen Parameterwerten, wurde Uber die DC ein sehr geringer
Epoxidsauerstoffgehalt vermutet. Der ermittelte OO-Gehalt von 0,6 % fir Ansatz 1 bestatigt
diese Beobachtung.

Anhand des gemessenen Epoxidsauerstoffgehalts konnte mittels Design-Expert® 7.1.5 fiir
beide pflanzlichen Ole ein mathematisches Modell erstellt werden. Das Modell beschreibt
den Epoxidsauerstoffgehalt (OO-Gehalt) in Abhangigkeit der vier EinflussgréRen
Enzymmenge, Reaktionstemperatur, Reaktionszeit und Losemittelmenge.

Beide Modelle erwiesen sich als signifikant. Diese Modelle und deren Korrigiertes
Bestimmtheitsmal} sind in Tabelle 67 dargestellt. Das Bestimmtheitsmald beschreibt die
Summe der Fehlerquadrate, die durch das Modell erklart werden. Das korrigierte
Bestimmtheitsmald bericksichtigt dabei die Anzahl der Faktoren die zur Erklarung des
Modells eingehen. Ein Bestimmtheitsmall nahe eins bedeutet, dass das Modell den
Zusammenhang zwischen den Parametern und dem gemessenen Epoxidsauerstoffgehalt
gut reproduziert.

Der Mittelpunkt des Versuchsplans wurde in einem dreifachen Ansatz durchgefuhrt und
analysiert (Ansatz 25 bis 27, siehe Tabelle 66). Durch die Mittelpunkte kdbnnen Aussagen zur
Reproduzierbarkeit dieser Parameterkombinationen gemacht werden. Ergeben sich fur drei
unabhangige Versuche drei exakt gleiche Epoxidsauerstoffgehalte, wird von einer sehr
hohen Reproduzierbarkeit ausgegangen. Fur Ol 1 ergab sich fiir die drei Mittelpunkte ein
0OO-Wert von 8,8 + 0,3 % und fiir Ol 3 ein OO-Wert von 5,7 + 0,1 %.
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Tabelle 66: Statistischer Versuchsoplan zur Untersuchung des Einflusses der ProzessgréfRen
Enzymmenge, Temperatur, Zeit und LOsemittelmenge zusammen mit den experimentell
erhaltenen Epoxidsauerstoffgehalten fir zwei verschiedene Pflanzendle.

Ansatz Eni?ﬁcr::elr;ge T:rikptgrraﬁjr FEldian L';zlgr?‘rit?a 000l 1) | 000l 3)
(g/molc-c) (°C) Zeit (h) | (wt.%org. | (%) (%)
Phase)

- * 1 1 -1 2,4 0,6
2 +1 -1 1 1 4.0 0.9
3 -1 +1 -1 1 18 0.7
4 +1 +1 1 1 27 11
> 1 1 +1 -1 3,8 1,2
6 +1 -1 +1 1 8.4 18
7 -1 +1 +1 1 2.2 0.7
8 +1 +1 +1 1 2.9 16
9 -1 -1 1 +1 5.2 29
10 +1 -1 1 +1 74 4.0
11 1 +1 1 ») y 20
12 +1 +1 -1 +1 8.0 5.1
13 -1 -1 +1 +1 9.2 5.2
14 +1 -1 +1 +1 9.5 6.0
15 1 11 1 ” 16 i
16 +1 +1 +1 " 8,3 6,1
17 1,41 0 0 0 4.7 2.6°
18 +1,41 0 0 0 9,8 5,9
19 0 -1,41 0 0 7.8 3.3
20 0 +1,41 0 0 3.3 17
21 0 0 -1,41 0 4,1 1.9°
22 0 0 +1,41 0 7.8 5,8
23 0 0 0 1,41 4.0 16
24 0 0 0 +1,41 7.9 5,3%
25 0 0 0 5 5 57
26 0 0 0 5 59 -7
27 0 0 0 5 00 -7

% Diese Werte gingen nicht in die Berechnung des mathematischen Modells ein

Die Modelle der beiden pflanzlichen Ole unterscheiden sich stark. Die verschiedenen
Parameter gehen in unterschiedlichem Ausmald in die Berechnung des OO-Gehaltes ein.
Auch die Wechselwirkungen der Einflussgrof3en sind unterschiedlich stark gewichtet.
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Tabelle 67: Durch Design Expert® 7.1.5 erstellte mathematische Modelle zur Beschreibung der
ZielgroRe, des Epoxidsauerstoffgehalts, in Abhéngigkeit der vier untersuchten Parameter fir
Ol 1und OI 3.

Olsorte | Modell Gleichung Adj R* (ANOVA)
OO-Gehalt = - 26,0774
+ 0,5016 * Enzymmenge
+0,8832 * Temperatur
) Reduziertes +1,1713 * Zeit 0,8619
ol1 guadratisches | +0,2089 * LM Menge
Modell -0,0108 * Temperatur * Zeit
-0,0108 * Temperatur®
-0,0244 * Zeit?
-0,0014 * LM Menge?
0OO0O-Gehalt = - 33,1033
- 0,0008 * Enzymmenge
+1,5722 * Temperatur
_ +0,1249 * Zeit
513 Ejggrgggf;es +0,1393 * LM Menge 0,9805
Modell + 0,0038 * Enzymmenge * LM Menge
- 0,0033 * Temperatur * Zeit
+0,0018 * Zeit * LM Menge
-0,0192 * Temperatur?
-0,0012 * LM Menge2

Fur OI1 und OI3 wurde die Jodzahl bestimmt und daraus der maximal mdgliche
Epoxidsauerstoffgehalt errechnet. Fir Ol 1 ergab sich eine 1Z von 186,1 g*(100 g)™ und fiir
Ol 3 eine 1Z von 100,0 g*(100 g)*. Daraus errechneten sich entsprechend fiir Ol 1 und Ol 3
maximale Epoxidsauerstoffwerte von 10,5 % respektive 5,9 %.

Die reduzierten quadratischen Modelle beschreiben den Zusammenhang zwischen den
Parametern und der ZielgréRe in einem 5 dimensionalen Raum. Diese Zusammenhénge
sind in Abbildung 109 und Abbildung 110 als Zusammenfassung in Konturdiagrammen
dargestellt. Um den Zusammenhang aller 5 GrolRen (Enzymmenge, Temperatur, Zeit,
Losemittelmenge und Epoxidsauerstoffgehalt) darzustellen, wurde folgendes Schema
gewahlt. Die einzelnen Schaubilder zeigen den Zusammenhang zweier Parameter zum
Epoxidsauerstoffgehalt, welcher als Niveaulinien dargestellt ist. Die beiden Ubrigen
Parameter sind innerhalb der einzelnen Schaubilder konstant. Die Schaubilder selbst sind
wiederum in einem 2 dimensionalen Achsensystem angeordnet. Diese Achsen beschreiben
die zwei fehlenden EinflussgroRen stufenweise. Fiir Ol 1 ist in den einzelnen Schaubildern
die Zeit Uber der Temperatur aufgetragen. Die Ubergeordneten Achsen zeigen die
Losemittelmenge (vertikal) und die Enzymmenge (horizontal), beide Faktoren variieren auf 3
Stufen. Je starker die Rotfarbung wird, desto héher ist der Epoxidsauerstoffgehalt. So wurde
der hochste OO-Gehalt fir hohe Losemittelmengen (LM 3), Enzymmengen (EM 3), lange
Reaktionszeiten von t, bis t3, jedoch geringen Temperaturen, zwischen T, und T,, berechnet.
Dieser betragt 10,2 %, was einer Ausbeute von tber 97 % entspricht. Die Feinheiten kénnen
in dieser Darstellungsform nur fir die Reaktionszeit und die Temperatur aufgelst werden.
Es wird aber dennoch deutlich, dass eine Verminderung in der Enzymmenge auf EM 2 einen
groBeren Einfluss auf den OO-Gehalt hat, als die Verminderung der Lésungsmittelmenge
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von LM 3 auf LM 2. So sind fir hohe Enzymmengen (EM 3) und mittlere Losemittelmengen
(LM 2), unter weiterhin langer Reaktionszeiten und geringen Temperaturen, Epoxid-
sauerstoffwerte von 9,4 % zu erreichen. Dies entspricht einer Ausbeute von 89,5 %.

LM3 =

Lésemittelmengex
LM 2m

L
=
=
IJ ]
B Temporatus B
H EM-1= EM-21 EM-3x
Enzymmengen
Es gilt: <ty <t3 T,<T,<T; LM1<LM2<LM3 EM1<EM2<EM3

Niveaulinien: Epoxidsauerstoffgehalt [%]

Abbildung 109: Darstellung des mathematischen Modells fiir Ol 1 mittels Konturplots. Die x-
Achse der einzelnen Bilder beschreibt die Temperatur, die y-Achse die Reaktionszeit. Die
Ubergeordnete horizontale Achse steht fur die Enzymmenge und die Ubergeordnete vertikale
Achse zeigt die Losemittelmenge. Die Niveaulinien beschreiben den Epoxidsauerstoffgehalt in
%.

Fur Ol 3 wurde das reduzierte quadratische Modell nach demselben Schema dargestellt.
Allerdings mit dem Unterschied, dass in den einzelnen Schaubildern die Lésemittelmenge
Uber der Zeit aufgetragen wurde und die Schaubilder in horizontaler Richtung nach der
Enzymmenge und in vertikaler Richtung nach der Temperatur aufgetragen sind. Innerhalb
jeden Schaubildes wird ersichtlich, dass der hochste OO-Gehalt fir lange Reaktionszeiten (t,
- t3) und hohen Ldsemittelmengen (LM; — LM,) erreicht werden kann. Auf3erdem wird
deutlich, dass der hdchste Epoxidsauerstoffgehalt fir mittlere Temperaturen (T,) und fir
hohe Enzymmengen (EM 3) errechnet wird. Der hochste errechnete OO-Gehalt liegt bei
7,1 %, dies entspricht einer Ausbeute von Uber 120 %. Das Modell simuliert somit
Epoxidsauerstoffgehalte, welche oberhalb des theoretisch maximal mdglichen
Epoxidsauerstoffgehaltes liegen. Der hdchste tatséchlich gemessene Epoxidsauerstoffgehalt
lag fur Ol 3 in Ansatz 16, mit ausschlieRlich maximalen Parameterwerten, bei 6,1 %. Werte
von bis zu 7,1 %, wie sie in Abbildung 110 dargestellt sind, zu erreichen, ist praktisch nicht
moglich. Zusammenfassend zeigt das Modell, dass sich hohe Temperaturen nachteilig auf
den Epoxidsauerstoffgehalt auswirken und eine hohe Enzymmenge hingegen wirkt sich
positiv auf den OO-Gehalt aus. Dies wird innerhalb der einzelnen Zeilen deutlich.
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Abbildung 110: Konturplots des mathematischen Modells fiur Ol 3. Auf der x-Achse der
Konturplots ist die Zeit dargestellt, auf der y-Achse die Lésungsmittelmenge. In horizontaler
Richtung sind die Schaubilder nach der Enzymmenge geordnet und in vertikaler Richtung nach
der Temperatur. Die Niveaulinien beschreiben den Epoxidsauerstoffgehalt in %.

Auf Grundlage der mathematischen Modelle kann eine Parameteroptimierung durchgefihrt
werden. FUr die jeweilige Problemstellung konnen dadurch optimale Werte fur die
Enzymmenge, die Reaktionstemperatur, die Reaktionszeit und die Losemittelmenge ermittelt
und der Epoxidsauerstoffgehalt zu dieser Parameterkombination vorhergesagt werden. Die
Optimierung kann mit Design-Expert® durchgefiihrt. Die Software schlagt dabei in der Regel
fur eine vorgegebene Problemstellung mehrere optimale Parameterkombinationen vor. Die
Resultate der Optimierung sollen aufgrund geplanter weiterer Verwertung nicht gezeigt
werden

3.5.3.6 Epoxidierung von 9-Octadecen

Bei der chemischen Herstellung von a,w-Dicarbonsauredimethylestern aus Olsaure mittels
Metathese (siehe Kapitel 3.4.5) fallt 9-Octadecan als Koppelprodukt der Reaktion an. Dieses
Koppelprodukt soll zur ganzheitlichen Verwertung aller Produkte anhand der chemo-
enzymatischen  Epoxidierung funktionalisiert werden. 9-Epoxyoctadecan kdnnte
anschlieend bei Taminco weiter umgesetzt werden und ist anschlieRend interessant als
Tensid. 9-Octadecen wurde vom Fraunhofer ICT aus der Reaktionsmischung destillative
aufgereinigt und dem Fraunhofer IGB fir erste Experimente zur Verfligung gestellt.
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9-Octadecen wurde dazu in Dimethylcarbonat (DMC) geldst und erfolgreich anhand der
immobilisierten Lipase B aus C. antarctica (Novozym® 435) zum Epoxid umgesetzt. Dabei
dient DMC neben der Funktion als Losemittel auch als Cosubstrat zu Lipase-katalysierten
Persaurebildung. Die Ergebnisse der dunnschichtchromatographischen Analyse sind in
Abbildung 111 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass 9-Octadecen (OD) und
Olsauremethylester (MO) jeweils annahernd vollstandig zu Produkten umgesetzt wurden, die
polarere Eigenschaften aufweisen und daher weniger weite Laufstrecken zeigen. AulRerdem
ist eine schwache Bande an Epoxystearinsdure (ESA) zu erkennen, die durch teilweise
Hydrolyse von Olsauremethylester bzw. Epoxystearinsauremethylester entsteht.

®)
oot — NI
6 6 6 6
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
on oD: 9-Octadecen
MO EOD: 9-Epoxyoctadecan
EME MO: Methyloleate
EME: Epoxystearinsaure-
OA
ESA methylester
OA: Olsaure
ESA: Epoxystearinsaure
t/h 0 18,0 18 0 18,0 18, DMC:  Dimethylcarbonat

T 1 1 I
A1 A2 A3 A4
0,3 M 0,3 M 0,3M 0,3 MDMC-
DMC DMC DMC Blank

OW-Axod3

Abbildung 111: Dunnschichtchromatographische Analyse der CalB-katalysierten chemo-
enzymatischen Epoxidierung von 9-Octadecen in Dimethylcarbonat (DMC) als Losemittel.

3.5.3.7 Epoxidierung von DHW Olsauremethylester (84 %)

Die Epoxidierung von Olsauremethylester wurde bereits fir Olsauremethylester von Sigma-
Aldrich gezeigt. Zur Herstellung des Epoxids sollte zusétzlich technischer
Olsauremethylester der Firma DHW eingesetzt werden um so die Verwertbarkeit
unterschiedlicher Substratquellen zu demonstrieren. Der DHW-Olsauremethylester konnte
erfolgreich in einer l6semittelfreien Reaktion zu den entsprechenden Epoxidprodukten
umgesetzt werden (siehe Abbildung 112). Es ist festzustellen, dass durch die Lipase-
katalysierte Reaktion als Nebenprodukt auch Epoxystearinsaure entsteht. Aus Sicht der
Tensidherstellung sollten der Anteil freier Fettsauren und deren Epoxide mdglichst gering
sein.
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Abbildung 112: Lésemittelfreie Epoxidierung von Olsauremethylester (84 %, bereitgestellt von
DHW).

Nach der Epoxidierung wurde das Epoxystearinsduremethylester/Epoxystearinsdure-
Gemisch aufgearbeitet und sollte in einem anschlieRenden zweiten Schritt mit Lipase und
Methanol wieder verestert werden. Dazu wurden unterschiedliche Methanol-
Startkonzentrationen eingesetzt und nach 16 h jeweils bei allen Ansatzen die gleiche
Methanolkonzentration hergestellt (siehe Abbildung 113). Mit geringerer Methanol-
konzentration (2 Gew.%) ist nach 18 h Reaktionszeit eine deutlich geringere Veresterung zu
erkennen (siehe Abbildung 113, Bahn 9 und Bahn 15) als mit 8 Gew.% Methanol (siehe
Abbildung 113, Bahn 6 und Bahn 12). Bei 40 und 50 C wurde ein vergleichbares Ergebnis
erzielt. Nach Zugabe einer zweiten Portion Methanol und einer bis zu 48 h vorlaufenden
Reaktion wurde in allen Ansatzen unabhéngig von der Methanol-Startkonzentration eine
vergleichbare Veresterung erreicht. Allerdings konnte bisher keine vollstandige Entfernung
der freien Fettsduren erreicht werden. Weitere Schritte zur vollstandigen Veresterung der
vorhanden freien Fettsdurederivate kdnnten beispielsweise durch die Verwendung von
Molekularsieb zur Entfernung des frei werdenden Wasser sein.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Mo -
EME A A A A A A A A AL L.
OA
ESA - - - -
t/h 0 18 48 0 18 48 0 18 48,0 18 48
5 {g“ g § Y Y Y Y
o Z 2 5 8>16wt% 2>16wt% 8 >16wt% 2> 16wt%
g £ 3 S MeOH (40°C) MeOH (40°C) MeOH (50°C) MeOH (50°C)
o o o 2
MO: Methyloleat EME: Epoxystearinsauremethylester
OA: Olsaure ESA: Epoxystearinsaure

Abbildung 113: Riuckveresterung von Epoxystearinsaure bei 40 und 50 °C und verschiedenen
Methanolkonzentrationen.
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3.5.3.8 Epoxidierung verschiedener Pflanzentle und Charakterisierung der
Pflanzendl-Epoxide

Der Prozess zur Epoxidierung der in diesem Projekt ausgewahlten nicht-essbaren
Pflanzendle wurde in vorangegangenen Experimenten mit Hilfe der statistischen
Versuchsplanung fir zwei hinsichtlich  ihrer  Fettsdurezusammensetzung sehr
unterschiedliche Ole optimiert. Zur Erweiterung des Substratspektrums wurden auch die
anderen im Konsortium bereitgestellten Pflanzendle mittels der angepassten Methode
chemo-enzymatisch umgesetzt und deren Epoxidprodukte hinsichtlich Produkteigenschaften,
wie beispielsweise Epoxidsauerstoffgehalt und Viskositat, charakterisiert. Zur Bewertung der
chemo-enzymatischen Epoxidierungsreaktion soll die Ausbeute fir die einzelnen Pflanzendle
auf Basis des theoretisch maximal mdglichen Epoxidsauerstoffgehaltes (OOnax) bestimmt
werden.

Als erste Kenngrt3e wird die Jodzahl der einzelnen Pflanzenéle bestimmt. Die Jodzahl gibt
an wie hoch der Anteil an C=C-Doppelbindungen pro 100 g Pflanzendl ist. Die Bestimmung
der Jodzahl erfolgte titrimetrisch nach der DIN-Norm EN ISO 3961.

Die, mit dieser Methode, berechneten Mittelwerte der Jodzahlen sind in Tabelle 68
zusammen mit den Fettsdurespektren der einzelnen Pflanzendle und den maximal zu
erreichenden Epoxidsauerstoffgehalten dargestellte. Zur Berechnung des Mittelwerts wurde
jeweils eine Dreifachbestimmung der Stammlésung aus Pflanzendl und Olséure
durchgefihrt, die als Substrat der chemo-enzymatischen Epoxidierung genutzt wurde.
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Tabelle 68: Fettsdurezusammensetzung (in %), mittleres Molekulargewicht auf Basis der Fettsdurezusammensetzung, lodzahl fir die hinsichtlich der
chemo-enzymatischen Epoxidierung getesteten Pflanzendle inklusiver der zugegebenen freie Fettsduren und daraus resultierender maximal
maoglicher Epoxidsauerstoffgehalt (in %).

Ol 4 Ol 5 Ol 6 o7 ol 3 (o]} ol 9 Ol10 | 6111 | Ol12 | OI113 | OI14 | Ol 15 ol 2 Ol 16 ol1
Palmitinsaure 19,2 - 6,6 22,3 - - 5,6 111 12,6 12,8 134 8,1 8,9 8,6 7,5 9,0
Palmitoleinsaure 1,5 - - - - - - - - - - - - - R -
Stearinsaure 3,2 - 29 2,7 - - 2,6 5,9 2,6 41 3,1 4,3 53 0,0 5,4 3,1
Olsaure 67,1 17,6 10,1 45,6 23,8 14,8 60,8 42,7 35,8 27,8 21,4 33,6 215 14,0 22,8 15,6
Linolséaure 9,0 10,1 80,3 29,4 10,2 13,1 21,9 40,3 49,0 50,2 58,5 54,0 64,3 41,1 20,7 18,1
a-Linolensaure - 6,9 - - 10,2 8,6 9,0 - - 5,0 - - - 36,3 43,6 54,3
Gadoleinsaure - 34 - - 10,4 54 - - - - - - - - - -
Eicosadiensaure - - - - - - - - - - 3,6 - - - - -
Behensaure - 2,3 - - - - - - - - - - - - - -
Erucasaure - 58,1 - - 42,1 58,0 - - - - - - - - - -
C24:1(Nervonséaure) - 1,6 - - 3,3 - - - - - - - - - - -
MW(OI)1 /g mol™ 868,9 | 992,7 | 874,8 | 866,4 | 971,7 | 9854 | 878,1 | 874,7 | 872,8 | 871,3 | 8745 | 876,1 | 875,0 | 872,0 | 873,5 | 871,8
1z’ (O';ﬁj’? nach | 797 | 828 | 1443 | 952 | 1038 | 96,3 | 107,0 | 1139 | 1112 | 124,9 | 1220 | 1236 | 1301 | 171,0 | 172,4 | 1964
OOnmax’ / % 4,79 4,96 8,34 5,66 6,14 5,72 6,32 6,70 6,55 7,30 7,14 7,23 7,58 9,73 9,80 11,02

'Mittlere Molmasse berechnet aus der Fettsdurezusammensetzung
%Jodzahl bestimmt nach der Methode nach Wijs (DIN EN ISO 3961)

3Maxi1r£al moglicher Epoxidsauerstoffgehalt in Massenprozent berechnet auf Basis der gemessenen Jodzahl fir die jeweilige Stammlésung aus Ol und freier Fettsaure nach Dinda
2008

%2 Dinda et al. (2008), Bioresource Technology, 99, 3737-3744
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Der Epoxidsauerstoffgehalt fur die chemo-enzymatisch epoxidierten Pflanzendle wurde
titrimetrisch nach der AOCS Official Method Cd 9-57 bestimmt. In Abbildung 114 sind der
mittlere Epoxidsauerstoffgehalt der drei parallelen Reaktionsansatze und die Ausbeute
bezogen auf den theoretisch erreichbaren Epoxidsauerstoffgehalt (siehe Tabelle 68)
dargestellt.
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Abbildung 114: Darstellung des mittleren gemessenen Epoxidsauerstoffgehalts (dunkelgrau)
und der Epoxidsauerstoffausbeute (hellgrau) in Bezug auf den maximal erreichbaren OO-
Gehalts aus Tabelle 68.

Die Abbildung 114 zeigt, dass mit der chemo-enzymatische Epoxidierung hohe Ausbeuten
von bis zu Uber 95% erreichen werden kénnen. Fir die meisten Pflanzendle, auRer Ol 4,
wurden nach 24 h Inkubationszeit Epoxidausbeuten zwischen 70 und >90% erzielt. Die
Ausbeute der Epoxidierung von Ol 4 ist mit 42,1% deutlich geringer als bei den restlichen
epoxidierten Pflanzendlen. Es ist nicht auszuschlieRen, dass Bestandteile des verwendeten
Pflanzendls einen inhibitorischen Effekt auf die Aktivitat von Novozym 435® ausiiben. Beim
Einsatz von Novozym 435° zur Herstellung von Biodiesel aus pflanzlichen Olen zeigte sich,
dass Phospholipide die enzymatische Abspaltung von Fettsauren aus Triacylglyceriden
hemmen®**. Bei der Epoxidierung von a-Pinen zeigte sich ein inhibitorischer Effekt nach

Zugabe von mehr als 2 M Octansaure™*.

Verschiedene kinetische  Untersuchungen haben zudem (gezeigt, dass die
Reaktionsbedingungen, wie die Menge an Lésemittel, die Enzymkonzentration und die
Reaktionstemperatur, entscheidenden Einfluss aus die Ausbeute der Reaktion haben®.
Daher lassen sich Schwankungen in der Reaktionsausbeute auch durch mdogliche
Unterschiede in der Menge an verwendetem Ldsemittel oder durch Temperatur-
schwankungen wéahrend der chemo-enzymatischen Epoxidierung erklaren. Die Optimierung
der Reaktionsbedingungen kann dazu beitragen, in mdglichst umweltvertraglichen

Reaktionen, die Ausbeuten weiter zu steigern.

133 Dy et al. (2004), Biotechnology and Applied Biochemistry, 40, 2, pp. 187-190
134 Skouridou et al. (2003), Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 21,1 pp. 67-69
135 Vicek & Petrovic (2006), Journal of the American Oil Chemists' Society, 83, 3, pp. 247-252
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Untersuchung des Einflusses der Epoxidierung auf die Viskositat des Pflanzendls

Die Viskositat stellt eine wichtige Kenngrof3e fur mogliche Anwendungsgebiete der
epoxidierten Pflanzendle dar. Die Viskositdt kann entscheidend fir die Auswahl eines
Pflanzendls fir eine bestimmte Anwendung sein und definiert die technischen
Voraussetzungen an einen industriellen Prozess. So héngt beispielsweil3e die Wahl eines
geeigneten Ruhrers fur chemische Modifikationen, im industriellen MaRstab, von der
Viskositat des Substrates ab.

Vor der Messung der Viskositat bei konstanter Scherrate wurde das FlieRverhalten der Ole
untersucht. Zu diesem Zweck wurde eine Messung der Schubspannung bei einer Zunahme
der Scherrate (0,1 s™ bis 1000 s™) durchgefiihrt.

Bei der logarithmischen Darstellung der Scherrate gegen die Schubspannung zeigte sich ein
linearer Zusammenhang. Somit wurde gezeigt, dass es sich bei den verwendeten Olen um
Newtonsche Fluide handelt, deren FlieRverhalten durch die Viskositét charakterisiert werden
kann. Damit wurde auch gezeigt, dass die Viskositat der nativen und epoxidierten Ole
unabhangig von der Scherrate ist.

Die gemessenen Viskositaten sind in Abbildung 115 graphisch dargestellt. Ol 1 hat mit
0,0319 Pa-s die geringste gemessene Viskositadt wahrend Ol 5 mit einer Viskositat von
0,0664 Pa-s die hochste Viskositat der nativen Pflanzendle aufweist. Es zeigt sich eine
deutliche Zunahme der Viskositaten in den epoxidierten Pflanzendlen. Bei der Epoxidierung
von Ol 4 zeigt sich nur eine sehr geringe Zunahme der Viskositat. Dies lasst sich dadurch
erklaren, dass bei der Epoxidierung nur zu eine geringen Ausbeute (42,1%) erreicht werden
konnte (siehe Abbildung 114).
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Abbildung 115: Vergleich der Viskositat von nativem Pflanzendl (hellgrau) und dem Mittelwert
aus den drei parallel epoxidierten Pflanzendlanséatzen (dunkelgrau).

Erwartungsgemal zeigt sich in allen epoxidierten Ansétzen eine Zunahme der Viskositat
gegeniiber dem nativen Pflanzendl. Untersuchungen mit epoxidiertem -Olsaure-, Linolsaure-
und Linolensaduremethylester haben gezeigt, dass die Viskositat bei epoxidierter Linolen-
sauremethylester mit drei Oxirangruppen deutlich héher war als bei den Fettsduren mit
weniger Oxirangruppen. Die Zunahme der Viskositdt beruht auf den zusatzlichen
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Elektronenpaaren, die in der Oxirangruppe enthalten sind. Diese Elektronenpaare
verursachen starkere intermolekulare Wechselwirkungen im Pflanzendél und erhéhen damit

die Viskositat*®®.

Korrelationsbeziehungen der Viskositat mit Substrat- und Produkteigenschaften

Um mogliche Korrelationen zwischen der Viskositat und den anderen Kenngrof3en der
Pflanzenotle zu identifizieren, wurde die Viskositdt des nativen Pflanzentls mit 5 mol%
Olsaure (x-Achse) gegen die Jodzahl pro mittlere Kettenlange des Pflanzendls auf der y-
Achse aufgetragen (siehe Abbildung 116).
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Abbildung 116: Korrelation zwischen der Viskositat der nativen Pflanzendle und der
gemessenen Jodzahl pro mittlere Kettenlange. Im Diagramm sind die Formel der Trendlinie
sowie deren Varianz (R2) angegeben.

y-Achse: gemessene Viskositat des nativen Pflanzen6ls nach Zugabe von 5 mol% Olsédure
x-Achse: 1Z (ermittelte Jodzahl) bezogen auf die mittlere Fettsaure-Kettenlange des Ols

Durch die Auftragung der Viskositat gegen die Jodzahl bezogen auf die mittlere Kettenlange
des nativen Pflanzendls ergibt sich eine nicht-lineare Beziehung. Diese Beziehung kann
durch die Formel y=0,0008x*-0,0169x+0,1194 angegeben werden.

Anhand der Abbildung 115 wird deutlich, dass die Epoxidierung zu einer Zunahme der
Viskositat fuihrt. Die Differenz zwischen der Viskositat des epoxidierten Ols und des nativen
Ols wurde gegen den gemessenen Epoxidsauerstoffgehalt aufgetragen (siehe Abbildung
117).

136 Sharma et al. (2007), Green Chemistry, 9, 5, pp. 469-474
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Abbildung 117: Lineare Abhéangigkeit der Viskositatsdnderung vom Epoxidsauerstoff |m
Pflanzendl. Im Diagramm sind die Formel der Regressionsgeraden sowie deren Varianz (R)
angegeben.

Die Auftragung der Viskositatsanderung gegen den Epoxidsauerstoffgehalt zeigt einen
linearen Zusammenhang, der durch die Formel y=0,0304x-0,0636 dargestellt werden kann.

Durch diese Auftragung soll eine Beziehung zwischen dem Anteil an Oxirangruppen im
Pflanzendl und der daraus resultierenden Viskositdtszunahme gezeigt werden. Um mogliche
Unterschiede in der Viskositéat der nativen Pflanzendle auszugleichen wird nur die Zunahme
der Viskositat betrachtet. Als Maf3 fur die Epoxidierung wird der Epoxidsauerstoffgehalt
betrachtet. Mit dieser Kenngro3e wird die Anzahl an Oxirangruppen angegeben.

Die gezeigte Korrelation der Viskositatsdnderung zum Gehalt an Epoxidsauerstoff bezieht
aber neben dem Epoxidsauerstoff keine weiteren Faktoren mit ein. Nach der chemischen
Modifikation von epoxidiertem Sojadl durch Veresterung mit 2-Ethylhexylgruppen konnte
eine hohe Viskositdt beobachtet werden. Dabei war die Viskositat deutlich héher als der
Epoxidsauerstoffgehalt vermuten lieR™’. Dies lasst darauf schlieRen, dass die Viskositét
noch von weiteren Faktoren, als dem Epoxidsauerstoffgehalt, beeinflusst werden kann.

3.5.3.9 Scale-Up der chemo-enzymatischen Epoxidierung

Nachdem die Prozessbedingungen in KleinmaRstab optimiert und die Ubertragbarkeit der
Prozessbedingungen auf eine Vielzahl verschiedener Substrate demonstriert wurde, sollte in
einem nachfolgenden Schritt auch die Skalierbarkeit der chemo-enzymatischen Epoxidierung
betrachtet werden.

Aufgrund dessen, das es sich bei der chemo-enzymatischen Epoxidierung um ein Verfahren
auf Basis eines dreiphasigen Reaktionssystems handelt, wurde ein wesentlicher Einfluss der
TropfengrofRenverteilung  auf  die  Reaktionsgeschwindigkeit — angenommen. Im
Zusammenhang mit  der  MaldstabsvergrofRerung  zweiphasiger  flissig/flissig
Reaktionssystem ist die volumenspezifische Ruhrerleistung eines der wichtigsten Kriterien.
In der Literatur ist beschrieben, dass durch das Einbringen der gleichen volumenspezifischen
Ruhrerleistung ein konstante Sauterdurchmesser ds; und somit eine konstante
volumenbezogene Phasengrenzflache in verschiedenen GréRenmalistaben realisiert werden

137 Sharma et al. (2007), Green Chemistry, 9, 5, pp. 469-474
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kann'®. Fur die MaRstabsvergréRerung der chemo-enzymatischen Epoxidierung ist die
Kenntnis Uber die volumenspezifische Ruhrleistung von groRer Bedeutung. Ist die
volumenspezifische Ruhrerleistung, die  zur Herstellung einer  bestimmten
TropfengroRenverteilung bendtigt wird, bekannt, so kann diese beim Scale-up konstant
gehalten werden und eine vergleichbare Tropfengré3enverteilung im technischen Mal3stab
erzielt werden.

Die volumenspezifische Rihrleistung wurde fir verschiedene Reaktorkonfigurationen aus
verschiedenen RuUhrerdrehzahlen, Reaktorgrofen (1 und 10 L), Lésemittelgehalten und
Dispersphasenanteilen (Wasserstoffperoxidmenge) bestimmt. Nach der Bestimmung der
Nettoleistung wird diese ins Verhaltnis zum Fllvolumen gesetzt, um die volumenspezifische

Ruhrerleistung P/V = Py in W/m3 zu erhalten. Um das Kriterium H/D=1 einzuhalten, wurde

das Fllvolumen in einem 1 L Glasreaktors auf 800 mL und das fur einen 10 L Glasreaktor
auf 6,75 L eingestellt. Um nun die gleiche volumenspezifische Ruihrleistung im 10 L Reaktor
und im 1 L Reaktor zu erbringen, wurde die benotigte Drehzahl im 10 L Reaktor nach mittels

2
der Formel ny = ny, - u 3 berechnet.

Nach dieser Formel wurde die Drehzahl im 10 L Reaktor bestimmt, um anschlieend den
Einfluss durch die Anderung des GroéRenmaRstabs auf die Konversion von Ol 1 bei der
chemo-enzymatischen Epoxidierung feststellen zu koénnen. Im 1L-MaRstab wurden
grundlegende Experimente durchgefuhrt, um den Einfluss verschiedener Parameter im
Zusammenhang mit einem skalierbaren Reaktionssystem nochmals zu evaluieren. Der erste
Versuchsblock sollte unter Verwendung einer vorgegebenen Ldsungsmenge LM 1 und
einem konstanten Dispersphasenanteil DPA 1 der Einfluss der Drehzahl validiert (siehe
Abbildung 118), um im nachfolgenden Schritt den Einfluss des Lodsungsmittelanteils bei
konstanter Drehzahl und Dispersphasenanteil zu untersuchen (siehe Abbildung 119).
AnschlieRend wird in Abbildung 120 der Einfluss des Dispersphasenanteils auf die chemo-
enzymatische Epoxidierung dargestellt, indem der Losungsmittelanteil und die
Ruhrerdrehzahl konstant gehalten werden.

Um die Ausbeute bei der chemo-enzymatischen Epoxidierung bestimmen zu kénnen,
musste zuerst die Jodzahl bestimmt werden. Mit der bestimmten Jodzahl kann der maximal
mdogliche Epoxidsauerstoffgehalt berechnet werden, um im néachsten Schritt die Ausbeute zu
bestimmen.

Einfluss der Drehzahl

Um den Einfluss der Drehzahl auf die Umsetzung der im Ol 1 enthaltenen C=C-
Doppelbindungen zu Epoxidgruppen zu untersuchen, wurde die chemo-enzymatische
Epoxidierung bei den Drehzahlen 350, 600, 1000 und 1400 rpm durchgefiihrt. Dabei wurde
jeweils ein Losungsmittelanteil LM 1 und ein Dispersphasenanteil DPA 1 eingesetzt. Mit
zunehmender Drehzahl sind kleinere Sauterdurchmesser und damit eine vergroRRerte
Phasengrenzflache zu erwarten. Dadurch sollte der Stofftransfer zwischen den beiden
Phasen maximiert werden und in schnelleren Umsetzungen mit steigenden Drehzahlen
resultieren. In Abbildung 118 ist der Epoxidsauerstoffgehalt in Abhangigkeit von der Zeit fur
die verschiedenen Drehzahlen dargestellt.

138 Zlokarnik (1999), Riihrtechnik: Theorie und Praxis
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Abbildung 118: Einfluss der Ruhrerdrehzahl auf die Umsetzung von C=C-Doppelbindungen des
Ol 1 zu Epoxidgruppen bei der Verwendung von LM 1 und DPA 1.

Wie man anhand des Diagrammes erkennen kann, wird bei der Reaktion mit einer hGheren
Drehzahl eine hohere Umsatzrate erzielt. Zu jedem Zeitpunkt kann durch eine hdhere
Drehzahl eine schnellere Umsetzung der C=C-Doppelbindungen zu Epoxidgruppen erreicht
werden, was die eingehende Erwartung einer schnelleren Konversion bestatigt. Nach 24 h
wurden Ausbeuten von 91 (350 rpm) bis maximal 97 % (1400 rpm) erreicht. Diese
Beobachtung lasst sich vermutlich auf den bei 1400 rpm erzeugten kleineren
Sauterdurchmesser zurlckfuhren, da das Enzym die Reaktion aufgrund der grofl3eren
Phasengrenzflache a optimaler katalysieren kann. Im Vergleich zu den Experimenten bei
1000 und 1400 rpm konnte bei der Reaktion bei 350 und 600 rpm inhomogene Zonen im
oberen Reaktorbereich festgestellt werden, die ein komplettes Durchmischen des
Reaktorinhaltes aufgrund von geringer Turbulenz verhinderte.

Im Hinblick auf die Stabilitat des immobilisierten Enzyms sind geringerer Drehzahl sicherlich
zu bevorzugen, da das immobilisierte Enzym aufgrund geringerer mechanische
Beanspruchung voraussichtlich mehrere Reaktionszyklen Uberstehen und dadurch neben
Enzymkosten zuséatzlich Kosten durch den geringeren Leistungsbedarf eingespart werden
kénnen. Die um knapp 1,4 % verringerte Ausbeute lasst sich durch diese Vorteile
voraussichtlich hinnehmen.

Einfluss des Losungsmittelanteils

Im Folgenden wird auf den Einfluss des Lésungsmittelanteils bei der chemo-enzymatischen
Epoxidierung  eingegangen. Dabei wurden  Experimente mit  verschiedenen
Losungsmittelanteilen LM 1, LM 2, LM 3 und LM 4 durchgefiihrt. Die Experimente wurden
alle bei einer Drehzahl von 1000 rpm und gleichem Verhéltnis an H,O, zu C=C-
Doppelbindung gestartet. Das bedeutet, dass bei unterschiedlichen Ldsungsmittelanteilen
verschiedene Dispersphasenanteile eingesetzt wurden.

Bei Epoxidierungen im kleineren Maf3stab wurde am Fraunhofer IGB mit Verringerung des
Losungsmittelanteils eine langsamere Konversion der C=C-Doppelbindungen zu
Epoxidgruppen festgestellt. Aulerdem ergaben Experimente ohne Ldsungsmittel keine
zufriedenstellende Umsetzung, bei der C=C-Doppelbindungen mit geringeren Ausbeuten
epoxidiert wurden. Aus diesem Grund wurde mit zunehmendem Ldsungsmittelanteil eine
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verbesserte Konversion erwartet. In Abbildung 119 ist der Epoxidsauerstoffgehalt in
Abhangigkeit von der Zeit fur die verschiedenen Lodsungsmittelanteile bei 1000 rpm
dargestellt.
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Abbildung 119: Einfluss des L&sungsmittelanteils auf die Umsetzung von C=C-Doppel-
bindungen in Ol 1 zu Epoxidgruppen bei einer Drehzahl von 1000 rpm und der Verwendung der
realen Dispersphasenanteile.

Wie man anhand der Verlaufe der Graphen sehen kann, kommt es bei der Umsetzung der
C=C-Doppelbindungen zu Epoxidgruppen zu einem Anstieg der Reaktionsgeschwindigkeit
mit zunehmendem Ldsungsmittelanteil. Nach 24 Stunden ergibt sich fur die Verwendung von
LM 3 eine mit LM 2 und LM 1 vergleichbare Epoxidausbeute, die 97 % betragt.

Aus Sicht einer Steigerung der Raum-Zeit-Ausbeute wird mit einem geringeren
Lésungsmittelanteil zwar ein hoherer Dispersphasenanteil, also ein gréReres Volumen an
H,O, eingesetzt. Allerdings wird mit geringerem Lésungsmittelanteil auch mehr Ol bezogen
auf das gesamte Reaktionsvolumen eingesetzt. Aus diesem Grund wurden bei LM 3 auch
die meisten Epoxidgruppen am Ende der Reaktion gebildet.

Im Gegensatz dazu verlauft die chemo-enzymatische Epoxidierung mit LM 4 deutlich
langsamer, was auf die geringere katalytische Aktivitat der Lipase zurtickzufihren sein
kénnte. Vicek und Petrovic haben in ihren Experimenten, unter Variation des
Lésungsmittelanteils, einen optimalen Lésungsmittelanteil von rund 50 Gew. % festgestellt
und nach 24 h eine Ausbeute von 97 % erzielt™°. Bei der Epoxidierung von Ol 1 im 1L-
Malstab hingegen konnte auch mit LM 3 eine Ausbeute von 97 % erreicht werden. Risch
gen. Klaas und Warwel konnten zwar auch hohe Ausbeuten von 88 bis 96 % nach bereits
16 h erreichen, jedoch wurde bei diesen erzielten Ausbeuten ein hoher Losungsmittelanteil
von rund 90 Gew. % eingesetzt'*.

Jedoch sollte auch hier wieder die Enzymaktivitat beachtet werden, da der Grof3teil der
Kosten fur enzymkatalysierte Verfahren bei dem verwendeten Enzym liegt. Sollte die
Enzymaktivitat durch den geringen Lésungsmittelanteil vermindert werden, sollte dennoch

139 vIgek & Petrovié (2006), Journal of the American Oil Chemists’ Society, 83, 3, pp. 247-252
199 Ruisch gen. Klaas & Warwel (1999), Industrial Crops and Products, 9, 2, pp. 125-132
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ein hoherer Losungsmittelanteil bei der Reaktion verwendet werden. Da der Einsatz von
Lésungsmittel zwar reduziert, aber nicht darauf verzichtet werden kann, bendétigt der Reaktor
weiterhin Explosionsschutzmaf3nahmen im industriellen Maf3stab. Die Reduktion der Kosten
fur das verwendete Enzym wiirde somit den Einsatz von mehr Lésungsmittel rechtfertigen.

Die eingehende Erwartung, dass mit hdherem Losungsmittelanteil eine bessere Umsetzung
der C=C-Doppelbindung zu Epoxidgruppen erreicht werden kann, hat sich teilweise bestatigt.
Hohe Ausbeuten kénnen bei der Epoxidierung von Ol 1 im 1L-MaRstab mit unterschiedlichen
Losemittelanteilen (LM 1 bis 3) innerhalb von 24 h Inkubationszeit erzielt werden.

Einfluss des Dispersphasenanteils

Um den Einfluss des Dispersphasenanteils zu ermitteln, wurden Experimente mit LM 1 bei
1000 rpm und den Dispersphasenanteilen DPA 3, DPA 2 und DPA 1. Mit steigendem
Dispersphasenanteil und einem Uberschuss an H,O, pro Mol C=C-Doppelbindung kann das
Enzym die Persaurebildung vermutlich leichter katalysieren. Aus diesem Grund wird mit
zunehmendem Dispersphasenanteil (DPA 1 > DPA 2 > DPA 3 eine schnellere Konversion
der C=C-Doppelbindungen zu Epoxidgruppen erwartet.

In Abbildung 120 ist der Epoxidsauerstoffgehalt in Abhangigkeit von der Zeit unter
Verwendung der verschiedenen Dispersphasenanteile bei einer Drehzahl von 1000 rpm
dargestellt.
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Abbildung 120: Einfluss des Dispersphasenanteils auf die Umsetzung von C=C-Doppel-
bindungen des Ol 1 zu Epoxidgruppen bei einer Drehzahl von 1000 rpm.

Anhand der Graphen lasst sich eine gesteigerte Umsetzung der C=C-Doppelbindungen zu
Epoxidgruppen bei héherem Dispersphasenanteil erkennen. Fir DPA 1 wird mit 96 % die
hochste Ausbeute erzielt. Fir DPA 2 wird eine Ausbeute von 90 % und fir DPA 3 eine
Ausbeute von 89% erreicht. Auch VI¢ek und Petrovi€¢ konnten bei zwei verschiedenen H,O,
zu C=C-Doppelbindung Verhaltnissen &hnliche Ausbeuten bei der Umsetzung von Sojadl

erzielen**,

141 vIgek & Petrovié (2006), Journal of the American Oil Chemists' Society, 83, 3, pp. 247-252
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Bei der Verwendung von DPA 3 wurde bei der Umsetzung von Ol 1 eine Ausbeute von rund
90 % erzielt, wonach noch maximal 10 % unreagiertes Wasserstoffperoxid im Reaktions-
medium zur Verfligung stehen kdnnen. Aus Optimierung-technischer Sicht und aus Sicht der
finalen Abfallbeseitigung sollte die verwendete Menge an Wasserstoffperoxid und damit der
verwendete Dispersphasenanteil mdglichst gering gehalten werden und ist deshalb ein
wichtiger Punkt, um die Kosten fiir die Reaktion zu senken*. Durch die Reduktion des
Dispersphasenanteils wird bei einem Reaktionsansatz mit gleichbleibender
Losungsmittelkonzentration zudem bei gleichbleibendem Reaktorvolumen eine groRere
Menge Ol eingesetzt. Aus diesem Grund werden trotz der Differenz in der Ausbeute die
meisten Epoxidgruppen bei DPA 3 gebildet.

Falls eine Epoxidausbeute von rund 90 % der C=C-Doppelbindungen fur die weitere
Verwendung des epoxidierten Ols ausreichen, sollte DPA 3 eingesetzt werden, da die
eingesetzte Menge an Wasserstoffperoxid in diesem Fall minimiert wiirde. Dadurch kénnen
Kosten eingespart und die Stabilitdt des Enzyms aufgrund der minimalen Exposition
gegeniuber Wasserstoffperoxid eventuell gesteigert werden.

Experimentelle Ubertragung der Epoxidierung von Ol 1 vom 1 L- zum 10 L-MafRsstab

Die vorangegangenen Experimente im 1L-Maf3stab hatten zum einen das Ziel relevante
Prozessgrof3en in einem skalierbaren Reaktionssystem zu evaluieren und zum anderen
Basisinformationen fiur eine Maf3stabsvergrofBerung in den 10 L- und anschlieRend 100 L-
Mal3stab zu liefern (siehe Abbildung 121).

Fraunhofer IGB Fraunhofer CBP

Abbildung 121: Am Fraunhofer IGB und CBP zur Verfigung stehende Reaktoren zur
Optimierung und Mal3stabsvergréfRerung der chemo-enzymatischen Epoxidierung.

Als Ubertragungskriterium sollte aufgrund des mehr-phasigen Reaktionssystems die
volumenspezifische Ruhrleistung herangezogen werden. Die Formel zur Berechnung einer
bendtigten Ruhrerdrehzahl in der Hauptausfihrung auf Basis von Modellversuchen unter
Annahme eines turbulenten Stromungsregims wurde bereits vorgestellt. Als Basis zur
Evaluierung der Skalierbarkeit der chemo-enzymatischen Epoxidierung sollte das
Epoxidierungsexperiment im 1 L-MaRRstab mit LM 1, DPA 1 und einer Ruhrerdrehzahl von

142 \/|Igek & Petrovi¢ (2006), Journal of the American Oil Chemists' Society, 83, 3, pp. 247-252
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1000 rpm unter Verwendung eines 6-Blatt-Scheibenriihrers mit entsprechendem
Strombrecher genutzt werden. Nach der Formel zu Berechnung der Drehzahl im gréf3eren
Malstab ergibt sich fur die Ausfihrung im 10L-Maf3stab mit Strombrecher und 6-Blatt-
Scheibenriihrer eine Ruhrerdrehzahl von 630 rpm, um einen gleichbleibenden volumen-
bezogenen Leistungseintrag zu gewahrleisten. Der Verlauf der chemo-enzymatischen
Epoxidierung im 1L- und 10L-MaRstab mit Scheibenrihrer, Strombrecher und dem MafR3stab
entsprechender Ruhrerdrehzahl ist in Abbildung 122 anhand des Epoxidsauerstoffgehaltes
Uber die Reaktionszeit dargestellt. Da der 100L-Reaktor am Fraunhofer CBP derzeit nur mit
einem 2-stufigen Impellerrihrer ohne Strombrecher ausgestattet ist, wurde am Fraunhofer
IGB ein ,Downsizing“-Ansatz mit entsprechend ausgelegtem 2-stufigen Impellersystem
durchgefihrt, um die Umsetzung mit einem alternativen Rihrersystem zu demonstrieren und
die Machbarkeit am Fraunhofer CBP abzuschéatzen. Die Ergebnisse des Experiments sind
ebenfalls in Abbildung 122 gezeigt.
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Abbildung 122: Vergleich der Epoxidierung von Ol1 mir LM1 im 1L-MaRstab mit
Scheibenrihrer und Strombrecher bei 1000rpm mit einem Vergleichsansatz mit
Scheibenrihrer und Strombrecher im 10L-Maf3stab und einem zum CBP-Setup des 100L-
Reaktors vergleichbaren Ansatz im 10L-Maf3stab mit 2-stufigem Impellerrithrer (450 rpm) ohne
Strombrecher.

Durch die Experimente der chemo-enzymatischen Epoxidierung konnten verschiedene
Einflisse auf die Umsatzgeschwindigkeit der C=C-Doppelbindungen zu Epoxidgruppen in
einem skalierbaren Reaktionssystem identifiziert werden. Unter den oben beschriebenen
stofflichen und betriebsbedingten Parametern kénnen nach 24 Stunden Ausbeuten von rund
96 % erwartet werden und es wird ein Mittelmal3 zwischen Umsatzgeschwindigkeit und
Beanspruchung des immobilisierten Enzyms gefunden. Der Vergleich der Umsatz-
geschwindigkeiten im 1 L- und 10 L-Maf3stab in Abbildung 122 zeigt, dass die Umsetzung im
10 L-MaRRstab nur minimal langsamer verlauft als im 1 L-Maf3stab. Auf Basis dieses
Ergebnisses ist anzunehmen, dass die chemo-enzymatische Epoxidierung in einem
entsprechend ausgelegten 100L Reaktor ebenfalls erfolgreich durchgefiihrt werden kann.
Das Experiment zur Epoxidierung von Ol 1 mit derselben stofflichen Einstellung und 2-
stufigem Impellerriihrer bei 450 rpm zeigt im Vergleich zum Ansatz mit Scheibenrthrer und
Strombrecher bei 630 rpom nochmals eine minimal geringere Umsatzgeschwindigkeit.
Allerdings kann auf Basis dieses Experimentes geschlussfolgert werden, dass eine
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konstruktive Anpassung des 100 L-Reaktors am Fraunhofer CBP nicht erforderlich sein
sollte, um die chemo-enzymatische Epoxidierung auch in diesem MalRstab erfolgreich
durchfihren zu kénnen.

3.5.3.10 Epoxidierung in einem Festbettreaktor mit Novozym® 435

Zusatzlich zu den bisher dargestellten Ansatzen zur Epoxidierung von Ol 1 wurde ein
Experiment zur Umsetzung an einem mit Novozym® 435 beladenen Festbett durchgefiihrt.
Ein kontinuierlicher Prozess kénnte einige wirtschaftliche Vorteile zum Satzbetrieb mit sich
bringen. Durch den Einsatz eines Festbettreaktors konnte zum Beispiel das bendtigte
Reaktorvolumen reduziert werden. AuRerdem kdnnte die Stabilitat des Katalysators aufgrund
einer im Vergleich zu Rihrsystemen geringeren mechanischen Belastung mdoglicherweise
gesteigert werden. Durch diese beiden Ansatzpunkte ware es moglich die Investitionskosten
fur Reaktor und Katalysator eventuell zu senken.

In Abbildung 123 ist der Versuchsaufbaus zu sehen. Zum Aufbau des Festbetts wurde
Glaswolle und anschlieRend Novozym® 435 in einen Glaszylinder gegeben. Die
Festbettlange betrug ca. 4 cm. Als Reaktionsgefd3 kam ein 50 mL Erlenmeyerkolben mit
Bodenauslass zum Einsatz. Die Reaktionsmischung aus wurde direkt im Erlenmeyerkolben
angesetzt und mittels Magnetrihrer homogenisiert. Die Reaktionsmischung wurde
kontinuierlich mittels einer 32 rpm Pumpe (Watson Marlow, Ref A804, Hub: 50) im Kreislauf
durch den Festbettreaktor gefiihrt. Die Probenahme erfolgte in einem Zeitintervall von 2 h.
Dazu wurden 100 uL des Reaktionsansatzes entnommen und mittels Dunnschicht-
chromatographie analysiert.

Festbett mit
Novozym®435

Ruckfuhrung der

=
— ‘1'/ Reaktionsmischung
-
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Abbildun% 123: Versuchsaufbau zur Epoxidierung von Ol 1 in einem Festbettreaktor mit
Novozym™ 435.

Das Ergebnis der dinnschichtchromatographischen Analyse der Proben aus der
Epoxidierung von Ol 1 an einem Festbett mit Novozym® 435 ist in Abbildung 124 (links)
gezeigt. Zum Vergleich wurde das Ergebnis der Epoxidierung von Ol 1 in einem Batch-
Ansatz (Heidolph Synthesis 1 Screening-Gerét) dargestellt (siehe Abbildung 124 rechts). Es
ist zu sehen, dass Ol 1in einem Festbettreaktor epoxidiert werden konnte. Allerdings konnten
fast ausschlief3lich Produkte mit einem niedrigen Anteil an Epoxygruppen detektiert werden,
nachdem das Reaktionsgemisch fiir sechs Stunden im Kreislauf gefihrt wurde. Aus
Abbildung 124 (rechts) ist zu erkennen, dass bei einer Epoxidierung von Ol 1 im Batch-
Ansatz (Heidolph Screening-Gerét) nach einer Reaktionszeit von 4 h ebenfalls hauptsachlich
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epoxidierte Triglyzeride (ETG) mit einem geringeren Anteil an Epoxygruppen zu detektieren
war. Die Epoxidierung in einem Festbettreaktor stellt somit eine Alternative zum klassischen
Batch-Ansatz dar.
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Abbildung 124: Diinnschichtchromatographie zur Epoxidierung von Ol 1 in einem Festbett-
reaktor (links) im Vergleich zur Epoxidierung im Heidolph Synthesis 1 Screening-Gerét
(rechts).

3.5.4 Heterologe Expression der Lipasen (Universitat Halle-Wittenberg)

Die Auswahl der Lipasen zur Umsetzung der im Projekt relevanten pflanzlichen Ole erfolgte
anhand der in den Kapiteln zuvor beschriebenen Screening-Ergebnisse von Eucodis und
Fraunhofer IGB. Hierbei zeigten die Eucodis-Lipasen EL012, ELO13 und ELO16 besonders
gute Eigenschaften hinsichtlich der Abspaltung langkettiger Fettsduren aus pNP-Estern (C18
- C22) und hinsichtlich der oglichkeit zur Durchfihrung von Epoxidierungsreaktionen. Zur
Entwicklung geeigneter Produktionsstammes fir diese Lipasen wurde im Vorfeld der
Untersuchungen eine Literatur- und Patentrecherche durchgefiihrt, um ein entsprechendes
Expressionssystem konstruieren zu kdnnen. Unter Absprache mit Eucodis wurden die
einzelnen Kriterien des Expressionssystems festgelegt. Als Produktionsorganismus diente E.
coli BL21(DES3). Die Nukleotid-Sequenzen der Lipasen wurden an die Codon Usage des
Produktionsorganismus angepasst. Zusatzlich wurde im Hinblick auf die spatere Reinigung
jeweils ein C-terminaler Hise-Tag in die Sequenzen integriert. Zur Regulation der
Genexpression wurde ein IPTG-induzierbares Promotersystem genutzt. Als Selektions-
marker fur die Kultivierung diente Ampicillin.

Die konstruierten Plasmide wurden von Eucodis zur Verfiigung gestellt und zur
Transformation des Produktionsorganismus E. coli BL21(DE3) eingesetzt. Mit den
erhaltenen Klonen wurden Glycerin-Kryokulturen angelegt, die als Ausgangspunkt fir
weitere Untersuchungen dienten.

Die Untersuchung des Wachstums der transformierten Zellen und die Uberprifung der
Produktbildung infolge der Induktion mit IPTG erfolgte im 500 mL-Schittelkolbenmafistab
(SK). Hinsichtlich des Wachstumsverhaltens auf LBawe-Medium wurden fir die
Produktionsstamme auch nach Induktion mit 1 mM IPTG bei 37 °C keine signifikanten

198



Unterschiede zum Referenzstamm E. coli BL21(DE3) ohne Plasmid beobachtet (ohne Abb.).
Bei allen drei Produktionskulturen konnte mittels SDS-PAGE-Analyse die Zunahme einer
entsprechenden Bande im zu erwartenden Molekulargewichtsbereich festgestellt werden.
Diese Banden traten bei der Kultivierung des o0.g. Referenzstammes nicht auf.

Zur Untersuchung der Aktivitat und Reinigung der Lipasen wurde jeweils die in den
Schittelkolbenversuchen hergestellte Biofeuchtmasse (ca. 2 ¢g) mittels Hochdruck-
homogenisation (HDH) aufgeschlossen und die Rohenzymextrakte mittels Nickel-Chelat-
Affinitats-chromatographie (IMAC) gereinigt. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat
der Lipasen erfolgte titrimetrisch unter Verwendung von Olivendl-Emulsionen. Die
gemessenen Aktivitatswerte der jeweiligen Rohenzymextrakte und ausgewahlter IMAC-
Peak-Fraktionen sind in Tabelle 69 aufgefihrt. Als Negativ-Kontrollen fiir den Aktivitatstest
dienten Rohenzymextrakt des Referenzstammes E. coli BL21(DE3) bzw. Elutionspuffer
(IMAC). Bei beiden Kontrollproben konnte kein Signalanstieg festgestellt werden, woraus
geschlossen werden kann, dass die erhaltenen Messwerte in Tabelle 69 eindeutig auf die
Aktivitat der Zielenzyme zurtickgefiihrt werden kdnnen.

Die Ergebnisse zeigen, dass mit dem entwickelten Expressionssystem die drei Zielproteine
in l6slicher und aktiver Form in E. coli exprimiert werden kdnnen und, dass eine Reinigung
mittels Affinitditschromatographie moglich ist.

Tabelle 69: Produzierte Lipase-Aktivitdten unter Verwendung von LBAmp-Medium (Assay:
5 % vlv Olivendl; 2 % w/v Gummi Arabicum; 45 mM CaCl2; pH 8; 37 °C).

ELO12 ELO13 ELO16
Volumetrische Aktivitat Rohextrakt (RE) [U/Lyedium] 49700 22800 63600
produzierte Aktivitat pro Schittelkolben [U] 24850 11400 31800
spez. Aktivitdt RE [U/mg Protein] 155 61 179
Peak-Fraktion IMAC [U/mL] 3015 747 2910
spez. Aktivitat IMAC-Fraktion [U/mg Protein] 4080 283 4235

Zur Produktion der Lipasen im gréeren Maf3stab wurden daraufhin Untersuchungen
hinsichtlich moéglicher Nahrmedien durchgefiihrt. Hierbei erwies sich das in der Literatur
beschriebene Komplexmedium nach Gerber et al.'*® als ein geeignetes Medium, mit dem in
kurzer Zeit relativ hohe Zelldichten erreicht werden kdnnen ohne, dass eine vorherige
Medienadaption der Zellen notwendig ist. Durch die Verwendung von Glycerin als
Hauptkohlenstoffquelle besteht zusatzlich die Mdglichkeit das bei der Hydrolyse der
entsprechenden Pflanzendle anfallende Glycerin im Projekt fur die Produktion der
Biokatalysatoren zu verwerten.

Zunachst konnte im 500 mL-Schiittelkolbenmal3stab unter Verwendung des oben genannten
Komplexmediums (Abk. ,GB“) die Uberexpression der Zielproteine nachgewiesen werden.
Abbildung 125 zeigt beispielhaft den Verlauf der Expression der Lipase EL012. Die
gemessenen Aktivitaten im jeweiligen Rohenzymextrakt nach Aufschluss der Zellen sind in
Tabelle 70 angegeben.

143 Gerber et al., Protein Expression Purif. 2008, 59, 203-214
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Abbildung 125: Verlauf der Produktion von Lipase EL012 in E. coli BL21(DE3) auf Komplex-
Medium GB. In definierten Abstédnden wurden 1/OD-Proben der Schuttelkolbenkultur angelegt.
Bahn 1: Marker; Bahn 2 - 8: 1/ OD-Proben E. coli BL21(DE3) EL012a nach Induktion mit 1 mM
IPTG nach 0 - 6 h; Bahn 9: 6 h nach Induktion unter Verwendung von LB-Medium.

Tabelle 70: Aktivitatsmesswerte der Rohenzymextrakte der Lipase EL012 - EL016; Kultivierung
von E. coli BL21(DE3) ELO1x bei 37 °C auf modifiziertem Komplexmedium: 50 g/L Hefeextrakt;
10 g/L Glycerin; 0,5 g/L NH4CI; 8,4 g/L K2HPO4; 0,1 g/L MgS0O4 x7H20; Induktion mit 1mM
IPTG).

ELO12 ELO13 ELO16
Volumetrische Aktivitat Rohextrakt (RE) [U/Lyedium] 145800 9000 94200
produzierte Aktivitat pro Schittelkolben [U] 72900 4500 47100

Nach erfolgreicher Produktion der drei Lipasen im Schittelkolbenmafistab wurde eine
Ubertragung des Verfahrens auf den BioreaktormafRstab durchgefiihrt, um zum einen den
Produktionsmaf3stab zu erhdéhen und zum anderen den Prozess unter kontrollierten
Bedingungen ablaufen zu lassen, was im Schiittelkolben nur begrenzt umsetzbar ist.

Unter Verwendung des oben genannten Komplexmediums wurde zunachst fir Lipase EL012
eine Batch-Fermentation im 12 L-Mal3stab durchgefuhrt. Nach einer Prozessdauer von 6,8 h
(Induktion 3 h) lag die Biotrockenmassekonzentration (BTM) bei 10 g/L. Die produzierte
Gesamtaktivitat betrug 4,8 Mio. U.

Darauf aufbauend wurde ein Fed-Batch-Verfahren entwickelt mit anfanglicher Batch-Phase
(Startvolumen 12 L) zur Anzucht der Zellen und einer sich anschlieRenden Phase mit
konstanter Zufitterung von Substrat (15 % (w/w) Hefeextrakt und 25 % (v/w) Glycerin).
Hierbei wurden nach einer Gesamtkultivierungsdauer von 12 h eine Biotrocken-
massekonzentration von 20 g/L erhalten. Wahrend der Produktbildungsphase von 6 h wurde
die Lipase ELO012 in einer Menge von 22 Mio. U produziert, was einer theoretischen
Produktmenge von ~ 5,4 g entspricht.

AnschlieRend erfolgte fir dieses Fed-Batch-Verfahren eine VergroRerung des Produktions-
mafstabes. Die Verlaufe der Biomasse-, Substrat- und Produktkonzentration der
Fermentation sind in Abbildung 126 dargestellt. Das Startvolumen betrug 36 L. Nachdem am
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Ende der Batch-Phase das Startsubstrat von den Zellen verbraucht wurde, wurde bis zum
Prozessende frische Nahrlésung mit konstanter Zuflussrate zugeflittert. Nach 12 h konnten
ca. 3,4 kg Biofeuchtmasse geerntet werden. Die in diesem Prozess produzierte Gesamt-

aktivitat betrug hochgerechnet 51,5 Mio. U.
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Abbildung 126: Verlauf der Konzentration von Biomasse, Substrat und Produkt wéhrend der
Fermentation FKW27 (41 L) zur Produktion von Lipase EL012. Die Kultivierung des Stammes
E. coli BL21(DE3) ELO12a erfolgte im Fed-Batch-Verfahren im Bioreaktor Biostat Dplus 75 bei
37 °C auf Komplexmedium GB.

Zur Produktion der Lipase ELO13 wurden vor der Kultivierung der Zellen im Bioreaktor
Untersuchungen zur Expressionstemperatur durchgefihrt, da in Vorversuchen beobachtet
worden war, dass ein groRer Teil des Zielproteins innerhalb der Zellen in einer inaktiven,
unloslichen Form gebildet wurde. In einer Reihe von Schittelkolbenversuche mit
unterschiedlichen Temperaturen wahrend der Produktbildungsphase zeigten sich bei 34 °C
die besten Ergebnisse hinsichtlich der produzierten Aktivitat. Daher wurde auch bei der
Produktion im Bioreaktor eine Temperaturabsenkung von 37 °C auf 34 °C zu Beginn der
Produktbildungsphase durchgefiihrt. Die Mal3stabsvergrof3erung im Bioreaktor wurde analog
zu Lipase EL012 durchgefihrt.

Ebenso erfolgten die Untersuchungen zur Produktion der Lipase ELO16 nach der gleichen
Vorgehensweise wie bei Lipase EL012.

In Abbildung 127 sind die Ergebnisse der einzelnen Fermentationen hinsichtlich der jeweils
produzierten Aktivitat vergleichend dargestellt. Die gemessenen Aktivitatswerte bei Lipase
ELO13 fallen deutlich geringer aus im Vergleich zu ELO12 bzw. EL016. Dies ist auf
unterschiedliche Substratspezifitdten der Lipasen gegeniiber den in der Substratlésung des
Aktivitatstests (Oliven6l-Emulsion) enthaltenen veresterten Fettsauren zurtickzufthren.
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Abbildung 127: Ubersicht uber die in den verschiedenen Produktionsstufen hergestellte
Lipase-Aktivitat (Assay: Hydrolyse von Olivendl).

Nach erfolgter Produktion der Lipasen im Bioreaktor wurde die Reinigung naher untersucht.
Die Lipase-Sequenzen wurden wahrend der Entwicklungsphase des Expressionssystems
(AP 2.3) auf genetischer Ebene so konstruiert, dass die vom Produktionsstamm gebildeten
Enzyme eine zusatzliche Aminoséauresequenz (Hisg) enthalten, mit der die Aufreinigung und
Abtrennung von Fremdproteinen vereinfacht werden kann. Hierzu wird eine
Affinitatschromatograhie uber Ni**-Chelat-Komplexe (IMAC) genutzt. Im kleinen MaRstab,
unter Verwendung der in den Schiittelkolbenversuchen gewonnenen Biofeuchtmasse (2-3 ¢
pro Ansatz), konnte die Reinigung der einzelnen Lipasen mittels Saulenchromatographie
erfolgreich durchgefiihrt werden.

Beim Scale-Up der Reinigung, um gréRere Mengen Lipase aus der in den Fermentationen
erzeugten Biofeuchtmasse zu isolieren, wurde jedoch eine verstarkte Préazipitation in den
Elutionsfraktionen beobachtet. Nach genauerer Untersuchung des Prézipitats wurde
festgestellt, dass es sich bei den unldslichen Bestandteilen hauptsachlich um aggregierte
Lipase handelte. Dieser Zusammenhang konnte ebenfalls Giber eine Bilanzierung der Lipase-
Aktivitat bestatigt werden, da der Aktivitatsverlust bei den Reinigungsversuchen bis zu 96 %
betrug.

Aus diesem Grund wurde nach einer alternativen Méglichkeit gesucht, die Zielproteine zu
reinigen und Fremdproteine zu entfernen, um bei spateren Untersuchungen stérende
Nebenaktivitaten ausschlieRen zu konnen. Hierbei wurde auf das Verfahren der Batch-
Adsorption zurtickgegriffen, bei der der Lipase-haltige Rohenzymextrakt nach Aufschluss der
Zellen auf3erhalb einer Saule unter Einsatz einer geeigneten Durchmischung mit dem
Chromatographiematerial inkubiert wird. Nachdem die Lipase an das Tragermaterial
gebunden wurde, erfolgten mehrere Waschschritte und anschlielend die Elution des
Zielproteins vom Trager. Es traten zwar in diesem Verfahren ebenfalls Prazipitate auf, jedoch
konnte durch diese Behandlung eine zu starke Aufkonzentrierung der Lipase, wie es bei der
Saulenchromatographie der Fall war, vermieden werden. Der Gesamtaktivitatsverlust bei
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diesem Verfahren belief sich auf ~ 18 %, was eine deutliche Verbesserung gegentiber der
vorherigen Methode darstellt. Nach Elutionsschritt 1 konnten ca. 300.000 U vom
Tragermaterial desorbiert werden. Die Gesamtausbeute nach 3 Elutionsschritten betrug
73 %. Ein Vergleich der relativen Aktivitaten der einzelnen Fraktionen der Reinigung ist in
Abbildung 128 dargestellt.

Entsprechende Ergebnisse wurden auch bei der Reinigung der Lipase EL013 nach
Durchfiihrung der Batch-Adsorption erhalten. Nach Aufschluss von ~ 26 g Biofeuchtmasse
und Adsorption des Zielproteins an das Tragermaterial konnten ca. 83 % der Aktivitat mittels
drei Elutionsschritten desorbiert werden.
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Abbildung 128: Relative Aktivitat der Fraktionen wdahrend der Reinigung von Lipase EL012
mittels Batch-Adsorption. 50 g Biofeuchtmasse wurden mittels Hochdruckhomogenisator
aufgeschlossen und die unléslichen Zellbestandteile durch Zentrifugation abgetrennt. Die
Bindung erfolgte an Ni**-Streamline Chelating (GE, Healthcare). Die Elution wurde mit Imidazol
durchgefuhrt. Die im Rohenzymextrakt enthaltene Aktivitdt wurde als Referenz fir die
Berechnung der relativen Aktivitdt herangezogen (100%). Die Gesamtaktivitat in allen
Fraktionen betrug 82 %.

3.5.5 Immobilisierungsuntersuchungen der Lipase ELO12 im Labormalfstab
(Universitat Halle-Wittenberg)

Hinsichtlich der Immobilisierung der im Projekt relevanten Biokatalysatoren wurde u.a. der
Ansatz verfolgt, die Enzyme zielgerichtet und mdglichst unter Erhalt der Aktivitat auf
geeigneten Tragermaterialien zu fixieren. Eine Madglichkeit zur Durchfihrung dieser
zielgerichteten Immobilisierung besteht in der Nutzung von molekularbiologischen Methoden,
um Veranderungen in der Protein-Sequenz vorzunehmen und somit die Kopplung sowie die
Ausrichtung des Enzyms auf dem Tréager zu beeinflussen.

Innerhalb des Arbeitspaktes wurden zu diesem Zweck fir ausgewéhlte Kopplungsmethoden
entsprechende Varianten der Lipase ELO012 konstruiert (siehe Tabelle 71). Die Produktion,
Reinigung und Immobilisierung wurde, wie nachfolgend beschrieben, in Projektphase 2
durchgefihrt.
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Tabelle 71: Enzym-Varianten der Lipase EL012 zur Untersuchung der zielgerichteten
Immobilisierung.

Nummer | Kopplungsmethode Mutante

1 Nutzung Aminogruppen | K28R, K84R, K185R, K207R, K229R, K251R, K329R “KXR*
2 Nutzung Glutaminreste NQ-ELO012

3 EL012-CQ

4 Nutzung Cysteinreste ELO12 S2C

5 EL012 S259C

6 ELO012 S333C

7 ELO12 S2C, S259C, S333C *“SXC”

Nach der erfolgreichen Produktion der Lipase EL012 (Wildtyp) im Labormafstab der
Universitat Halle-Wittenberg wurde in Absprache der Projektpartner Eucodis, Fraunhofer
IGB, Fraunhofer CBP und Universitat Halle-Wittenberg der Produktionsprozess in den
Technikumsmafstab am Fraunhofer CBP Ubertragen. Die Vorversuche zu Zellaufschluss
und Isolierung der Lipase fanden nach einem Protokoll von Eucodis in Zusammenarbeit der
Universitat Halle-Wittenberg und dem Fraunhofer CBP im Labormalfistab statt. Die dabei
gewonnenen Daten wurden im Anschluss vom Fraunhofer CBP fiir die Durchfihrung einer
Fed-Batch-Fermentation im 300 L-Bioreaktor und die darauffolgende Reinigung der Lipase
genutzt.

Im Hinblick auf die Immobilisierung der Biokatalysatoren wurden fir die Lipase zusatzliche
Enzym-Varianten entwickelt. EL012 zeigte in den Voruntersuchungen der Projektpartner
unter den ausgewahlten Lipasen die besten Resultate. Zur Untersuchung der zielgerichteten
Immobilisierung dieser Lipase wurden verschiedene Strategien verfolgt, in denen die
Kopplung u.a. Uber proteinogene Aminogruppen, Uber Glutaminreste oder auch uber
Cysteinreste erfolgen sollte. Die hierfir bendétigten Lipase-Mutanten wurden in
Zusammenarbeit der Universitat Halle-Wittenberg und Eucodis erstellt. Fir Mutante 1 wurde
von Uni Halle eine externe Gensynthese in Auftrag gegeben. Die Plasmide fir die Mutanten
2 — 7 wurden von Eucodis zur Verfiigung gestellt.

Mit Hilfe dieser Plasmide wurde die Transformation des Produktionsstammes E. coli
BL21(DE3) durchgefiihrt. Die Kultivierung dieser Stdmme erfolgte analog zur Produktion der
Wildtyp-Lipasen im 500 mL-Schittelkolbenmaf3stab.

Alle sieben Lipase-Mutanten wurden wahrend der Induktionsphase der Kultivierung deutlich
Uberexprimiert. Abbildung 129 zeigt beispielhaft die Produktion der Lipase EL012-CQ im
Vergleich zur Wildtyp-Lipase. Aufgrund einer veranderten Codon Usage der Mutanten 2 - 7
lag nach 6 h Induktion mehr Zielprotein vor als bei der Produktion der Wildtyp-Lipase.
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Abbildung 129: SDS-PAGE-Analyse von 1/OD-Proben der Produktion der Lipase-Mutante
EL012-CQ. Die Kultivierung erfolgte im 500 mL Schittelkolbenmalistab bei 37 °C auf
Komplexmedium GB. Bei einer ODgggnm VON 0,5 wurde mit 1 mM IPTG induziert.

Zur Reinigung der Lipase-Varianten kam das bereits etablierte Batch-Adsorptionsverfahren
zum Einsatz. In Tabelle 72 sind die spezifischen Aktivitdten der gereinigten Lipasen
aufgefuhrt. Nach Zellaufschluss zeigte sich bei fast allen Mutanten (aufer KXR), dass ein
grolRer Teil des Zielproteins in unldslicher Form gebildet wurde. Dennoch konnte im
Vergleich zur Produktion von ELO12 WT mehr aktives Protein in den Zellen angereichert
werden, was sich in der biofeuchtmasse-bezogenen Aktivitdt widerspiegelt. Die Werte der
spezifischen Aktivitat nach Reinigung der jeweiligen Mutanten lagen im Bereich des Wildtyp-
Enzyms.

Tabelle 72: Vergleich der Aktivitat verschiedener Lipase-Mutanten (Assay: Hydrolyse von
Olivenadl).

Wildtyp ELO12 WT 185 12117 2613

1 Aminogruppen ELO012 KXR 170 14492 2739

2 NQ-ELO12 222 14054 2182
Glutaminreste

3 EL012-CQ 924 62679 3105

4 EL012 S2C 624 41678 3162

5 ELO012 S259C 309 16684 2629
Cysteinreste

6 ELO012 S333C 201 13360 3000

7 ELO12 SXC 405 25628 2718
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Immobilisierung durch Adsorption

Die Tragerfixierung von Enzymen Uber reine Adsorptionsvorgange stellt die einfachste
Immobilisierungsmethode dar. Der Vorteil besteht darin, dass fir die Kopplung prinzipiell
keine Veranderungen an Enzym und Trager notwendig sind. Da jedoch keine kovalenten
Bindungen ausgebildet werden, ist man mit dem Einsatz des Immobilisats auf organische
Losungsmittel beschrankt. Im wassrigen Milieu ist in der Regel mit einer unerwinschten
Abldsung des Enzyms vom Trager zu rechnen.

Das in der Literatur haufig beschriebene Lipase-Praparat Novo435 wird durch Protein-
adsorption auf das lonenaustauschermaterial Lewatit VP OC 1600 der Firma LanXess
gewonnen. Dieses kommerziell erhaltliche Praparat dient auch in einigen projekt-relevanten
Reaktionen als Referenz-Katalysator.

Daher wurde versucht, die Lipase EL012 mittels Adsorption auf das erwahnte Tragermaterial
zu immobilisieren. In 2 parallelen Ansatzen wurde ELO12 in An- und Abwesenheit des
Detergenz Triton X-100 als Stabilisator auf den Trager adsorbiert. Nach erfolgter Kopplung
wurden die Immobilisate getrocknet und bei 4 °C gelagert.

Das p-Nitrophenylpalmitat-Assay konnte fir die Aktivitatsbestimmung nicht eingesetzt
werden, da es im wassrigen System zu einer Desorption des Enzyms kam.

Kopplung Uber Glutamin-Tags durch Einsatz einer mikrobiellen Transglutaminase

Die mikrobielle Transglutaminase (MTG) Kkatalysiert die Quervernetzung von
proteingebunden Glutamin-Resten (Q) und primaren Aminen. Dadurch ist es mdglich,
Proteine dber MTG-zugangliche Q-Reste auf entsprechende Aminogruppen-haltige
Tragermaterialen kovalent zu fixieren. In verschiedenen Vorversuchen der Uni Halle konnte
gezeigt werden, dass die Lipase ELO12 WT in ihrer nativen Form nicht von der MTG als
Substrat erkannt wird. Im Gegensatz dazu konnte eine Reaktivitdt zwischen der MTG und
den mit Q-Tag versehenen Mutanten NQ-EL012 (N-terminaler Tag) und EL012-CQ (C-
terminaler Tag) nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung der Kopplung der Enzym-Varianten wurde das kommerzielle
Tragermaterial EAH-Sepharose (GE Healthcare) eingesetzt. Das Ergebnis der
Immobilisierungsversuche ist in Abbildung 130 dargestellt. Im Fall der Wildtyp-Lipase EL012
ohne Q-Tag konnte nur eine relativ geringe Aktivitat von 0,02 U/g auf dem Trager gemessen
werden. Die Kopplung der beiden Q-Tag-Varianten fuhrte dagegen mit 0,93 und 1,65 U/g zu
deutlich héheren Aktivitaten. Daraus kann geschlossen werden, dass durch die Fusion von
Lipase und Q-Tag unter Verwendung von MTG eine zielgerichtete kovalente Immobilisierung
moglich ist. Ohne Zusatz von MTG (Adsorptionsversuch) wahrend der Inkubation der
Lipasen mit Tragermaterial erfolgte eine vergleichsweise geringe Bindung von Lipase.
Weiterhin ist ersichtlich, dass die Position des Q-Tags in der Lipase-Sequenz scheinbar
einen Einfluss auf die Aktivitdit des Immobilisats hat. Hier scheint sich die C-terminale
Position des Tags vorteilhaft auszuwirken.
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Abbildung 130: Vergleich der trdgerbezogenen Aktivitat (Hydrolyse von p-Nitrophenylpalmitat)
verschiedener Varianten der Lipase EL012 WT nach Kopplung an EAH-Sepharose unter
Verwendung von MTG.

Zur Verringerung der unspezifischen Adsorption der Lipase wurde die Kopplung von EL012-
CQ zusatzlich in Anwesenheit von 0,5 % (w/v) Triton X-100 und 500 mM NacCl durchgefihrt,
wodurch gleichzeitig die tragerbezogene Aktivitat auf 2,34 U/g gesteigert werden konnte.

Weiterhin konnte durch die Variation der Tragerbeladung (Erhéhung Enzymmenge bei
konstanter Tragermenge) die messbare Aktivitat auf dem Trager auf bis zu 6 U/g gesteigert
werden. Der Anteil der auf dem Trager wiedergefunden Aktivitdt, bezogen auf die initial
eingesetzte Aktivitat, lag bei allen Kopplungsansatzen im Bereich von 15 bis 19 %. Diese
relativ geringe Wiederfindung kann auf verschiedene Ursachen zurtickgeftihrt werden.

Zum einen konnen innerhalb des pordsen Materials aufgrund auftretender Diffusions-
limitierungen nicht alle Lipase-Molekile gleichermafRen mit Substrat in Kontakt kommen.
Zum anderen wurde beobachtet, dass die jeweils zur Kopplung eingesetzte Lipase-Aktivitat
nie vollstdndig an den Trager gebunden werden konnte. Der nicht koppelbare Anteil lag in
der Regel bei ca. 33 %. Eine unzureichende Tragerkapazitat oder eine Inaktivierung der
MTG wahrend der Kopplungsreaktionen konnten als Ursachen dafiir ausgeschlossen
werden.  Vielmehr konnte mittels tryptischem Verdau und anschlieBender
massenspektrometrischer Analyse nachgewiesen werden, dass die eingesetzte MTG
zusatzlich zur Kopplung eine Nebenreaktion katalysierte, bei der die Glutamin-Seitenkette im
Q-Tag zu Glutamat umgewandelt wurde. Eine anschliel3ende Kopplung dieser modifizierten
Lipase-Molekiile war somit nicht mehr moglich.

Zur Untersuchung der Wiederverwendbarkeit der mittels MTG immobilisierten Lipase EL012-
CQ wurde das Immobilisat wiederholt zur Hydrolyse von p-Nitrophenylpalmitat (pNPP)
eingesetzt und jeweils zwischen den Zyklen die entsprechenden Reaktionsprodukten tber
verschiedene Waschschritte entfernt. Das Ergebnis ist in Abbildung 131 dargestellt. Nach 6
Reaktionszyklen verringerte sich die Aktivitat auf dem Trager auf 72 %. Vermutlich wurde in
den ersten Durchgangen der verbliebene, nicht kovalent gebundene Teil der Lipase
ausgewaschen. Ein weiterer Aktivitatsverlust konnte in den darauffolgenden Zyklen nicht
beobachtet werden. Die Stabilitdt des Immobilisats ist demnach unter den getesteten
Bedingungen gegeben.
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Abbildung 131: Restaktivitat der auf EAH-Sepharose immobilisierten Lipase EL012-CQ bei
wiederholtem Einsatz zur Hydrolyse von p-Nitrophenylpalmitat.

Nutzung proteinogener Thiolgruppen zur kovalenten Kopplung

In einem weiteren Ansatz zur zielgerichteten Immobilisierung wurde die Mdglichkeit
untersucht, Lipase EL012 Uber zusatzlich einfiihrte Thiolgruppen kovalent zu fixieren.

Da in vorangegangenen Versuchen zur Immobilisierung der Lipase an pordse Trager-
materialien die Wiederfindung der gekoppelten Aktivitat teils erheblich durch Diffusions-
vorgange beeinflusst wurde, sollte zur Untersuchung der Kopplung der Cys-Varianten ein
alternativer Ansatz verfolgt werden. Als Modeltrager kamen in diesem Fall funktionalisierte
Glasobjekttrager (GréRe 76 x 26 mm) zum Einsatz. Bedingt durch die vergleichsweise
geringe spezifische Oberflache der Objekttréager sollte damit der Einfluss einer méglichen
Diffusionslimitierung wahrend des Lipase-Aktivitatstest verringert werden.

Die Objekttrager wurden Uber eine Beschichtung mit Polyethylenglykol und Maleinimid
funktionalisiert (PEG/MAL; MicroSurfaces, Inc.), wobei die Maleinimid-Gruppe bei neutralem
pH-Wert spezifisch mit freien Thiolgruppen reagiert.

Die Kopplung wurde fir die drei Lipase-Varianten mit jeweils einer einzelnen Substitution von
Ser zu Cys (S2C, S259C und S333C) sowie einer Mutante mit der Kombination der drei
Einzelmutationen (SXC) wuntersucht. In Abbildung 132 st das Ergebnis der
Kopplungsversuche der verschiedenen Cys-Varianten vergleichend dargestellt. Die Lipase-
Varianten mit zusatzlich eingefiihrten Thiolgruppen zeigten jeweils eine héhere Aktivitat auf
dem Tréger als das Wildtyp-Enzym EL012.
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Abbildung 132: Vergleich der gekoppelten Aktivitdt verschiedener Lipase-Varianten nach
Inkubation mit PEG/MAL-beschichteten Glasobjekttrager bzw. mit PEG/MAL-Tragern, die mit B-
Mercaptoethanol (B-ME) geblockt wurden.

Die Aktivitatsunterschiede der 3 Einzelmutanten S2C, S259C und S333C lassen sich
vermutlich auf Unterschiede in der Zuganglichkeit der jeweiligen Thiolgruppen auf der
Proteinoberflache zuriickfihren. Die Kombination der Mutationen (SXC) wirkt sich unter den
getesteten Bedingungen positiv auf die koppelbare Aktivitat aus.

Die Bilanzierung der einzelnen Lipase-Kopplungsreaktionen ist mit dem verwendeten
System nur begrenzt méglich. Aufgrund der geringen Oberflache der Objekttrager kann nur
eine relativ geringe Menge Lipase gebunden werden, so dass in den meisten Fallen im
Verlauf der Inkubation von Enzym und Trager keine signifikante Aktivitatsabnahme im
Uberstand messbar war. Einzig fir Mutante SXC konnte mit 28 % (84 mU) eine deutliche
Verringerung der Aktivitat in der Losung festgestellt werden. 63 % dieser Aktivitat konnten im
Anschluss auf dem Trager wiedergefunden werden.

In entsprechenden Kontrollansdtzen mit Objekttragern, die vor Enzymzugabe mit (-
Mercaptoethanol geblockt wurden, konnte gezeigt werden, dass eine unspezifische
Adsorption der Lipasen nicht oder nur in sehr geringem Umfang erfolgt.

Im Anschluss an die Kopplung wurden die immobilisierten Cys-Varianten auf Stabilitat
hinsichtlich Wiederwendbarkeit im pNPP-Assay untersucht. Nach 6 Reaktionszyklen wurden
folgende Restaktivitaten gemessen: S2C - 70 %; S259C - 73 %; S333C - 82 % und SXC
- 88 %. Die 3-fach-Mutante SXC weist somit im getesteten System eine geringfugig hdhere
Stabilitat auf, die eventuell auf eine Mehrfachbindung der Enzymmolekile mit dem
Tragermaterial zurtickgefuhrt werden kénnte.

Durch Verwendung der funktionalisierten PEG/MAL- Objekttrager konnten die verschiedenen
Cys-Varianten auf eine Eignung zur Kopplung sowie auf eine mogliche
Wiederverwendbarkeit gescreent werden. Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden,
dass die Mutanten S333C und SXC potentielle Kandidaten fiir weitere Untersuchungen zur
Immobilisierung darstellen.
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Nutzung proteinogener Aminogruppen zur kovalenten Kopplung

Kopplung mittels Carbodiimid (EDC)

Das Prinzip bei der Immobilisierung Uber Carbodiimde beruht auf der Bildung von
Amidbindungen zwischen Carboxyl- und Aminogruppen auf der entsprechenden Trager-
bzw. Proteinoberflache. Als Kopplungsreagenz wurde 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid (EDC) gewahlt.

Hierzu wurden Untersuchungen zu einem geeigneten Tragermaterial, zur Tragerbeladung
und zum Einfluss von Zusatzen wéahrend der Kopplung der Lipase EL012 WT durchgefihrt.
AuBerdem wurden verschiedene Kombinationen zur Aktivierung des Tragers vor
Enzymzugabe bzw. zur Enzymadsorption mit anschlieBender Quervernetzung untersucht.

Die besten Resultate hierzu wurden bei Verwendung des lonenaustauschermaterials Lewatit
CNP 105 erhalten, indem das Enzym in Gegenwart von Triton X-100 zunéchst an den Trager
adsorbierte und nach anschlielRender EDC-Zugabe kovalent gebunden wurde.

Die Lipase-Aktivitat auf dem Trager betrug 1 U/g. Die Immobilisierungsausbeute war mit
~ 2 % relativ niedrig, da der Anteil an nicht kovalent gebundenem Enzym auf dem Trager
vergleichsweise hoch war und durch verschiedene Waschschritte vom Trager entfernt
wurde.

Kopplung Uber Oxiran-Gruppen

Das Prinzip beruht auf der Adsorption des Proteins auf einen Trager mit Oxiran-Gruppen
(Sepabeads EC-EP/S) bei hoher lonenstarke mit anschlieBender kovalenter Bindung des
Proteins. Die Immobilisierung der Lipasen EL012 WT und EL012 KXR wurde in 1 M
Phosphat-Puffer pH 7 tber 24 h durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 73 dargestellt. Es zeigten sich deutliche Unterschiede
beziuglich Aktivitat und Ausbeute. Fir beide Enzyme wurde in Kontrollansétzen ohne
Tragermaterial ein erheblicher Aktivitatsverlust erhalten. Die geringere Stabilitdt der Mutante
im Immobilisierungspuffer kann als mogliche Ursache flr die geringe Aktivitdt auf dem
Trager in Betracht gezogen werden.

Tabelle 73: Immobilisierung der Lipasen EL012 WT und KXR auf Sepabeads EC-EP/S (Assay:
Hydrolyse von p-Nitrophenylpalmitat).

Trager-bezogene Immobilisierungs- Restaktivitat nach 2 h
Ansatz Aktivitat ausbeute (ohne Trager)
[U/g] [%] [%]
ELO12 WT 1,21 22,8 49
EL012 KXR 0,04 0,4 11
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Kopplung mittels Glutaraldehyd

Weiterhin wurde die Mdglichkeit untersucht, das Reagenz Glutaraldehyd (GA) zur kovalenten
Kopplung der Lipasen an entsprechende aminogruppen-haltige Tragermaterialien
einzusetzen. Diesbeziglich wurde das Immobilisierungsverhalten der Lipasen EL012 WT
und ELO12 KXR fur verschiedene Tragerbeladungen sowie pH-Werte bei der Kopplung
untersucht. Auferdem kamen Materialien mit unterschiedlicher Oberflachenhydrophobizitat
zum Einsatz. Abhangig von den jeweiligen Bedingungen wurden tragerbezogene-Aktivitaten
bis zu 0,44 U/g mit einer entsprechenden Ausbeute von ~ 5 % erhalten. Als Ursachen fir die
geringen Ausbeuten wurden in Abhangigkeit des Tragers verschiedene Effekte identifiziert.
Zum einen traten Zuganglichkeitsprobleme des Substrates in die Poren des Tragers auf und
zum anderen fuhrte bereits die Interaktion des Enzyms mit nicht-aktiviertem Trager zu einem
erheblichen Aktivitatsverlust. Die flr die zielgerichtete Immobilisierung designte Lipase-
Variante EL0O12 KXR zeigte unter den getesteten Bedingungen verglichen mit EL0O12 WT
keine Vorteile hinsichtlich Aktivitat oder Stabilitat.

In parallelen Versuchen zur Inkubation der lgslichen Lipase EL012 WT mit Triton X-100-
haltigem Bicarbonat-Puffer bei pH 10 und Glutaraldehyd (ohne Trager) konnte beobachtet
werden, dass unter diesen Bedingungen eine deutliche Steigerung der volumetrischen
Aktivitat der Lipase eintritt (siehe Abbildung 133). Vermutlich fuhrte die Anwesenheit des
Detergenz Triton X-100 zu einer aktiveren Konformation der Lipase (Offnung der
,Deckelregion® Uber dem aktiven Zentrum), die durch die Reaktion mit Glutaraldehyd
stabilisiert wurde. Dieser Effekt wurde im Anschluss genauer untersucht.

1/ ELO12 WT (-GA)
500 | | HEEE ELO12 WT (+GA)
[C_1EL012 KXR (-GA)
1| ELO12 KXR (+GA)

400

300 +

200 +

Relative Aktivitat [%]

Oh 1h 2h

Abbildung 133: Verlauf der relativen Aktivitat der Lipasen EL012 WT und EL012 KXR
gegenuber p-Nitrophenylpalmitat wahrend der Inkubation bei 25 °C in An- und Abwesenheit
von 270 pM Glutaraldehyd.

Zunachst wurde festgestellt, dass ohne den Zusatz des Detergenz Triton X-100 keine
Aktivierung stattfindet. Demnach ist dieser Effekt von der Anwesenheit von Grenzflachen im
Ansatz abhangig. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Aktivierung bei der Mutante
KXR nicht auftritt (siehe Abbildung 133). Daraus kann geschlossen werden, dass die
Modifikation der Lipase EL012 WT durch GA an einer bzw. mehrerer der entsprechenden
Mutationspositionen stattfinden muss.
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Unter Verwendung von Lipase EL0O13, die nicht die lipase-typische ,Deckelregion“ oberhalb
des aktiven Zentrums besitzt, wurde ebenso keine Aktivierung beobachtet. Dies stellt ein
weiteres Indiz fur die Hypothese dar, dass GA wahrend der Aktivierung von Lipase EL012
deren Deckelregion in einer offenen Konformation fixieren wirde.

Zusatzlich wurde der Einfluss der verschiedenen Pufferkomponenten (Konzentration von
Triton X-100, NaCl, GA und pH-Wert) auf die Lipase-Aktivierung untersucht. Die grof3ten
Auswirkungen zeigten sich bei der Variation der GA-Konzentration. Unter Zusatz von
0,68 mM GA konnte eine Erh6hung der Ausgangsaktivitat innerhalb von 2 h auf das 8-fache
gemessen werden.

Eine Ubertragung des Aktivierungseffekts auf andere Lipase-Reaktionen, wie z.B. die
Hydrolyse von Triacylglyceriden (Tributyrin, Olivenél), war nicht erfolgreich. Die Umsetzung
dieser Ester konnte im Vergleich zum Standardsubstrat pNPP durch eine GA-Modifikation
nicht beschleunigt werden. Eventuell ist die durch Triton X-100 und GA hervorgerufene
Konformationsénderung im Lipase-Molekll fur diese Substratklasse (Molekilgréf3e) nicht
ausreichend.

Es wurde auRRerdem die Kombination aus Lipase-Aktivierung und anschlieRender
Immobilisierung Uber den His-Tag der Lipase untersucht (siehe Abschnitt E).

Kopplung Uber Hisg-Tag

Eine weitere Moglichkeit zur zielgerichteten Immobilisierung besteht in der Nutzung des Hise-
Tags der Lipase EL012, der bisher zur Reinigung des Enzyms verwendet wurde (siehe AP
2.2). Hierzu wurde das gereinigte Enzym-Praparat EL012 WT in Gegenwart von Triton X-100
und NaCl an das Tragermaterial Streamline Chelating (GE Healthcare) tber die Ausbildung
von Ni?*-Chelat-Komplexen gebunden. Je nach eingesetztem Enzym-zu-Trégerverhéltnis
konnten Aktivitaten auf dem Trager zwischen 0,4 und 3,2 U/g gemessen werden. Die
Wiederfindung der Aktivitét lag zwischen 8 und 60 %.

Parallel dazu wurde die Mdglichkeit untersucht die in Abschnitt D) beschriebene Aktivierung
der Lipase durch Glutaraldehyd mit einer Immobilisierung zu kombinieren. Nach
Durchfiihrung der Behandlung mit Glutaraldehyd war es mdoglich, die modifizierte Lipase
Uber den Hise-Tag an das Tragermaterial Streamline Chelating zu binden. Durch Variation
der Tragerbeladung konnte eine maximale Aktivitat von 3,8 U/g ermittelt werden. Verglichen
mit der unbehandelten Lipase konnte so durch die GA-Modifikation je nach eingesetzter
Beladung eine bis zu 2,5-fache Steigerung der Aktivitat auf dem Tréger erreicht werden. Bei
gleicher Beladung des Tragers kann demnach die modifizierte Lipase EL012 WT das
eingesetzte Substrat pNPP besser umsetzen.

AbschlieRend wurde fur die Wiederverwendbarkeit des Immobilisats mit GA-modifizierter
Lipase untersucht. In Abbildung 134 ist zu sehen, dass ein wiederholter Einsatz des
Immobilisats im Test mdglich ist. Die Restaktivitat nach 10 Zyklen lag bei 96 %.
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Abbildung 134: Restaktivitat der auf Ni*-Streamline Chelating immobilisierten, Glutaraldehyd-
behandelten Lipase EL012 WT bei wiederholtem Einsatz zur Hydrolyse von p-
Nitrophenylpalmitat.

3.5.6 Fermentative Herstellung der Lipase EL012 (Fraunhofer CBP)

Zu Beginn des Projektes wurden heterologe Expressionsstdmme (E.coli) zur Produktion
relevanter Biokatalysatoren (Lipasen) durch Eucodis Bioscience entwickelt und fir
weiterflihrende Umsetzungsreaktionen innerhalb des Projekts geeignete Lipasen ausgewahit
(ELO12, ELO13 und ELO16). Die fermentative Herstellung dieser Enzyme wurde an der
Universitat Halle bis zu einem Malstab von 50 L durchgefiihrt, wobei die Fermentation der
Lipase EL012 zur hdchsten fermentativen Ausbeute (volumetrische Aktivitat) fihrte und eine
erste Optimierung der Enzymreinigung stattfand. Im weiteren Projektverlauf kristallisierte sich
bei Screening-Versuchen bei Eucodis eine neue erfolgsversprechende Lipase (EL070)
heraus, welche gute Ergebnisse bei Ver- und Umesterungsversuchen lieferte. Zur
Bereitstellung groRBerer Enzymmengen erfolgte in enger Zusammenarbeit mit beiden
Partnern eine Skalierung der Fermentationsprozesse fiir die zwei ausgewdahlten Lipasen am
Fraunhofer CBP. Dafur standen Fermenter verschiedener GréRen (beispielhaft in Abbildung
135 dargestellt) sowie unterschiedliche Anlagen fir die Produktaufarbeitung zur Verfiigung.

Zunéchst erfolgte die Ubertragung des etablierten Fermentationsprozesses zur Herstellung
der Lipase ELO12 von der Universitat Halle zum Fraunhofer CBP im 10 L-Mal3stab.
Fermentationsparameter, wie Temperatur, pH-Wert, Kopfraumdruck im Behdlter sowie pO,-
Regelung Uber die Rihrerdrehzahl wurden dabei konstant gehalten. Die Prozesse wurden
anhand des Verbrauchs der C-Quelle (Glycerin) und des Anstiegs der Biotrockenmasse
gegenubergestellt. Ein Vergleich der Produktivitdt (Enzymaktivitat) war leider nicht moglich,
da zum Einen bei der Universitat Halle die Aktivitatsbestimmung nur am Ende der
Fermentation stattfand und zum Anderen aufgrund der verfigbaren Geréate unterschiedliche
Methoden zur Messung der Aktivitat verwendet wurden.
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Abbildung 135: 10 L-Fermenter (links) und 300 L-Fermenter (rechts) der Fa. Frings am
Fraunhofer CBP.

In Abbildung 136 sind die Fermentationsverlaufe von Fraunhofer CBP (10 L-Maf3stab) und
der Universitat Halle (50 L-Mal3stab) anhand der Biomassebildung (griin) und Substrat-
aufnahme (rot) dargestellt.

Alle drei Fermentationen zeigen tendenziell gleiche Verlaufe in Substratverbrauch und
Biomassebildung. Es wurde nach 11 h Fermentationsdauer eine Biotrockenmasse von etwa
20 g/L erreicht. Ein Unterschied besteht in der Wachstumsphase (Batch 0-5h). Der
Expressionsstamm in den Fermentationen am Fraunhofer CBP wachst etwas schneller
(spezifische Wachstumsrate p = 1/h) als in der Fermentation an der Universitat Halle (u =
0,7/h), was in dem schnelleren Anstieg der Biomassekonzentration erkennbar ist. Grund
hierfur ist eine optimierte Uberimpfstrategie bei den Vorkulturen am Fraunhofer CBP, wobei
darauf geachtet wurde, dass sich die Mikroorganismen jeweils in der exponentiellen
Wachstumsphase befinden. Nach Verbrauch des Glycerins (5-6 h Batchdauer) wurde mit
IPTG induziert und gleichzeitig der Fed-Batch (Glycerin-Feed) gestartet. Danach verliefen
sowohl die Biomasse- als auch die Glycerinkonzentration identisch. Zur Bestimmung der
Enzymaktivitat wahrend der Fermentation wurden im Vorfeld am Fraunhofer CBP Methoden
zum Zellaufschluss sowie zur Protein- und Aktivitatsbestimmung im kleinen Malf3stab
etabliert. Wie in Abbildung 136 erkennbar und in zuvor durchgefihrten Schuttelkolben-
versuchen (nicht dargestellt), verlauft die Produktivitéat fur etwa 4-5h nach der Induktion
linear und beginnt danach zu stagnieren.

Da die Drehzahl tber eine Kaskadenregelung in Abhangigkeit vom Gel6stsauerstoff (pO.)
reguliert wurde und eine standige Versorgung der Mikroorganismen mit Sauerstoff der
wichtigste Faktor darstellte, wurde als Scale-Up-Parameter ein konstanter pO,-Wert
verwendet.
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Abbildung 136: Vergleich der Reproduzierbarkeit der ELO12-Produktion am Fraunhofer CBP
(10 L = Kreis, 300 L = Dreieck) und an der Universitat Halle (50 L = Quadrat) anhand der
Verlaufe der Biomasse (grun), des Substrats Glycerin (rot) und der Lipaseaktivitat (blau) bei
gleichen Fermentationsbedingungen. Die vertikale Linie kennzeichnet den Zeitpunkt der
Induktion.

In Abbildung 137 ist der Verlauf der Lipaseproduktion bezogen auf den Proteingehalt der
Zellen wahrend der 300 L-Fermentation dargestellt. Dass die Kurve nicht bei null beginnt,
lasst sich damit erklaren, dass die Induktion etwa 20 min gedauert hat. Somit begann die
Enzymbildung bevor die erste Probe genommen werden konnte. Dies bestatigen die Daten
aus der 10 L-Fermentation. Im kleineren Mal3stab nimmt die Induktion nur einige Sekunden
in Anspruch, wodurch der Startwert bei null liegt (siezhe Abbildung 137). Weiterhin ist zu
sehen, dass die spezifische Lipaseaktivitat nach 6 h gegen 5,5 U/mg Protein konvergiert.
Auch dies wurde im 10 L-Maf3stab beobachtet. Somit sollte die Fermentationsdauer nach der
Induktion nicht verlangert werden. Zwar kénnte die Gesamtausbeute noch etwas erhoéht
werden, jedoch steigt damit auch die Wahrscheinlichkeit von Verunreinigungen. Die
vermehrte Bildung von anderen Zellproteinen fihrt zu einem erschwerten Downstream
Processing mit moglicherweise hoherem Produktverlust oder einem Produkt mit geringerer
Reinheit.
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Abbildung 137: Anstieg der spezifischen Abbildung 138: SDS-PAGE zur Kontrolle der
Lipaseaktivitat in den Zellen wahrend der Lipaseproduktion wahrend der 300 L
300 L Fermentation. Es ist der zeitliche  Fermentation. Zeitpunkte nach der Induktion mit
Verlauf nach Induktion mit 1 mM IPTG 1 mM IPTG. 1: Marker, 2: nach 0 h, 3: nach 1 h, 4:

dargestellt. nach 2 h, 5: nach 3 h, 6: nach 4 h, 7: nach 5 h, 8:
nach 6 h. Der Pfeil deutet auf die Laufhéhe der
Lipase.

In Abbildung 138 ist eine SDS-PAGE der 300 L-Fermentation Uber den Zeitraum nach der
Induktion zu sehen. Es ist sehr gut zu erkennen, dass die Konzentration der Lipase mit jeder
Stunde der Fermentation steigt und andere Proteine in ihrer Menge unverandert bleiben.
Diese Abbildung ist repréasentativ auch fir die 10 L-Fermentation. Jedoch ist die Produktivitat
im 300 L-MaRstab (231,51 U/gsrw/h) etwa 60 % hdher als bei der 10 L-Fermentation
(143,38 U/gstw/h). Dies kann auf eine nicht optimale Temperaturregelung bei der
Fermentation im 10 L-MafRstab zurtickgefuhrt werden. Aufgrund langer Ansprechzeiten der
Regler sank die Temperatur kurzzeitig bis auf 32 °C ab, wodurch die Wachstums- und
Produktions-bedingungen nicht mehr optimal waren. Weiterhin wurden die Vorkulturen fir
den 10 L-Fermenter in Schittelkolben durchgefiihrt, wohingegen fir den 300 L-Fermenter
der 10 L-Reaktor als Inokulum eingesetzt wurde. Somit waren die Mikroorganismen bereits
in der Vorkultur optimalen Wachstumsbedingungen ausgesetzt, d.h. optimale
Durchmischung, geregelter pH-Wert und keine Sauerstofflimitation, was zu einem
schnelleren Wachstum und einer besser Enzymproduktion fuhrte.

3.5.6.1 Modellierung der Fermentation der Lipase EL012

Im Rahmen des Projektes fand die mathematische Beschreibung der Fermentationsverlaufe
im 10 L- und 300 L-Maf3stab statt. Dazu wurde ein einfaches Modell auf Basis der Monod-
Kinetik und festen Ausbeutekoeffizienten sowie einer konstanten, biomassebezogenen
Produktbildung verwendet (siehe Tabelle 74). Die Losung des gewoéhnlichen Differential-
gleichungssystems sowie die Schatzung der Parameter erfolgten mit Matlab.
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Tabelle 74: Berechnungsgrundlagen zur mathematischen Beschreibung des Fermentations-
verlaufes.

Bezeichnung Formel
Anderung der Biomasse- dey F
konzentration: TR eTy S
Anderung der dcg 1
—_— . . + — - —
Substratkonzentration: dt Yx/s oGty (r = )
dc F
. ) p

Produktbildung: Pl R

b koeffizi v Yy/s vor Induktion
Ausbeutekoeffizient X/s = Yy, nach Induktion
Biomassebezogene _{ 0 vor Induktion
Produktbildung 9% =g, nach Induktion

Wie Abbildung 139 und Abbildung 140 zeigen, konnten beide Fermentationen mit dem
gewahlten Modell generell gut nachgebildet werden. Somit ist diese Art von Modell
grundsatzlich zur Beschreibung der Lipaseproduktion geeignet.

s
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Abbildung 139: Modellierung der 10L- Abbildung 140: Modellierung der 300 L-
Fermentation. Die Datenpunkte (Kreuz, Kreis, Fermentation. Die Datenpunkte (Kreuz, Kreis,
Dreieck) entsprechen den realen Werten, die Dreieck) entsprechen den realen Werten, die
roten Linien beschreiben den simulierten roten Linien beschreiben den simulierten
Verlauf der Fermentation. Verlauf der Fermentation.

Vergleicht man die angepassten Modellparameter der beiden Fermentationslaufe (siehe
Tabelle 75), so zeigen die maximale Wachstumsrate (Pmax), die Monodkonstante (Ks) und der
Ausbeutekoeffizient Biomasse aus Substrat (Yys) vergleichbare Werte. Diese spielen
hauptsachlich in der Batchphase eine Rolle, welche durch das Modell reproduzierbar
abgebildet wird.
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Tabelle 75: Modellparameter.

Parameter Werte
Fermenter 0L 300 L
Hmax [1/h] 0,97 1,10
Yyws [g BM/g S] 0,55 0,51
Ks [g/L] 0,11 0,17
Yys, [0 BM/g S] 3,29 2,85
ap [U/g/h] 163 339

Erst nach einsetzender Glycerinlimitation traten Probleme in der Modellierung auf. So
unterscheiden sich die Biomasse-Substrat-Ausbeute nach der Induktion (Yys,) sowie die
Produktbildungsrate (q,) sehr stark zwischen den beiden Fermentationen. Ursache dessen
kénnte in der bereits beschriebenen Temperaturabweichung wahrend der Regelung der
10 L-Fermentation liegen. Eines der gréten Probleme fir ein aussagekraftiges Modell stellt
die Gegenwart von komplexen Medienbestandteilen dar. Dies zeigt sich gut bei der 300 L-
Fermentation (siehe Abbildung 140). Die Glycerinlimitation wurde ca. 1,5 h vor Feedstart
bzw. Induktion erreicht. In dieser Zeit wird durch das Modell kein Wachstum vorausgesagt,
tatséchlich zeigte die Biomasse aber einen annéhernd linearen Anstieg. Dieser resultiert
wahrscheinlich aus kohlenstoffhaltigen Substanzen im Hefeextrakt, die nur mit grol3em
Aufwand bilanzierbar sind. Aufgrund der zuséatzlichen C-Quellen kommt es wahrend der
Fermentation zur Uberlagerung verschiedener Substratlimitationen, wodurch der ermittelte
Ks-Wert sicherlich nicht der Wahrheit entspricht. Dies macht eine Beschreibung der
vorliegenden Fermentation nur bedingt mdglich, wodurch das ermittelte Modell nur zur
Interpolation von Daten anwendbar ist. Wahrscheinlich eignet sich das Modell aber auch zur
Vorhersage von Anderungen in den Startbedingungen bzw. von Anderungen des
Induktionszeitpunktes. Dazu bedarf es allerdings noch weiterer Validierungsexperimente. Um
eine Extrapolierbarkeit zu gewahrleisten, sollte bestenfalls auf ein chemisch definiertes
Fermentationsmedium umgestellt werden. Falls dies nicht mdglich ist, sollte zumindest die
Kohlenstoffkonzentration im Medium verfolgt werden, da eine vollstandige Analyse der
Medienzusammensetzung wahrscheinlich unmdoglich ist.

3.5.6.2 Aufarbeitung der Lipase EL012

Das Protokoll zur Aufreinigung der ELO12 wurde vom Projektpartner Eucodis vorgegeben.
Da die ELO12 ein thermostabiles Enzym ist, sollte eine Aufreinigung durch Hitzeféllung
erfolgen. Andere thermoinstabile Proteine fallen bei hdheren Temperaturen aus und kénnen
abgetrennt werden, wobei die ELO12 als l6sliche Form im Uberstand verbleibt. Bei Eucodis
wurde der Hitzefallungsschritt bei einer Temperatur von 65 °C vorgenommen. In einem
Vorversuch zur Evaluierung im kleinen MaRRstab mit den definierten Bedingungen wurde das
Enzym jedoch nahezu vollstindig ausgefallt (siehe Abbildung 141) und lag inaktiv im Pellet
vor (siehe Abbildung 142, Spur 5).
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Im Unterschied zu Eucodis wurde fir den Scale-Up eine durch die Universitat Halle
modifizierte ELO012 verwendet, bei welcher die Signalsequenz gegen einen His-Tag
ausgetauscht wurde. Dies diente zur besseren Aufreinigung des Enzyms im Labormalf3stab,
kénnte jedoch ein Grund fur die geringere Temperaturstabilitat darstellen. Laut Angaben der
Literatur erreicht die T1-Lipase, zu welcher die ELO12 gehdrt, ihre maximale Aktivitat bei
70 °C, eine Stabilitat tiber 30 min wurde dagegen nur bei 60 °C nachgewiesen****,
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Abbildung 141: Spezifische Aktivitat nach
Zellaufschluss mit dem Hochdruck-
homogenisator (HDH) im Vergleich zur
Enzymaktivitadt nach 30 min Hitzefallung bei
65 °C. Die Balken entsprechen dem Mittel-

Abbildung 142: SDS-PAGE nach Hitzefallung.
1: Marker, 2: Uberstand nach HDH, 3: Pellet
nach HDH, 4: Uberstand nach 65 °C, 5: Pellet
nach 65 °C. Der Pfeil deutet auf die Laufhthe
der Lipase.

wert aus drei Replikaten und die Fehler-
balken stellen die Standard-abweichung dar.

Der Hitzefallungsschritt war somit nicht eins zu eins von Eucodis Ubertragbar und musste
verbessert werden. Daraufhin wurde die Lipaseaktivitat in Abh&ngigkeit der Fallung bei
unterschiedlichen Temperaturen untersucht. Das Ergebnis bestatigte noch einmal, dass die
Lipase bei 65 °C inaktiviert wird (siehe Abbildung 143 und Abbildung 144). Die spezifische
Aktivitat und damit der Aufreinigungsgrad waren bei einer Temperatur von 50 °C am
hdchsten, weshalb die Hitzeféllung im groRen Mal3stab bei 50 °C durchgefihrt wurde.

144 Abd Rahman et al., 2007
145 Mahadevan & Neelagund, 2013
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Abbildung 143: Spezifische Aktivitdt nach

Zellaufschluss mit dem Hochdruck-
homogenisator (HDH) im Vergleich zur
Aktivitat nach Hitzefallung bei

unterschiedlichen Temperaturen. Die Balken

Abbildung 144: SDS-PAGE von Uberstanden

nach Hitzefallung bei unterschiedlichen
Temperaturen. 1: Marker, 2: nach HDH, 3:
nach 40 °C, 4. nach 50 °C, 5: nach 60 °C, 6:
nach 65 °C. Der Pfeil deutet auf die Laufhéhe

entsprechen dem Mittelwert aus zwei
Replikaten und die Fehlerbalken stellen die
Standardabweichung dar.

der Lipase.

Der gesamt Aufarbeitungssprozess bestand aus der Abtrennung der Biomasse von der
Klarphase durch einen Tellerseparator, dem Zellaufschluss mittels Hochdruck-
homogenisator, einer Inkubation mit Detergenz zur Verringerung der Anlagerung der Lipase
an Zellbruchstiicke, einer Hitzefallung, einer Abtrennung der Zelltrimmer durch erneute
Separation und einer anschlie@enden Fallung zur Aufkonzentrierung (siehe Abbildung 145).
Bereits in der zuvor durchgefiihrten Evaluierungsphase wurde auf einen durch Eucodis
zusatzlich geplanten Separationsschritt nach der Detergenz-Behandlung und vor der
Hitzefallung verzichtet, um mogliche Produktverluste zu minimieren.

Separation

+ 2. Schritt
Klarphase

Hochdruck-
homogenisatar

Slurry
&W zugabe [ ] | (‘L}m,?(c:
Fu grsalze * D (i.A. L L. rithren
L{\J il K )

Hitzefallung 50°C

Klarphase 30 min riihren

Sprihtrocknung |

Separation

[spanvonuns |
[ oeenockuns |

Gefriertracknung

Immaobilisierung

Ammoniumsulfat-
Féllung (60 %)
&0 min; 4 °C

Abbildung 145: FlieRdiagramm des Aufarbeitungsprozesses der Lipase EL012. Folgende
Abkirzungen wurden verwendet: i.A. =im Ansatz, U.N. = Uber Nacht.
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In Tabelle 76 sind die relativen Ausbeuten, Volumen und spezifischen Aktivitaten in den
einzelnen Aufreinigungsschritten aufgelistet. Nach Behandlung mit Detergenz konnte im
grol3en Malistab keine Verbesserung der Enzymausbeute erzielt werden. Es war sogar eine
Reduktion der Aktivitat um nahezu 25 % zu verzeichnen.

Tabelle 76: Ubersicht Aufarbeitungsprozess und Aktivitatsausbeute der Lipase EL012 aus der
300 L-Fermentation.

Gesamt- i
Aktivitat Protein Volumen L spgz_|f... Ausbeute
(UL] | [wgimi] | [L] AKIVIEAL | Aktivitat | =5
[U] [U/mg]

nach HDH 20.376 26.802 70 1.426.351 0,7603 100
nach

15.507 25.544 70 1.085.487 0,6071 76,10
Detergenz
nach 4.213 12.653 70 294.928 0,3330 20,68
Hitzefallung
nach Separator 2.866 10.663 40 114.660 0,2688 8,04
nach AS- 10.927 29.795 10 109.274 0,3667 7,66
Fallung

Warum es zu diesem Verlust kam, konnte nicht abschlieend geklart werden. Die Lipase-
aktivitat muss wahrend der Detergenz-Behandlung Uberwacht werden, um eine optimale
Inkubationszeit festzulegen. Es sollte dabei auch der Kosten-Nutzen-Faktor bertcksichtigt
werden. Sollte sich herausstellen, dass Detergenz keinen deutlichen positiven Einfluss auf
die Enzymaktivitat hat, sollte dieser Schritt weggelassen werden. Mit etwa 55 % ging der
hochste Verlust jedoch mit der Hitzeféllung bei 50 °C einher. Dies ist auch sehr deutlich in
der SDS-PAGE zu erkennen (siehe Abbildung 146). Der grofdte Anteil der Lipase wurde
gefallt und befindet sich damit im Pellet (Spur 7) und nicht wie erwartet im Uberstand (US)
(Spur 6). Die hitzegefallte Lipase zeigte im Pellet keine Aktivitat mehr.

1 2 3 4 56 7 89

66 kDa v
"!
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.ﬁ -
29 kDa s @
G e g Lw.

Abbildung 146: SDS-PAGE des Aufarbeitungsprozesses nach der 300-L-Fermentation.
1: Marker, 2: US nach HDH, 3: Pellet nach HDH, 4: US nach Detergenz, 5: Pellet nach Detergenz,
6: US nach Hitzefallung, 7: Pellet nach Hitzefallung, 8: US nach AS-Fallung, 9: Pellet nach AS-
Fallung. Der Pfeil deutet auf die Laufh6he der Lipase.
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Die Ursache dafur kénnte in den langeren Aufheizt- und Abkihlphasen liegen, welche im
Labormal3stab sehr schnell, im Technikumsmafstab jedoch wesentlich langsamer realisiert
werden konnen. Hinzu kommt, dass aufgrund des in der Automatisierung hinterlegten
Reglers beim Aufheizen des Behalters die Temperatur an der Behalterinnenwand den
eingestellten Sollwert von 50 °C wahrscheinlich Ubersteigt. Die Suspension war demnach fur
eine unbestimmte Zeit hoheren Temperaturen ausgesetzt, was zur Hitzeféllung des
Zielproteins fuhren kann. Fir eine Skalierung sollte daher idealerweise die Kinetik der
Inaktivierung bei verschiedenen Temperaturen aufgenommen werden und damit das
Temperaturprofil im technischen Mal3stab ausgelegt werden. Eine weniger aufwandige
Maoglichkeit besteht in der Aufzeichnung des Aufheiz- und Abkuhlverhaltens des Fallungs-
reaktors und der Nachstellung dessen im Labormal3stab, um einen optimalen
Aufreinigungsschritt zu evaluieren.

Ein weiteres Problem stellte die Abtrennung von Zellbruchstiicken und des hitzegefallten
Proteins mittels Separator dar. Bereits nach der Fermentation war nur eine Einengung der
Biomasse um 1/3 méglich. Nach der Hitzefallung sollte zukiinftig eine andere Trennmethode
angewandt werden, da auch nach dem dritten Separationsschritt keine eindeutige Klarphase
abtrennbar war. Dies erklart den weiteren Aktivitatsverlust von ca. 12 %. Eine mdgliche
Alternative bietet zum Beispiel eine Ro6hrenzentrifuge. Diese Trennmethode konnte
erfolgreich an der Universitat Halle durchgefihrt werden, jedoch ist am Fraunhofer CBP die
notwendige Ausstattung flr den groBen Maldstab nicht gegeben. Auch Filtrationssysteme
konnen in Betracht gezogen werden, wobei hier ein Verblocken der Membran auftreten
kénnte. Als weitere Alternative wére eine Fallung mit Polyethylenimin (PEI) oder anderen
Polyaminen denkbar. PEI ist ein kationisches Polymer, welches negativ geladene
Makromolekiile wie zum Beispiel Nukleinsauren und saure Proteine bindet und dadurch ein
schnell préazipitierendes Netzwerk bildet. Die Ausbeute ist mit einer Protein A Affinitats-
chromatographie vergleichbar. Die Methode ist einfach handhabbar und zudem kosten-
glnstig.

Im letzten Schritt des Aufarbeitungsprozesses, der Aufkonzentrierung mittels Ammonium-
sulfat-Fallung, ist kein gravierender Verlust zu verzeichnen. Dennoch sollte dieser Schritt
optimiert werden, um z.B. durch die stufenweise Anwendung eine bessere Aufreinigung zu
erhalten. Durch Zugabe von Ammoniumsulfat (AS) zunachst in geringen Konzentrationen
kénnte die Lipase in Losung gehalten und unlésliche Bestandteile abgetrennt werden. Nach
Erhdhung der AS-Konzentration wirde die Lipase prazipitieren und kann von anderen nicht

ausgefallten Proteinen separiert werden.

Im Gegensatz zum Fermentationsprozess lieRen sich die etablierten Aufarbeitungsprozesse
im Labormalf3stab nicht problemlos auf die 300 L-Fermentation Gbertragen. Hier besteht nach
wie vor ein grol3es Optimierungspotential. Trotz der Schwierigkeiten in der Aufarbeitung
konnten durch die Fermentation im 300 L-MaR3stab die bendtigten grol3eren Mengen an
Enzym fur AP3 bereitgestellt werden. Das gereinigte Enzym wurde aliquotiert und
verschiedenen Konservierungsverfahren unterzogen. Dazu gehdrten Sprih-  und
Gefriertrocknung sowie Konzentrierung durch Ammoniumsulfat-Féllung und Darstellung in
Losung. Fir die Konservierung eignete sich die Gefriertrocknung sehr gut. Die Aktivitat nach

146 Burgess RR. 2009. Protein precipitation techniques. Methods Enzymol: 463, 331-42
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Gefriertrocknung und zwdlf Wochen Lagerung lag nach wie vor bei 100 %. In Bezug auf die
Lagerfahigkeit zeigte sich, dass dies auch in flussiger Form mdglich ist, wenn das Enzym
zuvor mittels Ammoniumsulfat geféllt wurde. Das Ammoniumsulfat-gefallte Enzym zeigte
nach einer Lagerung von acht Wochen bei 4 °C nahezu unveranderte Aktivitdtswerte. Dies
kénnte man darauf zurtickfihren, dass Proteine in Kombination mit Ammoniumsulfat sehr
stabil sind. Die Aufbewahrung als Rohenzymextrakt ist dagegen nicht empfehlenswert. Nach
Lagerung des Rohenzymextraktes bei 4 °C war nach sechs Wochen nur noch 1/3
Restaktivitat nachweisbar. Aber auch bei -20 °C war der Aktivitatsverlust mit 50 % sehr hoch.

3.5.6.3 Immobilisierung der Lipase EL012

Um eine einfache An- und mogliche Wiederverwendung der Lipase in enzymatisch
katalysierten Reaktionen zu erhalten, konnte eine Immobilisierung des Enzyms an ein
Tragermaterial von Vorteil sein. Bei der Immobilisierung lag der Fokus auf der adsorptiven
Bindung. Bei den verwendeten Materialien handelte es sich um Octyl (OC)- und Octadecyl
(OD)-modifizierte Trager, welche hé&ufig in der Literatur beschrieben sind*"**%. Die
Hydrolyseaktivitdt der immobilisierten EL012 konnte nicht mit dem am Fraunhofer CBP
etablierten Lipaseaktivititsassay analysiert werden, da das Tragermaterial die Messung
beeinflusst. Sowohl das gemessene Reaktionsprodukt als auch das Substrat selbst binden
am Trager. Aus diesem Grund wurde die Methode der Hydrolyse von Olivendl an der
Universitat Halle genutzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 147 dargestellt. Bei beiden
Tragermaterialien ist zu erkennen, dass die Aktivitdten im Uberstand sehr gering sind (OD:
3,9 %; OC: 14,1 %) und auf eine erfolgreiche Immobilisierung des Enzyms hindeuten. Eine
Enzymaktivitats-messung des Uberstandes mit dem Assay am Fraunhofer CBP (Hydrolyse
von pNPP; Ergebnisse nicht gezeigt) zeigte ebenfalls niedrige Wiederfindungsrate. Jedoch
schien das Enzym mit 10,3 % am OD-Trager nicht sehr aktiv zu sein. Die Aktivitat der Lipase
am OC-Material ist mit 57 % (680 U/g) nahezu 6-fach hdher als an OD. Die Ursache hierflr
ist nicht abschlieRend geklart. Es ist bekannt, dass das aktive Zentrum bei Bindung an die
Octadecyl-Gruppe zum Trager gerichtet ist'*® und deshalb fiir Substratmolekiile und deren
kataytische Umsetzung schlechter erreichbar ist. Damit konnte die geringere Aktivitat am
OD-Tréager erklart werden. Als Fazit lasst sich sagen, dass fir die Immobilisierung der Lipase
ELO012 das Octyl-Tragermaterial besser geeignet ist.

147 cunha AG, Fernandez-Lorente G, Bevilaqua JV, Destain J, Paiva LMC, Freire DMG, Fernandez-Lafuente R &

Guisan JM. 2008. Immobilization of Yarrowia lipolytica lipase-a comparison of stability of physical adsorption and
covalent attachment techniques. Applied Biochemistry and Biotechnology: 146, 49-56

4% perez D, Martin S, Fernandez-Lorente G, Filice M, Guisan JM, Ventosa A, Garcia MT & Mellado E. 2011. A
novel halophilic lipase, LipBL, showing high efficiency in the production of eicosapentaenoic acid (EPA). PLoS
One: 6, €23325

149 palomo et al., 2004
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Abbildung 147: Wiederfindung der Lipaseaktivitat am Tragermaterial und im Uberstand (US).
3.5.7 Fermentative Herstellung der Lipase ELO70 (Fraunhofer CBP)

Im weiteren Projektverlauf wurde auch die Lipase ELO70 fermentativ hergestellt, da diese bei
den Umesterungsversuchen des Projektpartners Eucodis gute Katalyseaktivititen zeigte.
Produktionsstamm sowie Protokolle fir Fermentation und Aufarbeitung zur Herstellung der
ELO70 wurden von Eucodis zur Verfigung gestellt. Die Fermentation wurde im 1 ms3-
MafR3stab durchgefiihrt, wobei der 100 L-Fermenter als Vorkultur (Inokulum) zum Einsatz
kam. Der Fermentationsverlauf ist in Abbildung 148 dargestellt. Die Glucose war nach einer
Batchdauer von etwa 3,5 h verbraucht, woraufhin ein exponentielles Feeding gestartet wurde
(Fed-Batch). Nach 10,75 h wurde mit IPTG induziert und zeitgleich auf eine konstante
Feedrate gewechselt. Mit 24 h Fermentationsdauer wurde eine Biomasse mit einer optischen
Dichte von 70,6 erreicht, was im Vergleich zur Fermentation der ELO12 hoher ist.
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Abbildung 148: Produktion der ELO70 am CBP im 1-m3-MaR3stab. Die Biomassebildung ist in

grin und der Substratverbrauch (Glukose) in rot dargestellt. Die vertikale Linie kennzeichnet
den Zeitpunkt der Induktion.
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Fur die Aufreinigung der Lipase ELO70 wurde die Fermentationsbriihe zunachst separiert
und die Zellen mittels eines Hochdruckhomogenisator aufgeschlossen. Nach erneuter
Separation erfolgten eine Ammoniumsulfat-Fallung sowie eine Ultrafiltration (UF) und im
Anschluss wurde die Suspension zur Konservierung sprih- bzw. gefriergetrocknet. Der
gesamte Aufarbeitungsprozess ist in Abbildung 149 dargestellt.
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Abbildung 149: FlieRdiagramm des Aufarbeitungsprozesses der Lipase EL070.

Wie schon bei der Lipase ELO12 lie3en sich die bei Eucodis etablierten Aufarbeitungs-
prozesse nicht direkt auf den 1 m3-MalR3stab am Fraunhofer CBP Ubertragen. So wurde vorab
in der Evaluierungsphase zusammen mit Eucodis entschieden auf die Behandlung mit
Detergenz zu verzichten, da dieses Detergenz sehr teuer ist und bei der ELO12 im grof3en
Malstab erhebliche Verluste einbrachte. Damit konnte ebenfalls der von Eucodis geplante
zusétzliche Separationsschritt eingespart werden, was neben dem zeitlichen Vorteil ebenso
den Produktverlust minimiert. Die Aktivitatsausbeute der fermentativ hergestellten Lipase am
CBP betrug 2,3 U/mg Trockenmasse (siehe Tabelle 77) und lag damit nur etwa bei 20 % im
Vergleich zu Eucodis. Dafir konnte eine hohere spezifische Aktivitat von 36,10 U/mg Protein
erreicht werden, was auf eine hohere Reinheit der Lipase schlieBen lasst. Die
Ammoniumsulfat-Féllung scheint nicht so effizient gewesen zu sein wie bei Eucodis und
fuhrte zu einem recht hohen Verlust. Auch in Abbildung 150 wird deutlich, dass Eucodis eine
hohere Lipase-Ausbeute erreichte (Spur 2), die Reinheit aber am Fraunhofer CBP daflr
hoher war (Spur 3).

Tabelle 77: Vergleich der EL070-Ausbeute am Fraunhofer CBP mit Eucodis

Eucodis CBP - lyophilisiert

U/mg Trockenmasse 11,1 2,3

U/mg Protein 22,82 36,10
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Abbildung 150: SDS-PAGE der EL0O70 von Eucodis im Vergleich zur ELO70 vom CBP. 1: Marker,
2: ELO70 lyophilisiert von Eucodis, 3: ELO70 lyophilisiert vom CBP. Der Pfeil deutet auf die
Laufhéhe der Lipase.

Hinsichtlich der Lagerstabilitat zeigte sich, dass die Lipase ELO70 sowohl in spriih- als auch
in gefriergetrockneter Form Uber einen Zeitraum von mindestens 6,5 Wochen stabil ist.
Aufgrund des Projektendes war eine langerfristige und abschlieende Analyse im Rahmen
des Projektes nicht méglich. Das Fraunhofer CBP wird die Enzymstabilitdt aber auch
zuklnftig weiter untersuchen.

3.5.8 Ver- und Umesterung vermittelt durch die fermentativ hergestellten
Lipasen und Scale-Up (Fraunhofer CBP)

Die Syntheseleistung der produzierten EL012 wurde in Zusammenarbeit mit Eucodis am
Standort Halle untersucht. Bei beiden Reaktionen kam Toluol als Losemittel zum Einsatz,
weshalb die Ansatze nur im Labormafstab durchgefiihrt wurden. Fir eine spatere
MalstabsvergroRerung war es Ziel, auf Ldsemittel zu verzichten. Die Detektion der
Reaktionsprodukte erfolgte mit Hilfe einer Dunnschichtchromatographie, wodurch in erster
Linie eine Ja/Nein-Aussage getroffen werden kann. Das Rohenzymextrakt (RE) sowie das
an OC immobilisierte Enzym zeigten eine Syntheseaktivitat, d.h. Bildung von Fettsaure-
methylestern. Die Veresterung von Palmitinsaure mit Methanol und die Umesterung von
Senfél mit Methanol verliefen erfolgreich, wobei sich auch hier das Octyl-Material als besser
herausstellte (siehe Abbildung 151). Grundsatzlich ist die Umesterungsreaktion nicht so
effektiv wie die Veresterung, was an dem unvollstdndigen Umsatz des Senféls ersichtlich ist
(nur geringe Abnahme der Bandenstarke). Aber selbst die positiv-Kontrolle, eine hochaktive
Lipase (Novo 435), ist in dieser Zeit nicht fahig eine vollstandige Umesterung zu erreichen.
Senfél ist als Triglyzerid gréRer und schwerer zuganglich als eine Fettsaure, wie sie bei der
Veresterung eingesetzt wird.
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Abbildung 151: (A) Veresterung von Palmitinsaure mit Methanol nach 24 h bei 30 °C. L6semittel
Toluol. (B) Umesterung von Senfél mit Methanol nach 24 h bei 30 °C. Losemittel Toluol. RE =
Rohenzymextrakt, OC = EL012 an Octyl-Trager immobilisiert.

3.5.8.1 Scale-Up Veresterung

Fur die Mal3stabsvergroRerung der Veresterung bis in den 10 L-Mal3stab (siehe Abbildung
155) wurde nach Ricksprache mit dem IGB und Eucodis die sprihgetrocknete Pseudozyma-
Lipase (PL) verwendet. Diese wurde im Rahmen eines anderen Projektes produziert (Helber
et al., 2014) und zeigte in Vorversuchen bei Eucodis eine wesentlich bessere
Syntheseleistung (Esterbildung) als die EL012 (siehe Abbildung 152 und Abbildung 153,
hervorgehoben mit gruner Markierung). Weiterhin konnten die Reaktionen l|6semittelfrei
durchgefuhrt werden und stellen hinsichtlich der Sicherheitsaspekte und Wirtschatftlichkeit
ein besseres Potential fur eine mogliche industrielle Anwendung dar.

mit Methanol mit Oleylalkohol
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Abbildung 152: Veresterung von Olsaure mit Abbildung 153: Veresterung von Olsdure mit
Methanol im 200-pL-MaRstab. Lésemittelfrei; Oleylalkohol im  200-pL-Maf3stab. Lése-
10 mg Novo 435 bzw. ELO70; 30 mg PL bzw. mittelfrei; 10 mg Novo 435 bzw. EL070; 30 mg
EL012; 50°C; 22 h. © Eucodis PL bzw. EL012; 50°C; 22 h. © Eucodis

Die Veresterungsreaktion von Olsaure und Oleylalkohol konnte erfolgreich bis in den 10 L-
Malstab durchgefuhrt werden. In Abbildung 154 ist zu sehen, dass der grofdte Teil der
Reaktion bereits nach 4 h abgeschlossen ist und die Konzentration an Olsaureoleylester nur
noch unwesentlich zunahm. Zu Beginn der Reaktion liegt das Enzym unléslich in dem OlI-
Alkohol-Gemisch vor, weshalb der Reaktionsansatz eine triilbe Suspension darstellt (siehe
Abbildung 155 - 0 h). Nach 3 h kam es dann zu einer Phasentrennung. Zu diesem Zeitpunkt
ist durch die Veresterung so viel Wasser als Nebenprodukt gebildet worden, dass sich das
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Enzym zunachst im Wasser l6st. Da die Konzentration der Lipase im wassrigen Anteil sehr
hoch ist, kommt es zur Aggregation, welche zur Sedimentation des Enzyms fuhrt. Wahrend
sich das Produkt, der Olsaureoleylalkohol, in der klaren fliissigen Phase befindet, hat sich
nach 4 h das gesamte Enzym am Boden des Reaktors abgesetzt. Die Ruhrerleistung des
Glasreaktors reichte nicht aus, um eine homogene Durchmischung Uber die Reaktionsdauer
von 3 h hinaus zu gewahrleisten. Fir eine weiterfiihrende Prozessoptimierung hinsichtlich
Scale-Up sollten Untersuchungen zu verschiedenen Ruhrersystemen erfolgen, um eine
optimale enzymatisch katalysierte Veresterungsreaktion sicherzustellen.

2h 4h 6h 8h 24h 48h

Olsaure-
oleylester

e e v e ——

Olsaure

“

Abbildung 154: Veresterung von Olsdure mit Oleylalkohol im 10-L-Reaktor. Lésemittelfrei;
50 g/L Pseudozyma Lipase; 75 rpm; 50 °C.

Abbildung 155: Zeitlicher Verlauf der Veresterungsreaktion von Olsaure mit Oleylalkohol
im 10 L-Reaktor.

Weiterhin wurde die Olsaure auch mittels Methanol verestert. Diese Reaktion konnte
ebenfalls erfolgreich bis in den 10-L-MaRstab durchgefuhrt werden (siehe Abbildung 156).
Nach 24 h war keine weitere Zunahme an Olsauremethylestern zu verzeichnen. Wie schon
bei der Produktion von Olsaureoleylester kam es auch hier zu einer Phasentrennung
(vergleichbar zu Abbildung 155), welche die erfolgreiche Veresterungsreaktion durch Bildung
des Nebenproduktes Wasser abbildet. Der so produzierte Olsauremethylester kann
interessierten Partnern, z.B. fir Metathesereaktionen in AP 3.4, zur Verfugung gestellt
werden.
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Abbildung 156: Veresterung von Olséaure mit Methanol im 10 L-Reaktor. Lésemittelfrei; 50 g/L
Pseudozyma Lipase; 75 rpm; 50 °C.

3.5.8.2 Scale-Up Umesterung

In Voruntersuchungen bei Eucodis zur Umesterung von Pflanzendlen zeigte sich, dass
Krambedl mittels Lipase ELO70 vollstdndig zu Fettsdureoleylester umgesetzt werden kann
(siehe Abbildung 157). Im Gegensatz dazu wiesen die Lipase EL012 sowie die Pseudozyma-
Lipase kaum Syntheseleistung auf. Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Umesterung von
Krambedl mit Methanol zu Fettsauremethylester erzielt. Daraufhin wurde die am Fraunhofer
CBP produzierte Lipase EL070 fiir den Scale-Up der Umesterung von Krambedl verwendet.
Mit den so produzierten Fettsauremethylestern konnten die Projektpartner Addinol und DHW
bemustert werden.

Eine Umesterung von Krambedl mit Methanol und der am Fraunhofer CBP hergestellten
Lipase ELO70 war jedoch im Schiittelkolbenmal3stab nicht méglich. Wie zuvor beschrieben
lag die Ausbeute bei der fermentativen Enzymherstellung im Vergleich zu Eucodis nur bei
etwa 20%. Da die Aktivitat pro Milligramm spriihgetrocknetes Enzym 1/5 derer bei Eucodis
betrug, wurde die Reaktion unter Einsatz der 5-fachen Enzymmenge wiederholt. Es konnte
dennoch keine deutliche Umesterung nachgewiesen werden (siehe Abbildung 158). Aus
diesem Grund wurde der Versuch nur bis in den Schuttelkolbenmal3stab durchgefuhrt und
nicht weiter aufskaliert.
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Abbildung 157: Umesterung von Krambedl Abbildung 158: Umesterung von Krambedl mit
mit Oleylalkohol im 200-pL-MaRstab. Lose- Methanol im Schittelkolbenmalfistab. Lose-
mittelfrei; 10 mg Novo 435 bzw. ELO70 mittelfrei; 250 g/L ELO70; 150 rpm; 40 °C.

(frei); 50 mg ELO70-EP (immob); 30 mg

ELO12 bzw. PL; 40 °C; 21 h. © Eucodis

Die Syntheseleistung der Lipase ELO70 sollte fur ein weiteres Pflanzendl untersucht werden.
Dafiur wurde die Umesterung von Sonnenblumendl mit Oleylalkohol gewéhlt, welche zu
besseren Ergebnissen fiihrte als die Versuche mit Krambedl (siehe Abbildung 159). Jedoch
auch in dieser Reaktion musste die 5-fache Enzymmenge einsetzen werden, um die Bildung
von Fettsdureoleylestern nachzuweisen. Da der Einsatz einer so groRen Enzymmenge
unwirtschaftlich ist, wurde auch dieser Versuch nur im Schuttelkolben durchgefiihrt und nicht
weiter aufskaliert. Das Reaktionsprodukt kann interessierten Projektpartnern zur weiteren
Verwendung zur Verfigung gestellt werden.
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Abbildung 159: Umesterung von Sonnenblumendl mit Oleylalkohol im Schittelkolben. Lése-
mittelfrei; 250 g/L ELO70; 150 rpm; 40 °C.
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3.5.9 Entwicklung von Produktionsstaimmen fir die w-Funktionalisierung
(Fraunhofer IGB)

Fiar die Produktion von langkettigen Dicarbonséauren (DCA) ist fur spezielle Hefen der
Stoffwechselweg der w-Oxidation beschrieben™® (siehe auch Abbildung 5). Hierbei kénnen
Alkane durch enzymatische endstandige Oxidation Uber drei Zwischenstufen in Fettsduren
und diese durch erneute Oxidation in DCA umgewandelt werden. Dadurch ist eine
Verwertung von Alkanen mdglich. Fettsauren und DCA werden durch den Weg der
B-Oxidation im Stoffwechsel abgebaut und dienen als Kohlenstoffquelle dem Wachstum der
Mikroorganismen. Ziel der Stammentwicklung fir die Herstellung von langkettigen DCA st
die ldentifikation eines S1-Stammes, der DCA produziert. Der bisher am IGB etablierte
Stamm mit guter DCA-Bildung aus Olsaure ist ein Candida tropicalis, der eine Deletion im
Fettsaure-Katabolismus besitzt und Fettsauren nicht mehr als Kohlenstoffquelle nutzen kann.
Dieser Stamm ist in Deutschland in die Sicherheitsstufe S2 eingestuft und daher fir einen
grofldtechnischen Malfistab zur Herstellung von langkettigen, ungesattigten DCA nicht
interessant, da hohe sicherheitstechnische Vorkehrungen zu treffen sind, die kostenintensiv
sind. Es ist daher erstrebenswert, eine industrielle Produktion von DCA mit einem S1-Stamm
zu etablieren.

3.5.9.1 Identifizierung von S1-Stammen zur DCA-Produktion

Mittels Literaturrecherche sollten demnach S1-Stamme identifiziert werden, die bereits als
DCA-produzierend oder Alkan-verwertend beschrieben sind. Der Stoffwechselweg der
B-Oxidation ist in nahezu allen Organismen vorhanden, der der w-Oxidation jedoch nicht.
Parallel zur Oxidation der Alkane und Fettsauren werden diese abgebaut. Die
Geschwindigkeit dieser auf- und abbauenden Wege ist daher fiir eine Identifikation von DCA-
produzierenden Stammen wichtig, denn es kdnnen nur dann DCA nachgewiesen werden,
wenn die DCA-abbauenden Reaktionen langsamer ablaufen als die DCA-aufbauenden
Reaktionen.

Um geeignete DCA-Produzenten fir eine spatere industrielle Produktion zur Verfligung
stellen zu koénnen, wurden basierend auf den Erfahrungen mit bekannten Stadmmen
(C. tropicalis, C. maltosa, Y. lipolytica) Kriterien zur Literaturrecherche nach potentiellen
Industriestammen festgelegt. Die Kriterien beinhalten notwendige Ausgangseigenschaften
der spateren Industriestamme wie die charakteristischen Stoffwechseleigenschaften,
Klassifizierung in Sicherheitsstufen und Verfugbarkeit der Stamme verbunden mit der
aktuellen Patentsituation. Aufgrund der festgelegten Kriterien konnten mehrere potentiell
interessante wildtypische Hefestdmme identifiziert werden (siehe Tabelle 78). Fir einen
weiteren experimentellen Versuch wurde zunachst das Wachstum der Hefen auf
verschiedenen pflanzlichen Fettsduren als einzige Kohlenstoffquelle untersucht. Alle
ausgewahlten Stamme konnten auf Fettsduren Uber den vorhandenen Oxidationsweg
verstoffwechseln (siehe Tabelle 78). Weitere Experimente zur DCA-Produktion wurden mit
dem in der Tabelle aufgefihrten Stamm 4 durchgefuhrt.

150 Eschenfeldt et al.(2003), Applied and Environmental. Microbiology, 69 (10), 5992
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Tabelle 78: Ausgewahlte potentielle DCA-Bildner mit S1-Status.

Sicherheits- | w-Oxidation | p-Oxidation | Bevorzugte Substrate im

Stamm .
stufe bekannt vorhanden | Plattenscreening

: o Laurinsaure, Olséaure,
Candida tropicalis

. S2 Ja Ja Linolsaure, Erucasaure,
Wildtyp Olein
Stamm 1 s1 Ja Ja Laurlnslgure, Ols.aure,
Erucasaure, Olein
Stamm 2 S1 Ja Ja Olsaure, Erucasaure

Olein, Laurinsaure,
Stamm 3 S1 Ja Ja Olsaure, Linolsaure,
Linolenséure

Laurinsaure, Olein,

Stamm 4 S1 Ja Ja . N
Linolensaure

Um experimentell nachzuweisen, dass Stamm 4 tatsachlich Gber den Stoffwechselweg der
w-Oxidation verfligen, wurde zunachst eine Screeningmethode im Schuttelkolben etabliert.
Bei der etablierten Methode wird das Wachstum von der Produktion der DCA entkoppelt. Der
Stamm wird zundchst im Kulturmedium Gber Nacht kultiviert und nach Verbrauch der
Glukose eine pH-Anderung von pH 5,5 auf pH 8,0 herbeigefiihrt. Die Produktionsphase wird
dann durch Zugabe von Olsaure und geringe kontinuierliche Glukosezugabe gestartet. Alle
Screeningversuche wurden in 500 ml Schikanekolben mit 100 mL Medium durchgefiihrt. Um
eine gute Durchmischung der wassrigen Lésung und der hydrophoben Substrate (frei
Fettsauren, Fettsauremethylester etc.) und eine reproduzierbare Probennahme
gewahrleisten zu konnen, wurde die Kultur mit einem Magnetrihrstdbchen auf einer
Ruhrplatte gleichm&Rig gertihrt und nicht auf einem Rotationsschiittler geschdttelt. Tabelle
79 zeigt die gemessene DCA-Produktion von Stamm 4 im Vergleich zu dem
B-Oxidations-negativen C. tropicalis-Stamm H5343 (ber einen Kultivierung von drei Tagen.

Tabelle 79: Untersuchung der DCA-Produktion des Stammes 4 im Vergleich zu C. tropicalis
H5343 mit Ols&ure als Substrat.

C. tropicalis H5343 Stamm 4
t [h] (B -Oxidations-negativ) (Wildtyp)
DCA [g/L] DCA [g/L]
0 0 0
24 0 0
48 14 1.7
144 2.9 0
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In den Uberstanden beider Stamme konnte nach 48 h Stunden vergleichbare DCA-
Konzentrationen gemessen werden. Aufgrund der B-Oxidation wird die DCA von Stamm 4
nach 144 h wieder abgebaut. In C. tropicalis H5343 wurden Gene der 3-Oxidation deletiert,
so dass ein Abbau der DCA nicht mehr méglich ist und die DCA im Uberstand akkumuliert.
Um die DCA-Produktion in dem wildtypischen Stamm 4 zu optimieren ist somit eine
Blockierung der B-Oxidation notwendig.

3.5.9.2 Optimierung der DCA-Produktion durch Blockierung der B-Oxidation

Die Blockierung der B-Oxidation kann auf enzymatischer (Inhibition) oder genetischer
(Deletion) Ebene erfolgen. Beide Ansatze wurden parallel verfolgt.

Screening nach Inhibitoren der B-Oxidation

Zum Screening geeigneter chemischer Inibitoren wurden Experimente mit C. tropicalis
durchgefuhrt. Der Wildtyp von C. tropicalis wird hierbei hinsichtlich der Inhibitorwirkung auf
die B-Oxidation (Fettsdureabbau) und der B-Oxidations-negative Stamm H5343 hinsichtlich
eines maglichen Nebeneffektes auf die w-Oxidation (DCA-Bildung) im Experiment eingesetzt
und untersucht. Der Inhibitor ist geeignet, wenn die B-Oxidation unterdrickt, die w-Oxidation
dabei aber nicht beeinflusst wird. Eine Inhibition beider Stoffwechselwege ist theoretisch
mdoglich, da die Ausgangssubstrate identisch sind und mdoglicherweise Enzyme beider
Stoffwechselwege durch Inhibition beeinflusst werden kénnten. Durch Literaturrecherche
wurden verschiedene Inhibitoren identifiziert, welche fir eine Anwendung in Frage kommen.
Zunachst wurden getestet: 2-Bromohexadecansaure (BHA), Methylencyclopropylacetat
(MCPA), Erucasaure (ES) und 4-Pentensaure (4-PA). Die Inhibitoren wurden zun&chst mit
unterschiedlichen Konzentrationen (0, 1, 10, 50, 100 mM) in Mineralsalzmedium-Agarplatten
mit Olein oder Glukose als einziger C-Quelle gebracht und mit C. tropicalis Wildtyp beimpft
und inkubiert. Nach sechs Tagen Inkubation bei 30 °C wurde das Wachstum mit der
Positivkontrolle (Glukose ohne Inhibitor) verglichen. MCPA stellte sich bereits ab 10 mM als
toxisch heraus. BHA zeigte eine inhibitorische Wirkung ab 10 mM ohne gleichzeitige toxische
Wirkung bei Wachstum auf Glukose. 4-PA wirkte mit Olein als C-Quelle bereits ab 1 mM
wachstumshemmend und zeigte zudem ab 10 mM verringertes Wachstum auf Glukose. Dies
legt eine toxische Wirkung ab 10 mM nahe. Bei Erucasaure blieb erst bei 100 mM das
Wachstum auf Olein aus, es zeigte dabei jedoch auch geringeres Wachstum auf Glukose
(siehe Tabelle 80).

Tabelle 80: Ergebnisse der Agarplattenversuche mit Inhibitoren der B-Oxidation, auf den
Platten wurde C. tropicalis Wildtyp ausgestrichen und sechs Tage bei 30 °C inkubiert.

Wachstum ,,+“ deutlich, ,,(+)“ schwach, ,,-“ nicht vorhanden.
Inhibitor MCPA BHA 4-PA ES
Konz. [mM] Glukose | Olein | Glukose | Olein | Glukose | Olein | Glukose | Olein

0 + + + + + + + +
1 + + + (+) + + + +
10 - (+) + - (+) - + +
50 - - + - - - + +)

100 - - + - - - +) -
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Eine Inkubation auf Agarplatten lasst keinen Schluss auf eine DCA-Bildung zu, da die
verstoffwechselten Substrate vollstandig in Biomasse umgesetzt werden und keine
Anreicherung von DCA erfolgt. Daher war es notwendig, Versuche in Submerskultur
durchzufiihren, um die Wirkung des Inhibitors auf die B- und w-Oxidation beurteilen zu
konnen. Mogliche Effekte der Inhibition wurden mit BHA und MCPA exemplarisch
durchgefihrt.

Zunachst wurde BHA als vielversprechender Inhibitor in unterschiedlichen Konzentrationen
in Flussigkultur eingesetzt. Die Screeningversuche beinhalteten eine 24-stiindige
Wachstumsphase und eine 10-tagige Produktionsphase. Zu Beginn der Produktionsphase
wurde das Substrat fur die DCA-Bildung zugegeben (Olein) und verschiedene
Konzentrationen von 1, 10, 20 und 50 mM an Inhibitor eingestellt. Ein Kolben ohne Inhibitor
diente als Kontrolle der DCA-Bildung. Eine Konzentration von 1 mM hatte hierbei keinen
Effekt auf die DCA-Bildung oder den Fettsdureabbau. Mit zunehmender Konzentration lief3
sich jedoch bei dem B-Oxidations-negative Stamm H5343 beobachten, dass die spezifische
DCA-Bildungsrate geringer ausfiel, je mehr Inhibitor zugesetzt worden war. Ein negativer
Einfluss auf die w-Oxidation lasst sich damit nicht ausschlielen. Bei Verwendung des
wildtypischen C. tropicalis-Stammes lie@ sich bei Einsatz verschiedener Inhibitor-
konzentrationen von BHA keine DCA-Bildung detektieren. Dies kann durch eine
unzureichende Inhibitorwirkung auf die B-Oxidation bzw. eine gleichzeitige Inhibition der
w-Oxidation begrundet sein.

Der Einsatz von 1 mM MCPA im Schittelkolben hatte keinen Einfluss auf die DCA-Bildung
von H5343, der Wildtyp produzierte jedoch keine DCA.

Weitere potentielle Inhibitoren wurden nicht untersucht. Im Verlauf des Projektes wurde dafir
mit der genetischen Modifikation des S1-Stammes Stamm 4 begonnen, um eine Blockierung
der B-Oxidation zu bewirken.

Deletion der 3-Oxidation in dem potentiellen DCA-Produktionsstamm Stamm 4

Sowohl Monocarbonsaure als auch DCA kénnen auf dem Weg der 3-Oxidation abgebaut
und zum Aufbau von Biomasse genutzt werden. Der Produktionsstamm Candida tropicalis
H5343 ist in der B-Oxidation deletiert, dies fuhrt zu erhéhter DCA-Produktion im Vergleich
zum Wildtyp. Um in dem ausgewdéhlten Stamm 4 die B-Oxidation zu deletieren, mussten
daflr zunachst die entsprechenden Genkandidaten identifiziert werden. Daher wurde eine
Recherche nach an der 3-Oxidation beteiligten Genen in Candida tropicalis durchgefuhrt, um
homologe Proteine in dem Stamm 4 identifizieren zu kdnnen (siehe Tabelle 81).

Als Zielgene fur eine Deletion der 3-Oxidation in Stamm 4 wurden die Gene codierend fur die
Acyl-CoA Oxidase (pox) ausgewdéhlt, da diese entscheidend fur den ersten Schritt des
B-Oxidationsstoffwechels sind. Durch Blast-Analyse konnten in dem Genom von Stamm 4
drei potentielle pox-Gene identifiziert werden. Fur die Deletion der pox-Gene musste
zunéchst ein Transformationssystems etabliert werden. Fur die Herstellung kompetenter
Zellen fur eine Transformation wurde ein Protokoll entwickelt Gber das mittels einer
Lithiumacetatbehandlung und einem darauf folgenden Hitzeschocks die Aufnahme von
Fremd-DNA erfolgen kann. Die Deletion der pox-Gene erfolgt mittels homologer
Rekombination. Dafur mussten Deleltionskonstrukte mit einem Restistenzmarker zur
Selektion der Mutanten und beidseitigen homologen Flanken erstellt werden.
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Tabelle 81: Enzyme der B-Oxidation und entsprechende Gene in Candida tropicalis.

Enzyme Gen in Candida tropicalis Referenz

very long-chain fatty acid

; XM_002548593.1 Butler et al. 2009
transport protein

long-chain-fatty-acid--CoA
ligase 1 = Acyl-CoA- XM_002546305.1 Butler et al. 2009
synthetase (?)

CTPKCTA (AB025647.1),
CTPKCTB (AB025648.1)

3 Gene: POX2 (M18259.1),

3-Ketoacyl-CoA-Thiolase* Kanayama et al. 1994

Acyl-CoA oxidase (AOX) POX4 (M12160.1), POX5 Okazaki et al. 1986
(M12161.1)
Carnitine-Acetyltransferase 1 Gen: CT-CAT (D84549.1) Kawachi et al. 1996

* Deletion ohne Effekt fir DCA-Bildung (Hara et al. 2001)

Im Verlauf der gentechnischen Arbeiten zeigten sich Schwiereigkeiten mit der gezielten
Deletion der pox-Gene, weshalb die Arbeiten zunachst langsam vorrangingen. Aus diesem
Grund wurde der Wildtypstamm schlieZlich durch eine Mutante ersetzt, die eine erhdéhte und
gezielte Integration der Delektionskonstrukte tber homologe Rekombination ermdglichte.
Dadurch konnten die ersten beiden pox-Gene in Stamm 4 erfolgreich deletiert werden. Die
Deletion des letzten pox-Gens konnte vor Projektabschluss nicht erzielt werden. Die letzten
gentechnischen Arbeiten zur Blockierung der (-Oxidation in Stamm 4 werden derzeit
durchgefihrt.

3.5.9.3 Re-Klassifizierung des S2-Stammes C. tropicalis H5343

Bislang ist der untersuchte C. tropicalis Stamm H5343 (ATCC 20962) in Deutschland S2
klassifiziert. Nach umfangreicher Literaturrecherche konnte die Isolierung des
Ursprungsstamms von pK233 (ATCC 20336) und dessen Einstufung als Candida tropicalis
im Jahr 1966 von Tanabe et al. nachgewiesen werden. Seitdem werden sowohl der
Ursprungsstamm als auch die davon abgeleiteten Mutanten wie ATCC 20913 und ATCC
20962 als C. tropicalis gefuihrt. Bei der Erstellung der Veroéffentlichung (1966) waren heute
gangige Methoden zur Speziesbestimmung wie die DNA-Sequenzanalyse hochkonservierter
Regionen nicht bekannt. Daraus ergaben sich grundlegende Hinweise, dass ATCC 20962
nicht mehr ausreichend klassifiziert bzw. charakterisiert ist und der Stamm wurde am
Fraunhofer IGB mit aktuellen genetischen (Sequenzanalyse der ITS- und der D1-D2 Region)
und der 18S-Region) sowie phéanotypischen Methoden (Kohlenstoffassimilationstests)
genauer untersucht. Unter Verwendung entsprechender Referenzstamme in der ITS- und
der D1-D2 Sequenzanalyse konnte gezeigt werden, dass es sich bei H5343 nicht um ein C.
tropicalis Isolat handelt. Fur die D1-D2 Region von pK233 konnte die hochste
Verwandtschaft zu Candida aquae-textoris ATCC 201456 und Candida viswanathii ATCC
22981 gezeigt werden. Auch bei Stammbaumanalyse der ITS-Region bildet ATCC 20962
wiederum ein eigenes unabhéngiges Cluster weit entfernt von dem Referenz Candida
tropicalis—Stamm ATCC 750.
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Mittels umfangreicher Kohlenstoffassimilationstests (APl ID32C, Firma BioMerieux) sollten
diese Ergebnisse genauer verifiziert werden. Innerhalb der Testreihen mit 31
unterschiedlichen Kohlenstoffquellen wurde wiederum Candida tropicalis ATCC 750 als
Referenz eingesetzt. H5343 zeigte im direkten Vergleich mit Candida tropicalis ATCC 750 8
Unterschiede bei der Substratverwertung. Die durch die Sequenzierung der D1-D2 Region
identifizierten nahen Verwandten Candida aquae-textoris ATCC 201456 und Candida
viswanathii ATCC 22981 unterschieden sich ebenfalls von ATCC 20962 bei 5 Substraten.
Die Ergebnisse der Stammbaumanalyse und der Kohlenstoffassimilationstests bestatigen die
Annahme, dass es sich bei H5343 nicht um ein C. tropicalis-Isolat, sondern um einen bisher
nicht beschriebenen Organismus handelt. Die Arbeiten zu den phylogenetischen
Untersuchungen fir den DCA-Bildner C. tropicalis H5343 wurden zur Verdéffentlichung
eingereicht. Die Umbenennung in von H5343 zu Candida cenacerosene wurde offiziell
bestatigt. Derzeit werden weitere Versuche durchgefuhrt um die Pathogenitdt von C.
cenacerosene zu prifen und eine Rickstufung in Deutschland von S2 auf S1 zu erzielen.

3.5.10 w-Funktionalisierung mittels C. tropicalis (Fraunhofer IGB)

Fur eine Herstellung von DCA-Probemengen flr verschiedene Projektpartner wurde der S2-
und DCA-Produktionsstamm C. tropicalis H5343 im Bioreaktor kultiviert und die
Fermentation hinsichtlich Medium und Biomasseproduktion optimiert. Die Fermentation wird
zweistufig gefuhrt und ist in eine Wachstums- und eine Produktionsphase unterteilt. W&hrend
der Wachstumsphase wurde Glukose vorgelegt und die Biomassebildung bei pH 5,5 und
30 °C verfolgt. Zur Erhéhung der Biomassemenge wurden Glukose und weitere
Néahrmediumskomponenten mit unterschiedlichen Zufiitterungsstrategien zugegeben. Nach
Verbrauch der Glukose wurde die Produktionsphase gestartet. Der pH-Wert wurde dabei auf
8,0 eingestellt, eine geringe Glukosezugabe erfolgte, ebenso wie die Substratzugabe
(Fettsaure) fur die DCA-Bildung. Die Zugabe von Glukose wurde so eingestellt, dass sich
diese im Medium nicht anreicherte, Glukose diente zur Aufrechterhaltung des
Erhaltungsstoffwechsels der Zellen, da diese nicht in der Lage sind, Fettsauren als
Kohlenstoffquelle zu nutzen. Mit einer Menge von 0,88 g Glukose pro Gramm Biomasse pro
Tag konnte im eigenen Experiment die hoéchste DCA-Konzentration und die héchste
spezifische DCA-Bildungsrate erreicht werden.

3.5.10.1 Vergleich von Komplexmedium und Mineralsalzmedium

In friheren Experimenten wurde zur Etablierung der Fermentation in Komplexmedium nach
Picataggio et al. verwendet und als Fettsduresubstrat Olsauremethylester (aus Rapsol)
eingesetzt'™!. Fir eine bessere Aufreinigung der DCA wurde angestrebt, die Fermentation
statt auf Komplexmedium (enthalt komplexe Bestandteile wie Hefeextrakt und Pepton) auf
Mineralsalzmedium zu kultivieren. Die DCA-Produktion wurde hinsichtlich der spezifischen
DCA-Bildungsraten (DCA-Bildung pro Zeit und Biomasse) verglichen, da nach Verbrauch der
Glukose in Mineralsalzmedium deutlich weniger Zellen vorlagen als im Komplexmedium.

151 picataggio et al. (1992), Nature Biotechnology, 10 (8), 894.

236



Es ergaben sich die gleichen spezifischen Produktbildungsraten gp in Komplex- und
Mineralsalzmedium (siehe Abbildung 160). Die Konversionsrate des Biokatalysators war
demzufolge unabhangig vom Nahrmedium. Mineralsalzndhrmedium kann damit als
effektives Medium fir die Herstellung der langkettigen DCA verwendet werden.

40 ~
30 -
20

10

'p (100x) de
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Komplexndhrmedium, OME E Mineralsalznahrmedium, OME
Abbildung 160: Vergleich DCA-Bildung in Komplex- und Mineralsalzmedium.

3.5.10.2 Zufutterungsstrategien

Anhand der spezifischen Produktbildungsraten konnte bereits bei der Ubertragung von
Komplex- auf Mineralsalzmedium der Zusammenhang zwischen Biomasse und
Produktbildung gezeigt werden. Dies wird auch aus Abbildung 161 deutlich, in der die
Abhangigkeit der Produktbildungsrate von der Biomassekonzentration aufgezeigt wird. Zur
Erhdhung der DCA-Produktion wurde daher das Wachstum der Mikroorganismen durch
unterschiedliche Feed-Strategien in Mineralsalzmedium optimiert. Es wurden folgende Feed-
Strategien untersucht:

o Absatzweiser Prozess (Batch)
¢ Repeated Batch

e Zulaufverfahren (Fed Batch) mit konstanter Flussrate und Zulaufverfahren (Fed
Batch) mit konstanter Wachstumsrate

0,5 -
0,4 -
0,3 -

0,2 -

re [9/(L h)]

0,1 -
4,9 8,5 21,3
Cx [g/L]

Abbildung 161: Abhangigkeit der DCA-Bildungsrate von der Biomasse.
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Hochste Biomassekonzentrationen konnten in den Fed Batch-Verfahren erzielt werden. Beim
Fed Batch-Verfahren mit konstanter Zuflussrate von 0,12 L/h konnte im 20-L-Maf3stab eine
Biomassenkonzentration von 32 g TS/L nach 22 h erhalten werden. Beim Zulaufverfahren
mit exponentieller Flussrate konnte sogar eine Biomassekonzentration von 40 g TS/L nach
bereits 15 h erreicht werden. Neben der héheren Biomasseausbeute ist dieses Verfahren
zudem fur ein Hochzelldichteverfahren effizienter als der Fed Batch mit konstanter Flussrate,
da die Wachstumsrate konstant gehalten wird und sich nicht aufgrund der konstanten
Zuflussrate gegen Null ndhert.

3.5.10.3 Einfluss der Stickstoffquelle auf die DCA-Produktion

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Auslegung des Mediums als Zulauf fir die
Produktionsphase war die Stickstoffquelle. Es konnte festgestellt werden, dass die
Dicarbonséaurebildungsrate stark von der im Bioreaktor befindlichen Ammonium- bzw.
Stickstoffkonzentration abhing. Sowohl eine zu geringe als auch zu hohe
Ammoniumkonzentration verursachte eine Abnahme der Produktbildungsrate (siehe
Abbildung 162).
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0 1 2 3 4 5

Stickstoff im Medium [g/L]
Abbildung 162: Abhangigkeit der DCA-Bildungsrate von der Stickstoffmenge im Medium.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Stickstoffkonzentration im Bioreaktor von 0,6 g/L
zugegeben in Form von Ammoniumsulfat die hochste DCA-Bildungsrate zeigte. Das
Ammoniumsalz wurde wahrend der Produktionsphase mit einer spezifischen Rate von
0,47 mg N/(gTS h) zugegeben, um die Stickstoffkonzentration im Medium konstant zu halten.
Der Verbrauch des Stickstoffs ist durch tberlagerte Prozesse erklarbar. Zum einen wird der
Stickstoff fir die Proteinbildung bendtigt, die auch wahrend einer wachstumsentkoppelten
Produktionsphase grundsatzlich erfolgen muss, wie z. B. Induktion und Bereitstellung der
Transportproteine fur Substrat, Enzyme der Stoffwechselwege zur Umsetzung der Fettsdure
in DCA. Zudem wurde das Ammonium bei dem wahrend der Produktionsphase verwendeten
pH-Wert von 8 beim aeroben Betrieb als Ammoniak aus dem Fermenter herausgestrippt. Der
Einsatz von undissoziierbaren Verbindungen wie beispielsweise Harnstoff kann diesen Effekt
unterbinden. In Vorexperimenten konnte das Wachstum und die DCA von C. tropicalis auf
Harnstoff als Stickstoffquelle bereits gezeigt werden. Der Einfluss auf die DCA-
Produktionsrate wird noch untersucht.
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3.5.10.4 Produktionsoptimierung

Aufgrund der vorhergehenden Untersuchungen wurde ein Fed Batch-Prozess zur
Konversion von Olein (C18:1 Fettsdure) zu 1,18-Oktadecendisédure ausgelegt. Fiur Olein
konnte somit in einem optimierten Prozess mit einer Produktbildungsrate von r, = 0,44 g/(L h)
ein stdchiometrischer Umsatz zu 100 g/L 1,18-Oktadecendisdure erhalten werden. In der
Literatur ist die DCA-Bildung aus verschiedenen Substraten wie Alkanen und Fettsauren
beschrieben. Hohe Produktionsraten wurden bisher nur fir Fettsduren bis zu einer
Kettenl&dnge von C14 beschrieben. Picataggio et al. erreichte in Komplexmedium maximale
Produktionsraten von bis zu 1,33 g/(L h) fir Methylmyristat (C14). Kunishige et al. konnten
die Bildung hydroxylierter Oktadecendisdaure aus methylierter Olsdure mit einer
Produktbildungsrate von 0,02 g/(L h) zeigen und Fabritius et al. produzierte aus Rapsoél
hydroxylierte Oktadecendisdure mit einer Rate von 0,05 g/(L h).

3.5.10.5 Aufreinigung der DCA

Ein zusatzlicher wichtiger Faktor bei der Prozessfiihrung war die Berlicksichtigung des
Aufreinigungsverfahrens (downstream processing).

Fir die Polymerisierung sind die Dicarbonsauren vor allem von den Monocarbonsauren bzw.
Fettsauren abzutrennen, um unerwiinschte Nebenreaktionen zu unterbinden. Die
Abtrennung stellt in der Regel einen sehr aufwendigen Prozess dar, somit wurde bereits
wahrend des Fermentationsprozess die Zugabe der Fettsaure (Olséure) so ausgelegt, dass
diese im Bioreaktor nicht akkumuliert wurde.

Weitere Aufreinigungsstrategien wurden untersucht. In Vorexperimenten konnte mittels
saurer Fallung keine zufriedenstellende Reinheit erreicht werden (10 % DCA-Gehalt), daher
wurde eine Aufreinigung durch Losemittelextraktion etabliert. Die DCA wurde mit den
Zelltrimmern nach der Fermentation und Hitzesterilisation abzentrifugiert, mit Wasser
resuspendiert und 0,1 Volumenanteil konzentrierter Salzsdure (32 %) zugegeben.
AnschlieRend wurden 2 Volumenteile Extraktionsgemisch (1+1-Gemisch aus n-Hexan und
tertiar-Butylmethylether) hinzugefigt und die Ldsung mittels Rihrung auf einer
Magnetruhrplatte zehn Minuten extrahiert. Durch Zentrifugation wurde die organische von
der wassrigen Phase getrennt und die organische Phase eingeengt. Das erhaltene Extrakt
wurde hinsichtlich der Zusammensetzung analysiert. Die Methode ermdéglicht keine selektive
Abtrennung von Olsaure und 1,18-Oktadecendisdure aus der Fermentationslosung. Je nach
Zusammensetzung der Fermentationsprobe schwankt der Gehalt an Olsaure dabei im
Extrakt bei verschiedenen Aufreinigungsversuchen bei Verwendung unterschiedlicher
Fermentationsproben. Fir Versuche zur Polymerisierung wurde die Proben ,V7b*
(Olsauregehalt 9 %) und ,V8-IGB* (Olsduregehalt 2 %) an die Firma DRACOSA versendet
(siehe Tabelle 82).
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Tabelle 82: Ubersicht der Proben aus Fermentationsproben aufgereinigter 1,18-Oktadecen-
dicarbonséaure (DCA) und Olsaure.

N Orjginale Probe — Gehalt an Ext"rahierte Probe — Gehalt an
Olséaure DCA Olsaure DCA
V6 (F34AAP2) 1,2% 7,1% 14 % 86
V7b (F34AAP1) 0,6 % 6,5 % 9% 91 %
V8-1GB (F35X1) 0,4% 10,9 % 2% 98 %

Des Weiteren wurde dem Fraunhofer ICT fir weitere Aufreinigungsversuche die Probe ,V6°
mit einem Olsauregehalt von 14 % geschickt. Durch Extraktion mit tberkritischem CO,
konnte der Gehalt an Olsaure auf 5 % reduziert werden.

3.5.10.6 Substratscreening: Verwendung unterschiedlicher Fettsdurequellen

Neben dem in der Fermentation eingesetzten Olein als Substrat sollten in Schiittelkolben-
experimenten weitere Fettsdurequellen auf ihre Umsetzbarkeit mit C. tropicalis getestet
werden.

Folgende freie Fettsauren wurden als Substrat evaluiert:

e Linolsaure (C18:2)
e 0o-Linolensaure (C18:3)
e Erucaséaure (C22:1)

Wahrend der Produktionsphase wurde taglich Dinnschichtchromatographien (DC) durch-
geflihrt, um die Kulturen auf die DCA-Bildung zu untersuchen.

Die Untersuchung der Linol- und o-Linolensaure war besonders interessant, da diese
Fettsauren mehr als eine Doppelbindung besitzen. Werden die korrespondierenden DCA
dieser Fettsauren als Monomere fir die Kunststoffherstellung eingesetzt, so kbénnen an den
Doppelbindungen Funktionalisierungen oder ein Cross-Linking vorgenommen werden.

Die DCA der Erucaséaure ist aufgrund der zusatzlichen Kohlenstoffatome noch hydrophober
als die 1,18-Octadecendisaure. Durch den Einsatz dieser Dicarbonsaure bei der
Kunststoffherstellung kénnten die hydrophoben Eigenschaften der entstehenden Polymere
im Vergleich zur Verwendung der 1,18-ODDA noch weiter verstarkt werden.

Zusatzlich zu den freien Fettsduren wurde die Umsetzbarkeit von Fettsduremethyl-
estergemischen untersucht. Fettsduremethylestergemische kénnen relativ kostengiinstig aus
pflanzlichen Olen gewonnen werden. Ein mdgliches Verfahren, um Fettsauremethylester aus
den, in den Pflanzendlen enthaltenen, Triacylglyzeriden zu gewinnen, stellt die
saurekatalysierte Umesterung dar. Es wurde darauf geachtet, dass die entsprechenden
Pflanzendle nicht in Konkurrenz mit der Nahrungsmittelindustrie stehen.
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Folgende Gemische wurden untersucht:

o Senfdlmethylester
e Drachenkopfélmethylester
¢ Holunderkernélmethylester

Die Fettsduremethylestergemische enthalten jeweils unterschiedliche Fettsdauremethylester,
abhangig davon welche Fettsauren in den jeweiligen Pflanzentlen enthalten waren. Die
genaue Zusammensetzung der Gemische kann Tabelle 83 entnommen werden.

Tabelle 83: Zusammensetzung der Fettsduremethylestergemische. Die Daten wurden mittels
Gaschromatographie am Fraunhofer IGB ermittelt.

BN Senfol- Drachenkopfdl- | Holunderkernél-
methylester methylester methylester

Palmitinsaure o
(C160) HOJ\/\/\/\/\/\/\/\ 3,2 % 9,1 % 9’3 %
Olsaure o
(C18:1) HO A A= A 24,7 % 17,8 % 15,4 %
Linolsaure
(C18:2) HOJ?\/\/\/\/—\/=\/\/\ 9,8 % 17,9 % 44,7 %
a-Linolensaure o
(C18:3) Ho o e e 9,7 % 46,5 % 29,1 %
Gadoleinsaure o
Erucasaure o
(C22:1) HOAA A A A= 39,1 % 3,2% 0%

Zusammenfassend konnten alle betrachteten Substrate mit C. tropicalis in DCA
umgewandelt werden.

3.6 Prozessbewertung (KIT, InfraLeuna)

In diesem Kapitel werden die von den Projektpartnern entwickelten biokatalytischen und
chemokatalytischen Umsetzungen der Ole, Olséauren, fur eine groBtechnische Umsetzung
bewertet. Eine Ubersicht der folgenden Kapitel ist nachfolgend dargestellt.

Okonomische Bewertung

Zur Beurteilung der Wirtschaftlichkeit werden auf Basis der von den Projektpartnern zur
Verfigung gestellten Prozesshilder zunachst Apparatelisten erstellt. AnschlieRend erfolgt
unter Beriicksichtigung der Verarbeitungs- bzw. Produktkapazitaten fir einen in Absprache
mit den Projektpartnern festlegten Basisfall die Schatzung der Investitionen mit techno-
O0konomischen Methoden. Aus den Investitionen und den technischen Prozessdaten werden
die einzelnen Kostenkomponenten abgeleitet und zu Herstellkosten fur die einzelnen
Prozesse und Hauptprodukte zusammengefasst. Die Annahme einer minimal notwendigen
Gewinnmarge fuhrt ferner zu Mindestabsatzpreisen. Die Rentabilitat und damit
wirtschaftliche Attraktivitat des Betriebes von Produktionsanlagen kann mit Hilfe der
Kapitalwertmethode auf Basis geschatzter Herstellkosten und angenommener Leistungen,
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d.h. zu erzielender Erlése, abgeschatzt werden. Aufgrund der Bewertung in einer frihen
Entwicklungsphase und der Vielzahl an mdoglichen Produkten der Bioraffinerie ist die
Abschatzung erzielbarer Erldse und Kapitalwerte zum derzeitigen Stand der Entwicklung
noch nicht mdglich. Der Focus wird daher auf eine detaillierte Investitionsschatzung und
Modellierung der Massen- und Energieflisse als Grundlage fir die ldentifizierung von
SchlisselgroRen fir die Bewertungen gelegt. Unsicherheiten und Variationen werden mit
Szenario- und Sensitivitdtsanalysen abgebildet.

Okologische Bewertung

Im Rahmen der 6kologischen Wirkungsabschéatzung werden die Kategorien Klimawandel,
Landnutzung, Versauerung, Eutrophierung und die Erschopfung abiotischer Ressourcen
(Klassifizierung mit der Methode des Centrum voor Milieukunde, CML, Universitat Leiden)
untersucht. Daflir sind Inventare der einzelnen Emissionen zu erstellen, die in den
genannten Kategorien zusammen gefasst sind. FiUr Klimawandel sind dies beispielswiese
primér Kohlstoffdioxid, Methan und Lachgasemissionen. Fur eine 6kologische Bilanzierung
wird auf vorhandene Inventare aus Datenbanken wie ecoinvent zuriick gegriffen, die dann
mit der Simulationssoftware Umberto verkniipft und den tatsachlichen Prozessbedingungen
entsprechend angepasst und erweitert werden.

Soziale Bewertung

Effekte des Produktionsbetriebs hinsichtlich Arbeitsplatzschaffung, Arbeitsrisiken und
Preiseffekten sind Teil der sozialen Bewertung. Direkte Arbeitsplatzeffekte lassen sich
unmittelbar aus den Personalbedarfen fiir den Bau und Betrieb der Anlagen ableiten. Zur
Abschatzung indirekter Arbeitsplatzeffekte werden volkswirtschaftliche Multiplikatoren
eingesetzt. Arbeitsrisiken sind wesentlich durch Sicherheitsaspekte der Prozesse bestimmt
(z.B. Gefahrlichkeit der Einsatzstoffe, Temperatur- und Druckbereiche), die jeweils
geeigneten Kategorien zugeordnet werden miissen. Bei der Untersuchung von Preiseffekten
werden ausgehend von der GrofRe des Rohstoffbedarfs und unter Bertcksichtigung der
geographischen Ausgestaltung der Bereitstellungsketten potenzielle regionale und
gegebenenfalls Uberregionale Auswirkungen identifiziert und analysiert.

Bewertete Prozesse
Es werden fur folgende Prozesse Bewertungen durchgefihrt:

o Enzymatische Epoxidierung

o Enzymbherstellung fur die Epoxidierung

e Fermentierung zu Dicarbonsauren

¢ Chemokatalytische Metathese

e Aminierung von Glycerin

e Umesterung zur Abschéatzung der Preise von FAME und Olsduren

Weitere Prozesse werden aufgrund des sehr frihen Entwicklungsstands noch nicht in die
Bewertung aufgenommen.
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3.6.1 Okonomische Bewertung der Prozesse

Fir die ©Okonomische Bewertung der Prozesse werden jeweils die Verfahren kurz
beschrieben und die Prozessannahmen fir die groftechnische Umsetzung getroffen.
AnschlieBend wird eine Investitionsschatzung vorgenommen. Fir die Schatzung der
Herstellkosten werden investitionsabhdngige Kosten aus der Investitionsschatzung
berechnet, Mengen der Roh- und Betriebsstoffe sowie Energiebedarfe pro Jahr auf Basis der
Stoffflisse erfasst und deren Kosten bestimmt, und die Personal- und sonstigen Kosten
berechnet. Der Personalbedarf wird so abgeschétzt, dass angenommen wird, dass die
Mitarbeiter mehrere Prozesse betreuen, und je nach Prozessdurchfiihrung (kontinuierlich,
Batch) und Prozessdauer (z.B. Fermentationsdauer) eingeplant werden (Schéatzung, keine
Optimierung berechnet).

3.6.1.1 Enzymatische Epoxidierung

Bei der enzymatischen Epoxidierung werden Doppelbindungen der Pflanzendle
(Triglyceride) epoxidiert. Dazu wird das Pflanzendl und kleine Mengen an Fettsauren mit
Wasserstoffperoxid und Enzymen versetzt. Als Losungsmittel kommt im Basisfall Toluol zum
Einsatz. Die Epoxidierung wird als Batch-Prozess durchgefiihrt, deren Verweildauer im
Fermenter 10 Stunden betragt. Das Reaktionsgemisch wird zur Rlickgewinnung der Enzyme
filtriert und anschlie@end zur Abtrennung der wassrigen Phase (Wasser und
Wasserstoffperoxid) dekantiert. Weiteres Wasserstoffperoxid wird durch Zugabe von
Natriumcarbonat oder Wasser in einem Mixer entfernt. Anschlie3end wird das Losemittel
mittels Vakuumdestillation entfernt und aus dem Sumpf das Produkt Triglyceridepoxide
gewonnen.

Fur die grof3technische Realisierung wird fir den Basisfall eine Kapazitat von 2000 t Produkt
pro Jahr angenommen und Ol 1 als Rohstoff eingesetzt. Ferner wird angenommen, dass ein
Batch mit Aufbereitung an einem Arbeitstag durchgefiihrt werden kann und dabei 8,48 t
produziert werden kdnnen. Pro Jahr werden 236 Arbeitstage bendtigt. Die Enzyme haben
eine angenommene Wiederverwendbarkeit von 15 Zyklen.

Investitionsschéatzung

Die Schatzung der Investitionshdhe fir die Hauptkomponenten der Anlagen erfolgt anhand
des FlieRbildes und der GrofRe der Stoffflisse (siehe Abbildung 103). Tabelle 84 zeigt
aggregiert die benétigten Hauptanlagenapparate und die Investitionshéhe nach
Preisanpassung auf das Jahr 2011 und Gré3endegression auf die bendtigte Anlagengrofie.
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Tabelle 84: Investitionsschatzung der Hauptanlagenapparate der enzymatischen Epoxidierung.

Anlagenapparate Quelle Investition
Lagertanks fur Edukte und Produkt Peters et al. (2003) 214 k€
Reaktor mit Ruhrer Chauvel (2003) 264 k€
(E:?zzg{;lvf/kﬂeemgp::; Peters et al. (2003) 4,5 k€
Dekanter Chauvel (2003) 113 k€
Mixer-Settler Chauvel (2003) 147 k€
Destillationskolonne mit Kocher und eigene Modellierung in ASPEN PLUS 147 k€
Kondensator mit Cost evaluator

Pumpen Peters et al. (2003) 84 k€
Investition Hauptanlagenteile 972 k€

Neben den Investitionen fir die Hauptkomponenten der Anlage werden weitere Investitionen
(z.B. Nebenkomponenten, Engeneering) nach der Zuschlagfaktormethode nach (Peters,
Timmerhaus, & West, 2003) berechnet (siehe Tabelle 85). Diese Zuschlagfaktoren werden
fur alle weiteren Prozesse ebenfalls verwendet.

Tabelle 85: Zuschlagfaktoren zur Investitionsschatzung.

Zuschlagsfaktor
Installation 0,400
Rohrleitungen (installiert, fest und flissig) 0,310
Dammung (Apparate, Maschinen und Rohrleitungen) 0,085
Prozessleittechnik (installiert) 0,260
Elektrische Systeme (installiert) 0,225
Gebaude (neue Einheit in bestehender Anlage, fest und flissig) 0,290
Gelandeanpassung 0,100
Direkte Komponenten (Installation, Rohre, Gebéaude, etc.) 2,670
Enginnering und Uberwachung 0,300
Rechtliche Angelegenheiten 0,080
Konstruktion 0,400
Aufschlag Auftragnehmer (Contractor's fee) 0,080
Unsicherheit 0,300
Indirekte Komponenten (Engineering, Rechte, Unsicherheit, etc.) 1,160
Summe Zuschlagsfaktoren (Investition Inside Battery Limits (FCI)) 3,830
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Fur die enzymatische Epoxidierung ergeben sich fir den Basisfall nach Zuschlag fir direkte
und indirekte Komponenten Investitionen in Héhe von 3,7 Mio. € (FCI**%, inkl.
Umlaufkapital von 20 % ergeben sich 4,5 Mio. € (TCI**).

Schatzung der Herstellkosten

Die Abschatzung der Herstellkosten fur den Basisfall setzt sich aus folgenden Kosten
zusammen:

Investitionsabhangige Kosten:

Die investitionsabhangigen Kosten werden nach der Faktormethode (Peters, Timmerhaus, &
West, 2003) bestimmt (siehe Tabelle 86).

Tabelle 86: Faktoren zur Bestimmung der investitionsabhangigen Kosten.

Investitionsabhangige Kosten (pro Jahr) | Faktor
Abschreibungen (auf FCI) 0,10
Reparatur und Instandhaltung (auf TCI) 0,07
Versicherungen (auf TCI) 0,01
Realsteuern (auf FCI) 0,01
Kalkulatorische Zinsen 0,04

Fir die enzymatische Epoxidierung im Basisfall betragen die investitionsabhéngigen Kosten
871 k€ pro Jahr,

Betriebsmittelverbrauchsabhéngige Kosten:

In Tabelle 87 werden die jahrlichen Mengen der Roh- und Betriebsmittel sowie deren
Preisannahmen aufgelistet.

152 Fixed capital investment

133 Total capital investment
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Tabelle 87: Betriebsmittelverbrauchsabhangige Kosten

der enzymatischen

Epoxidierung

(Basisfall).

jahrl, Mengen Preisannahmen
Rohstoffe
o]} 1888 t/a 1,30 €/kg
H,0, 1199t/a 455 €/t (50% ig)
Sekundére Einsatzstoffe
Enzyme 5340 kg/a 141 €/kg154
Losemittel 54 t/a 600 €/g
Olsaure 215t/a 1442 €/t
Energie
Dampf (Destillationskolonne) | 2997 t/a
Strom (Ruhrer + Pumpen) 89 MWh/a
Betriebsmittelverbrauchsabhangige Kosten 4,18 Mio. €/a

Die Kosten fir Rohstoffe, Betriebsstoffe und Energie belaufen sich auf ca. 4,18 Mio. € pro
Jahr.

Personalkosten:

Es wird ein Personalbedarf von drei Angestellten a 100.000 €/a angenommen. Indirekte
Personalkosten werden faktoriell mit dem Faktor 0,1 der direkten Personalkosten berechnet.
Direkte und indirekte Personalkosten betragen 330 k€/a.

Sonstige Kosten und Overheadkosten

Sonstige Kosten entstehen durch Verwaltung und Vertrieb, die mit dem Faktor 0,2 der
Personalkosten und 0,02 der Summe aus investitionsabhangigen, betriebsmittelverbrauchs-
abhangigen und Personalkosten berechnet werden (respektive). Die sonstigen Kosten
betragen flr den Basisfall der enzymatischen Epoxidierung 178 k€ pro Jahr. Als
Overheadkosten wird ein Faktor von 0,05 auf die Summe der Personalkosten und
betriebsmittelverbrauchsabhéngigen Kosten angenommen. Fir den Basisfall der
enzymatischen Epoxidierung betragen die Overheadkosten 225 k€.

Die jahrlichen Herstellkosten nach Summierung der Kostenarten betragen fir den Basisfall
der enzymatischen Epoxidierung rund 5,8 Mio. € pro Jahr. Bei einer Jahresproduktion von
2000 t Epoxiden pro Jahre betragen die Herstellkosten ca. 2,89 € pro kg Produkt. Den
groRten Anteil der Herstellkosten nehmen mit 42 % die Kosten fir Ol 1 ein, gefolgt von den
investitionsabh&ngigen Kosten (15 %).

154 preisannahme basierend auf Bewertung der Herstellung von Enzymen, vgl. folgende Prozessbewertung
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Verfahrensvarianten

Fur die enzymatische Epoxidierung liegen weitere Daten fur Verfahrensvarianten vor und
konnten bewertet werden. Dazu werden jeweils die Investitionen und die jahrlichen
Betriebsmittelbedarfe angepasst. In Tabelle 88 sind die betrachteten Verfahrensalternativen
aufgelistet und die Herstellkosten bei Ol 1 als Rohstoff angegeben. In der I6semittelfreien
Prozessvariante kdnnen v.a. investitionsabhéngige Kosten eingespart werden, da die
destillative Abtrennung von Toluol und Kosten fir Toluol wegfallen. Die l6semittelfreie
Umsetzung verringert etwas die Ausbeute, mit einer langeren Verweilzeit kdnnte dies
ausgeglichen werden. Eine langere Verweilzeit erhdht allerdings die Investitionen, v.a. da ein
groRerer Reaktor bei gleichbleibender Output-Kapazitat notwendig ist.

Tabelle 88: Herstellkosten fir Verfahrensalternativen der enzymatischen Epoxidierung von
ol 1.

Szenario Herstellkosten [€/kg]
Basisfall 2,89
mit 50 %-igem H,0, 2,88
[6semittelfrei 2,78
|I6semittelfrei, doppelte Verweilzeit 3,03

3.6.1.2 Enzymherstellung fir die Epoxidierung

Fir die Enzymproduktion werden in einem Batch-Verfahren die Enzyme intrazellular
produziert. Die Biomasse wird anschie3end abgetrennt, gepuffert und die Zellen in einem
Hochdruckhomogenisator aufgeschlossen. Nach Freisetzung der Enzyme mit einem
Hilfsdetergens werden die Enzyme in einer Hitzeféllung ausgefallt und
immobilisiert/getrocknet (siehe Abbildung 163). Die Stoffflisse, FlieBbilder und Prozess-
annahmen entstanden in Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer CBP.
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Abbildung 163: ProzessflieBbild der Herstellung von Enzymen fur die Epoxidierung (Quelle:
Fraunhofer CBP).
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Fur die enzymatische Epoxidierung werden 5,34 t Enzyme pro Jahr bendtigt. Es wird
angenommen, dass dies der Jahresproduktionsmenge der Enzymherstellung entspricht.
Ferner wird angenommen, dass ein Batch pro Tag mit Aufarbeitung durchfuhrbar ist und
21,4 kg Enzyme produziert werden kénnen. Es werden 250 Arbeitstage veranschlagt.

Investitionsschéatzung

Tabelle 89 listet die Investitionen fir die aggregierten Hauptkomponenten der Anlage auf.
Die Schatzung der Investition fir die Hauptanlagenteile betragt 218 k€. Die
Gesamtinvestitionen (Faktormethode, siehe Tabelle 85) ergeben 835 k€ (FCI), bzw.
1,0 Mio. € inkl. Umlaufkapital (TCI).

Tabelle 89: Investitionsschatzung der Hauptanlagenapparate fir die Enzymproduktion.

Anlagenapparate Quelle Investition
Fermenter Chauvel (2003) 77 k€
Rotary Drum Filter Peters et al. (2003) 16 k€
Mix-Tank Chauvel (2003) 47 k€
Hochdruckhomogenisator | Peters et al. (2003) 78 k€
Investition Hauptanlagenteile 218 k€

Schatzung der Herstellkosten

Die Schatzung der Herstellkosten erfolgt analog zur enzymatischen Epoxidierung
(Kapitel 3.6.1.1). Die investitionsabhangigen Kosten belaufen sich auf rund 300 k€ pro Jahr.

Die jahrlich bendétigten Roh- und Betriebsstoffe werden in Tabelle 90 zusammengefasst. Die
betriebsmittelverbrauchsabhangigen Kosten belaufen sich auf 298 k€ pro Jahr (siehe Tabelle
90).
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Tabelle 90: Betriebsmittelverbrauchsabhéngige Kosten der Enzymproduktion.

jahrl. Mengen Preisannahmen
Rohstoffe und Sekundére Einsatzstoffe
Komponente 1 19,0222 t/a 750 €/t
Komponente 2 0,2336 t/a 500 €/t
Komponente 3 3,9246 t/a 1782 €/t
Komponente 4 0,0467 t/a 500 €/t
Komponente 5 0,0467 t/a 2000 €/t
Komponente 6 n.e.
Komponente 7 n.e.
Komponente 8 33,3723 t/a 7490 €/t
Komponente 9 0,0445 t/a 3000 €/t
Komponente 10 0,5607 t/a 1782 €/t
Komponente 11 1,8689 t/a 4000 €/t
Komponente 12 33,7328 t/a 500 €/t
Komponente 13 1,6371 t/a 500 €/t
Energie
Strom (Rahrer + Pumpen) | 129 kWh/a
Betriebsmittelverbrauchsabhéngige Kosten 298 k€/a

n.e.: nicht erfasst

Fir den Personalbedarf werden zwei Angestellte angenommen. Direkte und indirekte
Personalkosten betragen 220 k€ pro Jahr. Sonstige Kosten und Overhead belaufen sich auf
57 und 26 k€ pro Jahr.

Es ergeben sich Herstellkosten von 141 € pro kg Enzyme.
3.6.1.3 Fermentierung zu Dicarbonsauren

Die Fermentierung von Fettsduren zu Dicarbonsauren (w-Funktionalisierung) wird als Fed-
Batch durchgefuhrt. Dazu wird zunéchst eine Impfkaskade in 5 Rihrkesseln (6 L bis 60 m?3)
durchgefuhrt. Die eigentliche Fermentation findet anschlie@Rend mit einem Gesamt-
Arbeitsvolumen von 1000 m?3 in 7 Hauptfermentern mit einem jeweiligen Volumen von 160 m*
und einer Verweilzeit von 16 Tagen statt. AnschlieRend wird die Biomasse abgetrennt und
die in Losung befindlichen Dicarbonsduren durch S&ure ausgeféllt. Die ausgefallten
Dicarbonséauren werden abgetrennt und getrocknet (siehe Abbildung 164).
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Abbildung 164: Prozessfliebild der Dicarbonséaurefermentierung (Quelle: Fraunhofer IGB).

Es wird eine Jahresproduktion von 1000 t Dicarbonséuren pro Jahr angenommen und 250
Arbeitstage pro Jahr. Es wird angenommen, dass ein Batch mit Aufbereitung 26 Tage
dauert. Pro Jahr werden 12,5 Batches durchgefiihrt. Fir den Basisfall wird Olsaure als
Rohstoff angenommen. Die Stoffflisse, FlieBbilder und Prozessannahmen entstanden in
Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer IGB.

Investitionsschéatzung

Fir die Schatzung der Investitionen fur die Hauptanlagenkomponenten wird angenommen,
dass die Fallung im Reaktor stattfinden kann, fur die Abtrennung der Feststoffe kann jeweils
die gleiche Zentrifuge eingesetzt werden. Die Investitionen fir die Hauptanalgenteile wird auf
2,2 Mio. € geschatzt.

Tabelle 91:
fermentation.

Investitionsschatzung der Hauptanlagenapparate fir die Dicarbonsaure-

Anlagenapparate Quelle Investition
Lagertanks fur Edukte und Produkt Peters et al. (2003) | 376 k€
Reaktoren (7 je 160 m3) mit Ruhrer Chauvel (2003) 1.699 k€
Impfkaskade (Ruhrkessel) Chauvel (2003) 480 k€
Zentrifuge Peters et al. (2003) | 217 k€
Pumpen Peters et al. (2003) | 119 k€
Investition Hauptanlagenteile 2.891 k€

Nach dem faktoriellen Zuschlag fur die weiteren Investitionen (siehe Tabelle 85) ergeben
sich Gesamtinvestitionen von 11 Mio. € (FCI), inkl. Umlaufkapital 13,8 Mio. € (TCI).



Schatzung der Herstellkosten

Die Schatzung der Herstellkosten erfolgt analog zur enzymatischen Epoxidierung
(Kapitel 3.6.1.1). Die investitionsabhangigen Kosten belaufen sich auf rund 2,2 Mio. € pro
Jahr.

Die jahrlich benétigten Roh- und Betriebsstoffe werden in Tabelle 92 zusammengefasst. Die
betriebsmittelverbrauchsabhangigen Kosten betragen rund 3,7 Mio. € pro Jahr (siehe Tabelle
92).

Tabelle 92: Betriebsmittelverbrauchsabhéngige Kosten der Dicarbonsaurefermentation.

jahrl, Mengen Preisannahmen
Rohstoffe
Olsaure 2313 t/a 1442 €/t
Glukose 250 t/a 465 €/t
Sekundére Einsatzstoffe
Nahrmediumsbestandeile | 120 t/a 1000 €/t
Saure n.e.
Base n.e.
Antischaummittel n. e.
Energie
Strom (Rahrer + Pumpen) | 676 MWh/a
Betriebsmittelverbrauchsabhéngige Kosten 3,67 Mio. €/a

n.e.: nicht erfasst

Fir den Personalbedarf werden drei Angestellte angenommen. Direkte und indirekte
Personalkosten betragen 330 k€ pro Jahr. Sonstige Kosten und Overhead belaufen sich auf
194 und 200 k€ pro Jahr.

Es ergeben sich Herstellkosten von 6,62 € pro kg Dicarbonséaure. Die hochsten Kosten
werden durch die Rohstoffkosten fur Olsaure verursacht (50 % der Herstellkosten). Die
investitionsabhangigen Kosten nehmen 28 % der Herstellkosten ein.

3.6.1.4 Chemokatalytische Metathese

Bei der chemokatalytischen Metathese werden aus Fettsduremethylestern Dimethylester
(methylierte Dicarbonsauren) und den Fettsdureldngen entsprechende langkettige
Kohlenwasserstoffe mit Doppelbindung (z.B. bei Olsdure Octadecen) mit Hilfe eines
Katalysators gebildet. Das Verfahren wird als Batch-Prozess (siehe Abbildung 165)
durchgefuhrt mit einer Reaktoraufenthaltsdauer von 2 Stunden. Die Aufreinigung des
Reaktionsgemisches erfolgt mittels mehrerer Destillationen. Nichtreagierte FAME werden
riackgefuhrt. Die Stoffflisse, FlieRBbilder und Prozessannahmen entstanden in Zusammen-
arbeit mit dem Fraunhofer ICT.
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Abbildung 165: Prozessflie3bild der Metathese (Quelle: Fraunhofer ICT).

Im Basisfall kommt als Rohstoff Olsauremethylester zum Einsatz. Es wird ein Jahresinput
von 2000 t FAME angenommen mit einem Jahresoutput (En und Dimethylester) von 938 t fur
den Basisfall (393,5 t/a En und 544,5 t/a Dimethylester). Es werden zwei Batches pro Tag
durchgefihrt bei 250 Produktionstagen pro Jahr.

Investitionsschétzung

Tabelle 93 listet die Investitionen flr die aggregierten Hauptkomponenten der Anlage auf.
Die Schatzung der Investition fir die Hauptanlagenteile der Metathese betragt 722 k€. Die
Gesamtinvestitionen (Faktormethode, siehe Tabelle 85) ergeben 2,8 Mio. € (FCI), bzw. 3,3
Mio. € inkl. Umlaufkapital (TCI).

Tabelle 93 Investitionsschatzung der Hauptanlagenapparate der chemokatalytischen
Metathese.

Anlagenapparate Quelle Investition
Lagertanks fur Edukte und Produkt Peters et al. (2003) 109 k€
Reaktor mit Ruhrer Peters et al. (2003) 71 k€
Warmetauscher Peters et al. (2003) 71 k€
Destillationskolonnen mit Kocher und | eigene Modellierungen in ASPEN

Kondensator PLUS mit Cost evaluator 383 ke
Pumpen Peters et al. (2003) 89 k€
Investition Hauptanlagenteile 722 k€

Schatzung der Herstellkosten

Die investitionsabhdngigen Kosten betragen 555 k€ pro Jahr. Die betriebsmittel-
verbrauchsabhangigen Kosten betragen 2637 k€ pro Jahr (zugrunde gelegte Stoff- und
Energiebedarfe und Preisannahmen siehe Tabelle 94). Fir den Personalbedarf werden 3
Angestellte angenommen. Personalkosten, Overheadkosten und sonstige Kosten belaufen
sich auf 330 k€, 148 k€ und 139 k€ pro Jahr.
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Tabelle 94: Betriebsmittelverbrauchsabhéngige Kosten der Metathese.

jahrl, Mengen Preisannahmen
Rohstoffe
Olsauremethylester 1014 t/a 2000 €/t
Sekundére Einsatzstoffe
Dioxan 23 t/a 1725 €/t
Katalysator 550 kg/a 550 €/kg
Pyridin 53t/a 4500 €/t
Ethylvinylether 49 tla 1500 €/t
Energie
Dampf 5958 t/a
Kihlwasser 842 m3/a
Strom (Rahrer + Pumpen) |10 MWh/a
Betriebsmittelverbrauchsabhangige Kosten | 2,6 Mio. €/a

Die Herstellkosten fiir beide Hauptprodukte betragen 3,76 €/kg. Wird eine Massen-
allokation der Herstellkosten angenommen, betragen die Herstellkosten fir das Alken
1,58 €/kg und fur die Dimethylester 2,18 €/kg. 53 % der Herstellkosten sind bedingt durch
den Rohstoff Olsauremethylester gefolgt von 15 % fiir investitionsabhangige Kosten und 7 %
fur Personalkosten.

3.6.1.5 Aminierung von Glycerin

Bei der Aminierung von Glycerin wird chemokatalytisch DMA-Aceton hergestellt. Ein
Wasser-Glycerin-Gemisch (40 w.-% Glycerin) wird mit DMA versetzt und reagiert mit Hilfe
eines Katalysators zu DMA-Aceton. Das Reaktionsgemisch wird destillativ in mehreren
Stufen aufgetrennt. Nicht reagierte Einsatzstoffe werden in den Prozess rickgefihrt
(FlieRbild siehe Abbildung 166). Es wird angenommen, dass der Prozess kontinuierlich
gefahren wird. Es wird eine Ausbeute von 33 % angenommen mit einer Selektivitdt von
90 %. Das Fliel3bild, die Prozessannahmen (Ausbeuten, Selektivitat, Mischungsverhéltnisse)
und die Berechnung der Stofffliisse entstanden in Absprache mit Taminco.

Es wird eine Kapazitat von 5000 t DMA-Aceton pro Jahr angenommen bei 7000 Betriebs-
stunden pro Jahr.
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Abbildung 166: ProzessflieBbild der Aminierung von Glycerin (Quelle: Taminco, angepasst
KIT).

Investitionsschéatzung

Tabelle 95 listet die Investitionen flr die aggregierten Hauptkomponenten der Anlage auf.
Die Schatzung der Investition fir die Hauptanlagenteile der Aminierung von Glycerin betragt
1822 k€. Die Gesamtinvestitionen (Faktormethode, siehe Tabelle 85) ergeben 7,0 Mio. €
(FCI), bzw. 8,4 Mio. € inkl. Umlaufkapital (TCI).

Tabelle 95 Investitionsschatzung der Hauptanlagenapparate der chemokatalytischen
Aminierung von Glycerin.

Anlagenapparate Quelle Investition
Lagertanks fur Edukte und Produkt Peters et al. (2003) 513 k€
Reaktor (Gasphase) Peters et al. (2003) 460 k€
Warmetauscher Peters et al. (2003) 165 k€

eigene Modellierungen in ASPEN

Destillationskolonnen PLUS mit Cost evaluator 159 k€
Wasseraufbereitung Peters et al. (2003)

Pumpen Peters et al. (2003) 307 k€
Investition Hauptanlagenteile 1822 k€

Schatzung der Herstellkosten

Die investitionsabhangigen Kosten betragen 1633 k€ pro Jahr. Die betriebsmittelverbrauchs-
abhangigen Kosten betragen 9573 k€ pro Jahr (zugrunde gelegte Stoff- und Energiebedarfe
und Preisannahmen siehe Tabelle 96). Fur den Personalbedarf werden 5 Angestellte
angenommen. Personalkosten, Overheadkosten und sonstige Kosten belaufen sich auf
550 k€, 588 k€ und 357 k€ pro Jahr.
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Tabelle 96: Betriebsmittelverbrauchsabhéngige Kosten der Aminierung von Glycerin.

jahrl, Mengen Preisannahmen
Rohstoffe
Glycerin 5060 t/a 750 €/t
DMA 2475 tla 1590 €/t
Katalysator 892 kg/a 700 €/kg
Energie
Dampf 47236 t/a
Kuhlwasser 261 Tm3/a
Strom (Rihrer + Pumpen) | 2149 kWh/a
Betriebsmittelverbrauchsabhéangige Kosten 9,57 Mio. €/a

Es ergeben sich Herstellkosten von 2,54 € pro kg DMA-Aceton. 30 und 31 % der
Herstellkosten entstehen durch Kosten fur Glycerin und DMA. 76 % der Herstellkosten sind
betriebsmittelverbrauchsabhéngige Kosten (9 % Energiekosten), 13 % investitionsabhangige
Kosten und 4 % Personalkosten.

3.6.1.6 Umesterung

Die Umesterung wird zur Abschatzung von Preisen fur Fettsauren und —methylestern aus
Drachenkopfdl, Krambedl und Erucarapsol durchgefiihrt, fir die keine Marktpreise existieren.
Fur diese Ole lagen sowohl Preise (Info TLL) als auch die Fettsdurezusammensetzung (Info
Fraunhofer IGB) vor, die fur die Berechnungen notwendig sind. Die Bewertung basiert auf
Literaturdaten fir eine alkalisch-katalysierte Biodieselproduktion nach (West, Posarac, &
Ellis, 2008). Es werden zunachst die Literaturdaten fir einen Basisfall angepasst. Dazu
werden 7920 Betriebsstunden pro Jahr mit einer Kapazitat von 7941 t Fettsduremethylester
(FAME) (aus Literautr) pro Jahr und Sonnenblumendl als Rohstoff (in Literatur
Speisedlabfélle) angenommen. Es wird eine Anpassung der Preise fur Investitionen und
Betriebsstoffe vorgenommen. Zur Abschéatzung der investitionsabhéngigen Kosten werden
die Faktoren aus Tabelle 85 herangezogen und dieselben Preise fur Energie wie fur die
Ubrigen Prozessbewertungen verwendet. Die investitionsabhéngigen Kosten belaufen sich
auf 514 k€ pro Jahr (Investition 2,56 Mio. €), betriebsmittelverbrauchsabhangige Kosten auf
2037 k€ pro Jahr (7794 t/a Sonnenblumendl, 916 t/a Methanol, 79 t/a NaOH, 1166 t/a
Katalysator, Energie), Personalkosten (8 Angestellte a 100.000 €/a) auf 880 kg€,
Overheadkosten auf 146 k€ pro Jahr und sonstige Kosten auf 176 k€ pro Jahr. Es ergeben
sich Herstellkosten von 0,45 € pro kg Produkte (FAME und Glycerin) bei einem Preis fir
Sonnenblumendl von 131 €/t (Preis fur Speisedlabfalle angepasst aus (West, Posarac, &
Ellis, 2008)). Wird eine Massenallokation der Produkte vorgenommen, ergeben sich 0,41 €
pro kg Sonnenblumen-FAME und 0,04 € pro kg Glycerin. Bei einer angenommenen Marge
von 20 % ergeben sich Preise fur Sonnenblumen-FAME von 0,52 €/kg und fur Glycerin
0,05 €/kg.

Fur die Berechnung der Preise der FAME aus Drachenkopf, Krambe, Koriander und
Erucaraps wird von einer gleichbleibenden Kapazitdt von 7941 t FAME pro Jahr
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ausgegangen. Da sich die Fettsdurezusammensetzungen der Ole stark unterscheiden,
werden zunachst die mittleren Molmassen der Ole, ihrer Fettsauren und ihrer Methylester
berechnet. Bei Gleichbleibendem Masse-Output an FAME andert sich der Ol-Masseinput
und Glycerin-Output, da z.B. bei einer eher kirzerkettigen Fettsdaurezusammensetzung mehr
Triglyceride notwendig sind um die Kapazitat an FAME zu erreichen und gleichzeitig mehr
Glycerin erhalten wird. Es wird angenommen, dass 10 % des Ols nicht umgesetzt werden.
Die Betriebsmittelbedarfe und die Investitionen werden linear (Betriebsstoffe) oder mit einer
GroRendegression (Energie, Investitionen) (Potenz 0,8 bzw. 0,7) bezogen auf den Basisfall
angepasst. Die Herstellkosten werden massenalloziiert. Zur Berechnung der FAME-Preise
wird eine Marge von 20 % auf die Herstellkosten angenommen. Es wird aul3erdem
angenommen, dass Fettsauren dieselben Preise wie FAME besitzen. Tabelle 97 listet die
Olinputs und FAME- und Glycerin-Outputs auf sowie Olpreise, FAME-Herstellkosten und
FAME-Preise.

Tabelle 97: In- und Outputs der Umesterung, Olpreise, Herstellkosten und Preise fiir FAME.

Basisfall Literatur | Drachen- . Koriander- | Erucaraps-
. Krambedl

Sonnenblumendl kopfol ol ol
Olinput [t/a] 7873 8631 8661 7905 8654
FAME-Output [t/a] 7941 7941 7941 7941 7941
Glycerin-Output 821 1072 695 828 704
[t/a]
Olpreise [€/kg] 1,30 1,37 2,60 2,44 0,69
Herstellkosten
FAME [€/kg] 0,40 1,44 1,62 2,67 0,95
Preise FAME
€/kg] 0,48 1,73 1,94 3,20 1,14

3.6.1.7 Rohstoffalternativen und Sensitivitatsbetrachtung

In den betrachteten Prozessen nehmen die Rohstoffkosten den groRten Anteil der
Herstellkosten, v.a. fur Ole, Olsduren und Methylester, ein (vgl. Kapitel 3.6.1.1 bis 3.6.1.6).
Daher werden die Herstellkosten auf die Rohstoffalternativen aus Drachenkopfdl, Krambedl,
Korianderél und Erucarapsol hin in einer vollstandigen Enumeration untersucht. Fir jedes
Verfahren werden jeweils die Investitionen und Betriebsmittelbedarfe angepasst und die
Herstellkosten berechnet. In Tabelle 98 werden die Herstellkosten der Verfahren fir den
Basisfall und bei Einsatz der Rohstoffalternativen aufgelistet. Wie in Tabelle 98 ersichtlich ist,
verringert der Einsatz von Erucarapsdl deutlich die Herstellkosten, bis zu 25 %. Da sich
durch den Einsatz von Erucarapsdl ein deutlicher 6konomischer Vorteil ergibt und bislang
keine wesentlichen stofflichen Vorteile fur die Verwendung anderer Rohstoffe ergeben haben
(vgl. Kapitel 3.8), wird die Verfahrensalternative mit Erucarapsrohstoffen fir alle weiteren
Betrachtungen herangezogen.
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Tabelle 98: Herstellkosten bei Verwendung von Rohstoffalternativen aus verschiedenen
Olsaaten, fett markiert: die glnstigsten Herstellkosten mit Rohstoffalternative (Rohstoffe aus
Erucarapsol).

Basisfall Drachen- Krambe- Koriander- | Eruca-
(Basisrohstoff) kopfol ol ol rapsél
Epoxidierung (Ol1)
HK [€/kg] 2,89 2,89 2,97 4,05 2,28
DCA-Fermentation | (Ols&ure)
HK [€/kg] 6,62 7,44 8,23 11,45 6,12
Metathese
HK [€/kg] (fir beide | (Olsauremethylester)
Produkte) 3,81 3,54 3,73 4,80 2,80

Neben den Rohstoffalternativen wurden weitere Sensitivitatsanalysen fiir die jeweils zwei bis
drei einflussreichsten Kostenanteile der Herstellkosten durchgefihrt. Es werden
Parametervariationen fir die Kapazitdt der Anlage, Rohstoffpreise und ggf. Enzympreise
untersucht Abbildung 167. Die Kapazitit beeinflusst die Investition®™ und somit
investitionsabhangige  Kosten, die Rohstoffe und Betriebsstoffe (linear), die
Energiebedarfe’®, den Personalbedarf™’, Overheadkosten und sonstige Kosten. Eine
Erh6hung der Kapazitat um 20 % reduziert die Herstellkosten der betrachteten Verfahren um
10-16 %. Eine Verringerung der Kapazitadt um 20 % steigert die Herstellkosten um 14-23 %.
Bei der enzymatischen Epoxidierung, DCA-Fermentation und Metathese beeinflusst eine
Preisdnderung der Rapsolrohstoffe um + 20 % die Herstellkosten um 6 bis 10 %.

155 Annahme: Investitioneu=Investitionsasis*(Kapazitétne/Kapazitatzasis)

Annahme: Energiebedarfneu:EnergiebedarfBasis*(Kapazit'aitneu/Kapazitéltgasis)o’8
Annahme: PersonalbedarfneuzPersonalbedarfBasiS*(Kapazitatneu/Kapazitéitgasis)o’8

156

157

257



Epoxidierung DCA-Fermentation
290€ - 10.00€
I 4 .
2.70€ | Kapazitit » 900€ N —B— Kaparitit
S 2.50€ ] v \ .
‘: | —— ENZYyMpreis ': 8.00 € =@ Rapsodlsauren-
82306 | o g \ preis
| —0—Rapsolpreis 2 700¢€
= 2.10¢€ = —&— Ausbeute
T —4— Investition o
2 2 6.00€
5 1.90€ E —i— Investition
T
170€ | 5.00¢€
1.50€ T T T T | 4.00€ T T T T 1
50% 70% 90% 110% 130% 150% 50% 70% 90% 110% 130%  150%
Parametervariation Parametervariation
Metathese Aminierung Glycerin
3.60€ 3.10€
» |
® 340¢€ —i—Kapazitat ) 2.90€ i
< 3.20¢€ = -
) Wy 90€ ~—Kapazitit
S 3.00€ —8-—Raps-FAME- 5 N ‘
- i % ===DMA-Preis
8 2.80€ | Preis §250¢ ‘
% 260€ | —&—Investition 5 —o—Glycerin-Preis
g 2 4 % 2.30€
E 240€ g =—#—Investition
2.10€
220¢€
200¢€ T T T T | 1.90€
50% 70% 90% 110% 130% 150% 50% 70% 90% 110% 130% 150%
Parametervariation Parametervariation

Abbildung 167: Sensitivitat der Herstellkosten bei Parametervariation der Kapazitaten und
Rohstoffpreise der betrachteten Prozesse (Rohstoffe aus Rapsol).

3.6.1.8 Zusammenfassung

Fur die 6konomische Bewertung wurden auf Grundlager der Stoff- und Energiestréme flr die
Prozesse enzymatische Epoxidierung, Dicarbonsaure-Fermentierung, Metathese und
Aminierung von Glycerin Investitionen fir die Anlagen und die Herstellkosten ermittelt. Fir
die Prozesse Enzymproduktion und Umesterung der Ole wurden ebenfalls Herstellkosten
bzw. Preise fir die Produkte berechnet, die in die Kalkulationen der anderen Verfahren
eingehen. Die Herstellkosten fur die Produkte (Summe der Produkte bei Metathese) der
betrachteten Verfahren (mit Erucaraps als Rohstoff fir Epoxidierung, DCA-Fermentierung
und Metathese) werden in Tabelle 99 zusammengefasst. Wird eine Marge von 20 %
angenommen ergeben sich Preise von 2,73 € bis 6,57 € pro kg Produkt.

Tabelle 99: Herstellkosten und Preise (20 % Marge) der Produkte der Bioproduktion.

Verfahren Produkt(e) HK [€/kg] | Preis [€/kg]
Epoxidierung Epoxide der Triglyceride 2,28 2,73
DCA-Fermentation Dicarbonsauren 6,12 7,34
Metathese Dicarbonsauremethylester, Ene 2,80 3,36
Aminierung von Glycerin | DMA-Aceton 2,52 3,03

Die einflussreichste SchlisselgroRe auf die Herstellkosten der Produkte der Bioraffinerie sind
die Rohstoffkosten fir die Pflanzenéle und darauf basierend die Kosten fir Fettsauren/-
methylester. Die Preise der Ole liegen je nach Pflanze zwischen 0,69 und 2,60 € pro kg. Ein
weiterer wesentlicher Einflussfaktor auf die Herstellkosten ist die Kapazitdt der Anlagen
(siehe Kapitel 3.6.1.7).
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3.6.2 Okologische Bewertung der Prozesse

Fir die 6kologische Bewertung der Prozesse wird die gesamte Wertschopfungskette bis zum
Produkt (,sog. cradle-to-gate-Analyse®) betrachtet. Es werden die Stoff- und Energiestréme
des Anbaus der Olsaaten, des Transports zum Erfasser, der Trocknung der Olsaaten, des
Transports zur Olmiihle, der Kaltpressung der Ole, des Transports zur BioProduktion, ggf.
der Umesterung und des jeweiligen Prozesses erfasst. Die Stoff- und Energiestréme werden
mit Hilfe der Software Umberto modelliert und simuliert und sind mit LCI/LCIA-Daten der
Datenbank ecoinvent 2.2 hinterlegt. Ein Beispiel fur die Modellierung zeigt Abbildung 168,
die den schematischen Uberblick ber die Wertschopfungskette zeigt. Die Modellierung der
Einzelteilschritte  (Transitionen, dargestellt als ,blaue Kastchen®) verzweigt die
Wertschopfungskette weiter. Fir diese Arbeiten wird auf den Vorarbeiten aus Phase 1
aufgebaut, die den Anbau bis zum Ol bewertete. Die Modellierungen wurden aktualisiert, z.B.
fur Olausbeuten, Pflanzenschutzmittel und -mengen, Transporte, und erganzt um die
jeweiligen Prozesse. Im Vergleich zu Phase 1 wird eine Kaltpressung extern durchgefuhrt,
da die Daten der TLL dafir zur Verfligung gestellt wurden.
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Abbildung 168: Modellierung der Wertschdopfungskette mit Erfassung der Stoff- und
Energieflisse am Beispiel der DCA-Fermentierung, weitere Verzweigung schematisch
dargestellt fir den Anbau der Olsaaten.

Fur alle 6kologischen Prozessbewertungen wird Erucaraps als Rohstoff angenommen, da er
O0konomische Vorteile (vgl. Kapitel 3.6.1.7) und in den Vorbetrachtungen aus Phase 1 die
Okologisch vorteilhafteste Rohstoffalternative darstellt. Es werden 10 tkm Transport der
Olsaaten zum Erfasser (zur Trocknung), 150 tkm zur Olmihle und 100 tkm zur
BioProduktion angenommen. Es wird ferner angenommen, dass die Veresterung am
Produktionsstandort stattfindet (extern). Das Verhéltnis von Ol zu Presskuchen betragt
0,44/0,66. Es wird, im Gegensatz zu Phase 1 (6konomische Allokation), eine
Massenallokation fur die Bewertung der Produkte zur Berlcksichtigung von Nebenprodukten
(z.B. Presskuchen, Glycerin) vorgenommen.
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Zur Okologischen Wirkungsabschatzung werden die Midpoint-Kategorien Klimawandel,
Landnutzung Versauerung, Eutrophierung und abiotischer Ressourcenverbrauch
(Klassifizierung mit der Methode des Centrum voor Milieukunde, CML, Universitat Leiden)
untersucht.

Zunachst werden die Gesamtemissionen der Wertschopfungsketten berechnet (siehe
Abbildung 169). Bei der Wertschopfungskette der Aminierung von Glycerin gehen 73 % der
Treibhausgasemissionen auf den Anbau von Erucaraps zurick und 10 % auf die
Aminierung. Die Eutrophierung wird zu 49 % vom Anbau und zu 48 % von der Aminierung
verursacht. Der grofdte Anteil der Versauerung ist mit 83 % der Erucarapsanbau. Der
Landverbrauch wird zu 99,5 % durch den Anbau von Erucaraps hervorgerufen. Der
abiotische Ressourcenverbrauch wird zu 48 % vom Erucarapsanbau, zu 21 % von der
Veresterung und zu 18 % durch die Aminierung verursacht.

76 % der Treibhausgase, 86 % der Eutrophierung, 82 % der Versauerung und 98 % der
Landnutzung bei der DCA-Fermentierung-Wertschopfungskette werden durch den
Erucrapsanbau verursacht. Zur Erschépfung abiotischer Ressourcen tragen der Anbau zu 55
% und die Verseifung zu 24 % bei.

Bei der Epoxidierungs-Wertschopfungskette gehen 53 % der Treibhausgase auf den Eru-
carapsanbau zurtick, 40 % auf die Epoxidierung. Die Eutrophierung und Versauerung wird
ZU 72 bzw. 48 % vom Anbau und zu je 26 % von der Epoxidierung hervorgerufen. Die
Landnutzung geht zu 92 % auf den Anbau zurtick. Der abiotische Ressourcenverbrauch wird
zu 57 % von der Epoxidierung dominiert gefolgt vom Anbau (35 %).

Bei der Metathese-Wertschdpfungskette werden 49 % der Treibhausgase vom Eru-
carapsanbau emittiert, 39 % von der Metathese. Die Eutrophierung geht zu 87 % auf den
Anbau und zu 7 % auf die Metathese, die Versauerung zu 69 und 22 % respektive zurlick.
Die Flachennutzung wird zu 99 % durch den Anbau bedingt. Beim abiotischen
Ressourcenverbrauch gehen 52 % auf die Metathese, 28 % auf den Anbau und 12 % auf die
Veresterung zurlick.
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Klimawandel Eutrophierung Versauerung
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Abbildung 169: Wirkungsabschatzung der Wertschdopfungsketten; Anteile der einzelnen
Schritte der Wertschdpfungskette an den Emissionen in %.

AnschlieRend wird eine Massenallokation der Emissionen auf die Produkte und
Kuppelprodukte vorgenommen. Die Ergebnisse der Wirkungsabschatzung werden in
Abbildung 170 jeweils als Emissions-Aquivalente pro kg Produkt (ggf. fur Summe der
Produkte bei Metathese) dargestellt.
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Abbildung 170: Wirkungsabschatzung der Wertschopfungsketten mit den jeweiligen
Prozessen, Massenallokation (Angabe bezogen auf jeweilige(s) Produkt(e)), Emissions-
aquivalente pro kg Produkt.

Die Produkte der Bioproduktion verursachen 1,89 bis 2,48 kg CO,-Aquivalente pro kg
Produkt. Bei der Eutrophierung liegen die Emissionsaquivalente zwischen 0,002 und
0,0065 kg PO.-Aquivalente pro kg Produkt, auRer fir die Aminierung von Glycerin, die
aufgrund der Emissionsverteilung auf die Transitionen (49 % Anbau und 48 % Aminierung)
einen hoheren Wert von 0,034 kg PO,-Aquivalente pro kg Produkt besitzt. Die
Versauerungswerte liegen zwischen 0,006 und 0,013 kg SO,-Aquivalente pro kg Produkt, die
Landnutzung zwischen 1,3 und 5,7 m2a pro kg Produkt und der abiotische
Ressourcenverbrauch zwischen 0,013 und 0,0185 kg Antimon-Aquivalenten pro kg Produkt.

Als wichtigste SchlisselgroR3e, v.a. fur die Wirkungskategorien Klimawandel, Versauerung,
Eutrophierung und Landnutzung, lasst sich der Anbau der Olsaaten identifizieren. Durch eine
Erhdhung der Ertrage, z.B. durch Zuchterfolge, lieRen sich die spezifischen Emissionen pro
Mengeneinheit (z.B. kg) an Olsaaten reduzieren. In der Kategorie ,abiotischer Ressourcen-
verbrauch® tragen auch Hilfs- und Betriebsmittel, wie z.B. Chemikalien und Energiebedarf
der Veresterung und der Prozesse der Bioraffinerie, einen hohen Anteil bei.

3.6.3 Soziale Prozessbewertung
Vgl. Produktbewertung in Kapitel 3.8.4
3.6.4 Diskussion und Ausblick der Prozessbewertung

Die Prozessbewertung wurde zu einem frihen Stand der Entwicklung der einzelnen
Prozesse durchgefuhrt. Die fur die Bewertungen grundlegenden Massen- und
Energiebilanzen fur die angenommen groldtechnischen Kapazitaten stammen teilweise aus
Labor- und Demonstrationsversuchen, deren Ergebnisse hochskaliert wurden. Zum Tell
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lagen auch Berechnungen aus Prozesssimulationen (chem. Metathese, Fraunhofer ICT) vor.
Je nach Prozess konnten noch nicht alle Massen- und Energiestrome erfasst werden und
Stoffkreislaufe geschlossen werden. Beispielsweise missen im weiteren Entwicklungsverlauf
Abfall- und Abwasserstréme erfasst werden und geeignete Verwertungskonzepte erarbeitet
werden.

3.7 Produktherstellung und Charakterisierung (Taminco, Dracosa, Hobum,
Addinol)

Die Synthesebausteine wurden zur Herstellung verschiedener Produkte eingesetzt. Zur
Herstellung von Polymeren wurden neue Epoxid- und Hartersysteme untersucht und
beziuglich Stabilitdt, Aushartegeschwindigkeit, Stabilitdt etc. optimiert (3.7.1 und 3.7.3).
Amine wurden fir den Einsatz als Flockungshilfsmittel untersucht (3.7.6). Schmierstoffe
wurden enwickelt und anwendungstechnisch untersucht (0). Polyamine werden als
Bausteine fur die Herstellung von Tensiden verwendet (3.7.5).

3.7.1 Harze auf Basis von Pflanzendlepoxid-Derivaten (Dracosa)

Die hergestellten Epoxide wurden zu ihrer Charakterisierung generell auf folgende
analytische Daten hin untersucht: lodzahl, OH-Zahl, Epoxidzahl, Wassergehalt, Farbzahl,
Saurezahl, Viskositat bei 40 °C, pH-Wert, Dichte, Stockpunkt, IR Spektrum

Die Herstellung der Epoxide wurde bereits in Abschnitt 3.4.2 beschrieben.
3.7.1.1 Harter auf Basis von Fettsduremethylesterepoxiden

Neben den Untersuchungen zur Herstellung von Epoxiden auf Basis von Pflanzendélen und
Fettsauremethylestern war die Herstellung von neuen Hartersystemen fir diese Art von
Epoxiden von grof3er Bedeutung Diese Epoxide konnen in der Regel nicht durch
herkdbmmliche Harter zu Materialien ausgehartet werden, sondern durch ihre geringere
Reaktivitat der sekundéren Epoxidgruppen wurden neue Hartersysteme bendtigen, um neue
feste Materialien herstellen zu kénnen.

Die Basis fur neue Hartersysteme bildeten hierbei organische Sauren und ihre Anhydride.
Innerhalb dieses Projekts wurde versucht durch Kombination mit Epoxiden und
unterschiedlichen organischen S&auren und Saureanhydriden neue mdglichst fliissige Harter
zu generieren, die zumindest zum Teil aus nachwachsenden Rohstoffen respektive
Pflanzenolen bestehen.

Als mdogliche Kandidaten fir die Synthese standen insbesondere die unterschiedlichen
Fettsauremethylester zur Verfigung und als reaktive Partner z.B. Trimellitsdureanhydrid
(siehe Abbildung 171) oder Pyromellitsduredianhydrid (siehe Abbildung 172):
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Abbildung 171: Beispielhafte Syntheseroute von Olsduremethylesterepoxid und Trimellit-
saureanhydrid.

Die Untersuchungen der Synthesen der neuen Harter erfolgten in zwei unterschiedlichen
AnsatzgroRen. Einerseits wurden die Synthesen im Labormalstab durchgefiihrt und
zusatzlich im Technikumsmafstab, da sich im Verlauf der Untersuchungen herausgestellt
hatte, dass neben der Temperatur und der Reaktionsdauer auch die GroRe des Ansatzes
eine entscheidende Rolle fiir das Eigenschaftsprofil der Harter darstellt. Insbesondere die
nachtragliche Eindickung der Harter stellte bei gréReren Ansétzen ein Problem fur die
weitere Verarbeitbarkeit der Harter dar.

Tabelle 100 zeigt eine Auswahl an synthetisierten neuen Hartern unter Verwendung
unterschiedlicher Lésungsmittel:

Tabelle 100: Auswahl der Synthesen neuer Hartersysteme.

Probe | Epoxid [mol] | Sdureanhydrid [mol] | RZ [h] | L6sungsmittel
HOL1 1 RMeE 1 PMSDA 8 Aceton
HOL3 1RMeE 1 PMSDA 16 Aceton
HOL4 1 RMeE 1 PMSDA 20 Aceton
HOLS8 1/10 RMeE 1/20 PMSDA 10 Aceton
HOL14a 1/10 RMeE 1/12 PMSDA 10 Aceton
TMA1 1 RMeE 1 TMSA 20 Aceton
HOLS 1 SMeE 1 PMSDA 10 Aceton
HOL THF 1 RMeE 1 PMSDA 10 THF
HOLT9a | 8 kg RMeE 4,9 kg PMSDA 10 Aceton

Die Eignung der Harterkomponente wurde durch eine Umsetzung mit Leindlepoxid (1Z < 10)
Uberprift und dabei die Aushéartezeit und die Shore-Harte des neuen Materials als
Charakterisierungsgréf3en herangezogen.
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Tabelle 101: Shore-Héarten verschiedener Harter in Abhéngigkeit von der Zeit am Beispiel des
Harters HOL T21.

Tag | RT 65°C 130°C

1 elastisch | elastisch | elastisch
3 22 24 27

5 33 37 27

9 40 37 28

Es wurden weitere Untersuchungen vorgenommen, um die Eigenschaften der neuen
Materialien zu beeinflussen, insbesondere die Aushéartezeit zu verkirzen und die Harte der
Materialien zu erhéhen. Hierzu wurden wahrend der Reaktion verschiedene Alkohole wie
Pentaerythrit, Ethylenglycol, Polyethylenglycole und andere in unterschiedlichen Anteilen
hinzugegeben.

Die Vielzahl der Versuche, von denen oben nur ein kleiner Teil beispielhaft erwéhnt wurde,
ergab, dass die besten Ergebnisse in den ersten grundlegenden Experimenten mit
RapsoOlmethylesterepoxid und PMSDA erreicht wurden (siehe Abbildung 172). Die
Aushartezeit betrug ca. 10 bis 12 h bei Raumtemperatur, 15 bis 20 min bei 65 °C und 3 min
bei 135 °C. Die Harz/Hartersysteme zeigten eine deutliche Nachhartung bis zu 10 Tagen.

Abbildung 172: Reaktion von Pyromellitsduredianhydrid mit Olsauremethylesterepoxid.

Im weiteren Verlauf des Projekts wurden Untersuchungen zur Verbesserung der
Ausharteeigenschaften der Harter durchgefiihrt. Als variable Parameter wurden die
Reaktionsdauer, das Molverhaltnis von PMSDA zu RMeE und Reaktionsunterbrechungen
untersucht. Weiterhin wurden durch Additive die Eigenschaften modifiziert, um den Einfluss
auf insbesondere die Viskositat und Lagerstabilitat zu untersuchen und zu verbessern.
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Tabelle 102: Ausgewahlte Reaktionen zur Herstellung des neuen Harters.

Reaktion (Ruckfluss) Bemerkungen
Lfd. Nr.

Detail

analog HOLT 23

HOLT25| 10 h 6,75 h+3,25 h .
6 Wo stabil

analog HOLT 24

HOLT26| 15h 95+55h .
8 Wo stabil

HOLT27| 10h durchgéngig 6 Mo

HOLT28| 10 h durchgéngig Wdh. HOLT27, 3%/ 5% sowie 5 % OSA mit 0,5%Byk

HOLT29| 20 h 10+10 h 3% / 5% nOSA sowie 0,5% Byk 6 Mo stabil

HOLT30| 10h 6h + 4h mit WoE | 2 Mo stabil

HOLT31| 10h 7h + 3h 5% OSA +0,5%Byk
HOLT33| 10 h 7h +3h ca. 10-15 % Aceton bleibt im Ansatz-Langzeitvers.
HOLT34 | 14h 6,5h+7,5h mit 5% nOSA Langzeitbeob. 6 Mo stabil

HOLT35| 20h | 7h+7h+6h=>WoEe | min.5 Mo stabil

HOLT36 | 10h 7h+3h hohe Viskositat !!

HOLT55| 19h 9h + 8h + 2h Gute Aushértung min. 2 Mo stabil

Tabelle 102 zeigt, dass idealerweise eine langere Reaktionszeit fir eine langere Standzeit
glunstig war, da kirzere Reaktionszeiten zu Aushartungen des Harters fiihrten. Weiterhin
ergab sich aus den Versuchen, dass eine Vermischung mit einem S&ureanhydrid die
Lagerstabilitat des Harters deutlich erhdhte. Verschiedene Versuche zur Implementierung
eines Entschaumers zeigten, dass 0,5 % Byk 088 die Schaumbildung bei der Aushéartung
verhinderte. Andere Entschdumer beeinflussten entweder die Ausharte-geschwindigkeit
negativ, zeigten keine Wirkung bzw. beinhalteten L6sungsmittel, die in diesem
Zusammenhang nicht erwinscht waren.

Bei der Bewertung der Hartereigenschaften wurde in erster Linie die Shore-Harte in
Abhangigkeit der Zeit bestimmt. Generell liel3en sich folgende Werte bei der Aushartung von
Leindlepoxid mit dem neuen Harter erreichen:

Tabelle 103: Bewertung der Aushartung von Leindlepoxid mit dem neu entwickelten Harter.

KenngroRe Erreichbare Werte

Shore-Harte D 50 - 65

Biegezug 11-13 ungefiillt, gefiillt bis 18 N/mm?

E-Modul 512 - 570 MPa
Charpy Einstellbar 0,6 bis 1,6 k/m?
Bleistiftharte 4H

266



Die Materialien erwiesen sich als stabil gegentber Biodiesel, Wasser, Saure, Ethanol, quel-
len allerdings bei langerer Einwirkung von Aceton und THF. Aulerdem zeigten sich die
Materialien nicht stabil gegenuber starken Laugen.

Tabelle 104: Ausgewahlte Hartereaktionen der Harter HOLT 34 und 35.

HOLT34
Zeit RT
1Tag elastisch
5 Tage 42
10 Tage 52

HOLT35
Zeit RT
1 Tag elastisch
2 Tage 16
9 Tage 42

Um die Aushartegeschwindigkeit zu erhéhen und gleichzeitig eine erhdhte Alkalibestandig-
keit zu erreichen, wurden sowohl Hexafluorophosphat-Verbindungen als auch Trifluor-
methansulfonat-Verbindungen in Anteilen von 2 bzw. 0,005 % eingesetzt. Hierbei zeigte sich
bei qualitativen Versuchen eine erhdhte Aushartegeschwindigkeit.

3.7.1.2 Vergleich unterschiedlicher Harze auf Basis epoxidierter Pflanzenélderivate

Um eine Bewertung der Eignung der in Abschnitt 3.4.2.3 beschriebenen epoxidierten
Drachenkopf- und Holunderkernél-Verbindungen zu leisten, wurden diese beiden Epoxide
und zum Vergleich epoxidiertes Leindl im Verhaltnis 2:1 mit dem Harter HOL versetzt und die
Aushartezeiten und die Shore-Harte der Produkte untersucht (siehe Tabelle 105).

Tabelle 105: Auswahl der Testergebnisse zur Untersuchung verschiedener epoxidierter Ole
(Aushéartung bei 65 °C und 130 °C wurden 20 min bzw. 5 min durchgefihrt und die Proben
danach bei Raumtemperatur gelagert. Der Wert ABZ bezieht sich auf die Abbindezeit mit 2 %
eines kationischen Photoinitiators).

1z Viskositat | ABZ : Shore-
Charge EO Ritztest | FZ >
(gJod/100g) (cst) (sek.) Harte
40
Holunder
9,7 3,8 233 80 3H 2-3 49
HK2
50
52
Drachenkopf
11,0 2,1 391 90 3H 55
D113/114
54
) 54
Leinol
10,0 59 291 120 3H 1 55
Z235/236
55
Shore Harte nach 5 Tagen Shore Harte nach 6 Wochen
60 80
50 70
60
40 ORT 50 BRT
30 | m65 40 65
20 1 0130 30 0130
10 L 20 A
10 +
0 i i 0 . :
HK DK LO HK DK Lo

Abbildung 173: Shore-Harte nach 5 Tagen und 6 Wochen Aushartung.
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Die Ergebnisse aus diesen Tests (siehe Tabelle 105 und Abbildung 173) und der Vergleich
mit dem Benchmark epoxidiertes Leindl zeigten, dass sowohl epoxidiertes Drachenkopfdl als
auch epoxidiertes Holunderkerndl gut als Ausgangsverbindungen fir neue Materialien
fungieren kdnnen. Das Produkt aus dem Holunderkern6l fallt in seiner Performance nur leicht
gegeniuber dem epoxidierten Drachenkopfdl ab.

Vom Fraunhofer IGB wurden der Dracosa AG unterschiedliche Muster von epoxidierten Olen
aus der biochemischen Epoxidierung zur Verfigung gestellt. Diese wurden einerseits auf
ihre Kennzahlen (1Z, SZ, Wassergehalt) hin untersucht, gleichzeitig wurde von der Dracosa
AG das entsprechende auf Drachenkopfdl basierende Produktgemisch auf seine Reaktivitat
hin untersucht. Sowohl die Aushartung mittels UV-Licht (nach Zugabe von 2 % kationischem
Photoinitiator), als auch die Reaktion mit dem Harter HOLT ergaben Ergebnisse, die mit den
chemisch erzeugten Drachenkopfepoxiden vergleichbar sind.

Es konnte gezeigt werden, dass auf epoxidiertem Rapsdlmethylester basierende Harter ge-
eignet sind, um epoxidierte Pflanzendle zu Duroplasten auszuharten. Dabei sind die
Aushartegeschwindigkeit und die Festigkeit noch nicht vollstédndig ausreichend fur viele
Anwendungen, in diesem Bereich muss die Performance noch verbessert werden. Sowohl
epoxidiertes Drachenkopfdl, als auch mit kleinen Abstrichen epoxidiertes Holunderkernél
eigenen sich zur Herstellung von Duroplasten, die ein vergleichbares Eigenschaftsprofil wie
epoxidiertes Leindl besitzen.

Stabilitatstests

Um die Stabilitdét der Produkte aus den neuen Hartern mit epoxidiertem Drachenkopfol
genauer zu bestimmen, wurden Reihenuntersuchungen mit verschiedenen Proben und
unterschiedlichen Losungsmitteln, bzw. Medien durchgefihrt (siehe Tabelle 106 ). Es
wurden verschiedene Proben hergestellt, die nachfolgend mit V1, V2 und V3 bezeichnet
werden.

Die Untersuchungen zeigten eine sehr gute Stabilitdt gegenlber unpolaren Losungsmitteln
(Diesel, Biodiesel, Heptan), Wasser und Sauren. Dagegen zeigten sich Zerstérungen in
Benzin E5, Ethanol, Ethylacetat und Benzin E10. Weitere Untersuchungen zeigten
aul3erdem eine Auflésung der Proben in starken Basen.

268



Tabelle 106: Stabilitaét der Proben gegeniber unterschiedlichen Lésemitteln nach 1 Monat
Lagerung.

Losungsmittel Proben

V1 V2 V3 o. Fillstoff
Ethanol nicht stabil nicht stabil gerissen
Biodiesel stabil stabil
Benzin E5 leicht gerissen leicht gerissen Zersetzung
Diesel (schw. Kann.) stabil stabil stabil
Heptan stabil stabil stabil
Ethylacetat Zersetzung Zersetzung Zersetzung
Wasser stabil stabil stabil
n/10 HCL stabil stabil stabil
Benzin E10 Zersetzung Zersetzung Zersetzung
Shore-Harte
Ethanol 30-35 35 10
Biodiesel 50 50 45-50
Benzin E5 30-35 30
Diesel (schw. Kann.) 55-60 55-60 45-50
Heptan 55 55 45-50
Ethylacetat 25-30 25-30 aufgeltst
Wasser 50 45-50 40
n/10 HCL 50 45-50 45
Benzin E10 25-30 25-30 aufgelost
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Modifikation der neuen Harter

Innerhalb des Projektes wurden neue Harter auf Basis von nachwachsenden Rohstoffen fur
die Hartung von epoxidierten Pflanzentlen entwickelt. Die daraus herstellbaren neuen
Materialien zeigten gute Eigenschaften. Allerdings gab es in der Anwendung limitierende
Faktoren. Hier ist vor allem die fehlende Alkalibestandigkeit zu nennen, weiterhin war eine
erhbhte Aushartegeschwindigkeit und eine hohere Endhéarte, sowie eine bessere
Besténdigkeit gegentber Losungsmitteln wiinschenswert.

Zur Verbesserung der Performance der neuen Harter wurden verschieden generelle
Richtungen eingeschlagen:

a) Zugabe von sehr starken (HBF,, Trifluormethansulfonséure, Methansulfonsaure)
oder langkettigen organischen Sauren in katalytischen Mengen

b) Zugabe von Metalltriflaten als Katalysatoren

c) Zugabe von Hexafluororantimonaten und Hexafluorophosphaten als
Katalysatoren

d) Zugabe von Aminen

e) Aushartung ohne Harter, nur durch Zugabe von Metaltriflaten

Zusatzlich wurden Untersuchungen vorgenommen Uber die Eignung von unterschiedlichen
nicht flichtigen Losungsmitteln, die die neuen Katalysatoren Idsen und so die Moglichkeit der
Vermischung mit den epoxidierten Pflanzenélen erlauben.

Wurden bei der Umsetzung geeignete Materialien erzeugt, wurden die Aushartezeiten bei
Raumtemperatur und 60 °C bestimmt, sowie die Shore-Harte. Einige Proben wurden auf ihre
Bestandigkeit gegenuber verschiedenen Losungsmitteln, S&uren und Laugen untersucht.

Im Folgenden werden ausgewahlte Beispiele fir den Einsatz neuer Katalysatoren und
Hilfsstoffe zur Verbesserung der Performance der neuen Harter zusammengefasst:

Versuche mit Aminen

Versuche durch die Unterstitzung von Metaltriflatverbindungen Amine fur ring6ffnende
Reaktionen einzusetzen, schlugen fehl. Die Reaktionszeiten waren viel zu lang, z. T.
mehrere Tage und die erreichten Harten der Materialien waren bei weitem nicht ausreichend.
Zudem wiesen die Proben, die auf ihre Stabilitdét gegenliber Basen getestet wurden, keine
ausreichende Alkaliresistenz auf.

Versuche mit HBF, und Fullstoff

Versuche HBF, fur die Beschleunigung einzusetzen, zeigten schnelle Aushartezeiten,
allerdings waren die untersuchten Proben nicht alkaliresistent. Weiterhin traten Probleme
auf, wenn die AnsatzgrofRen im Kilobereich angesiedelt waren. In diesen Fallen war die
exotherme Energie der Reaktion so grol3, dass die Reaktionen unkontrolliert abliefen und die
Materialien ,verbrannten®.
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Versuche mit HBF, und unterschiedlichen nicht fliichtigen Lésungsmitteln

Beim Einsatz von HBF, ohne die Verwendung zusatzlicher Fllistoffe fihrten schon kleine
Einsatzmengen zu unkontrollierten Reaktionen und keinen geeigneten Materialien.

Versuche mit Lutropur MSA 100 (Methansulfonsaure)

Der Einsatz von Methansulfonsaure fihrte wie auch der Einsatz von HBF, zu
unkontrollierbaren Reaktionen

Versuche mit TFMS (Trifluormethansulfonsaure)

Zahlreiche Versuche des Einsatzes von TFMS zeigten, dass lediglich der Einsatz in
Kombination mit Metaltriflaten zu geeigneten Materialien fihrt. Bei einem direkten Einsatz
der TFMS mit z.B. dem Harter HOL, oder verschiedenen Ldsemitteln konnten keine
kontrollierbaren Reaktionen durchgefihrt werden. Die Versuche der TFMS in Kombination
mit Mg/Zn-Triflat zeigt eine schnelle Aushartung mit z.T. guten Harten der Materialien.

Versuche mit Olsaure und ,super sauren“ Salzen

Versuche Olséaure in Kombination mit Triflaten oder Hexafluororphosphatsalzen als Harter
einzusetzen zeigten entweder zu lange Aushértezeiten, oder / und zu geringe Shore-Harten
der Produkte. Die Olsaure scheint als Weichmacher in den Systemen zu fungieren und ist
aufgrund ihrer schwach sauren Eigenschaften nicht in der Lage die Reaktionen zu
beschleunigen.

Stabilitatstests gegeniber KOH-L6sung und gegentiber Losemitteln

Samtlich in der oben beschrieben Proben zeigten keine ausreichende Alkalistabilitat, nach
max. 10 Tagen zeigten sich jeweils Auflosungserscheinungen. Eine Ausnahme zeigte die
Probe: EP mit Zn-Triflat und Mg-Triflat, die auch nach 4 Wochen Lagerung in KOH-L&sung
noch vollstandig stabil war.

Tabelle 107: Stabilitatstests von ausgewéhlten Materialien, die mit Metaltriflaten gehéartet
wurden.

Rezeptur/ Ausgangs- | Kontroll- Gewichtin g Bemerkungen
Gewicht in
Kennzeichnung g Datum
5,38 | 05.03.2012 5,38 Probe am 27.02.2012 fest

10d 5,38 Probe 6 Std. bei 70 Grad in TS

! 30d 5,35 wird braun, danach in KOH
90d 5,32 nach 15 Wochen noch fest

16,87 03.04.2012 16,87 gut

2 14d 16,87 gut

90d 16,87 nach 12 Wochen noch fest

Tabelle 107 zeigt eine sehr gute Alkalistabilitat der mit Metaltriflaten geharteten Epoxide.
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Tabelle 108: Stabilitat gegentber Losungsmitteln.

Lésungsmittel

MH39/0,2 MH39/0,1 MH55/0,1 CaTriflat ZnTriflat
Bestandigkeit

leicht leicht leicht
Ethanol gerissen gerissen gerissen gerissen gerissen
Biodiesel stabil stabil stabil
Benzin E5
Diesel (schw.
Kann.) stabil stabil stabil stabil stabil
Heptan stabil stabil stabil stabil stabil
Ethylacetat Zersetzung Zersetzung Zersetzung Zersetzung | Zersetzung
Wasser stabil stabil stabil stabil stabil
n/10 HCL stabil stabil stabil stabil stabil
Benzin E10 Zersetzung Zersetzung Zersetzung Zersetzung | Zersetzung
Shore-Harte
Ethanol 40 35-40 40 10 15
Biodiesel 45-50 50 50 30-35 35-40
Benzin E5 30-35 35-40 25-30 10 15
Diesel (schw. Kann, 45-50 55 55 40 40-45
Heptan 50 50-55 50 35-40 40
Ethylacetat 25 25-30 25-30 10 10
Wasser 45 45-50 50 30 35-40
n/10 HCL 45 45-50 45-50 30 30
Benzin E10 25 30 25-30 5 5

Die Untersuchungen (siehe Tabelle 108) =zeigen, wie auch die reinen Harz/Harter
Materialien, eine sehr gute Stabilitdt gegentber unpolaren Loésungsmitteln (Diesel, Biodiesel,
Heptan), Wasser und S&uren, dagegen zeigten sich Zerstérungen in Benzin E5, Ethanol,
Ethylacetat und Benzin E10.

Um die entsprechenden Metaltriflate in das Epoxid einzubringen, wurden verschiedene
Losemittel eingesetzt. Als bedingt geeignet wurde Butyrolacton gefunden, welches im
Polymer stabil verbleibt und die Aush&rtegeschwindigkeit sowie die Endhérte nur bedingt
herabsetzt. Allerdings wurde festgestellt, dass das Material zwar ausgehartet werden konnte,
die Oberflache aber klebrig blieb, was nur durch Abdeckung der Proben verhindert werden
konnte. Es findet also in einer noch nicht naher spezifizierten Form eine
Reaktionsinhibierung an der Luft statt.
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Es konnte gezeigt werden, dass auf epoxidiertem Rapsolmethylester basierende Harter
geeignet sind, um epoxidierte Pflanzentle zu Duroplasten auszuharten. Die Ergebnisse der
ersten Projektphase konnten verbessert werden durch eine Erh6hung des Anteils an PMSDA
unter gleichzeitiger Verbesserung der Herstellungsékonomie. Durch den Einsatz von
Metaltriflaten konnte die Performance der neuen Materialien verbessert werden, hier ist aber
in der zweiten Forderphase noch deutliches Verbesserungspotential. Die neuen Materialien
basierend auf epoxidiertem Pflanzendl und den neuen Hartern zeigen hervorragende
Stabilitéat gegentber Wasser, Sauren und unpolaren Lésemitteln.

3.7.2 Hydrophobierungsmittel (Dracosa)

Innerhalb des Projekts sollten die hydrophoben Eigenschaften von ausgeharteten Epoxiden
und damit ihre Eignung als Hydrophobierungsmittel untersucht werden. Dabei wurden
Proben betrachtet, denen generell zwei unterschiedliche Aushartemechanismen zugrunde
liegen:

1. Aushéartung von Pflanzendlepoxiden mittels UV-Licht nach Zugabe eines
entsprechenden Photoinitiators

2. Aushartung der Pflanzendlepoxide mittels der in Abschnitt 3.7.1 beschriebenen
neuen Hartersysteme

Einsatz von Octadecendicarbonsaure

Im Rahmen der Untersuchungen zu den hydrophoben Eigenschaften sollte untersucht
werden, in wie weit der Einsatz von Octadecendicarbonsaure, die auf biochemischem Weg
durch das Fraunhofer IGB hergestellt wurden und der Dracosa AG zur Verfigung gestellt
wurden, zu einer Verbesserung der hydrophoben Eigenschaften von UV-geharteten
Schichten beitragen kann.

Hierzu wurde von der Dracosa AG die Octadecendicarbonséure mit Leinélepoxid umgesetzt
und das Produkt mit Hilfe eines kationischen Photoinitiators eine Beschichtung erzeugt.

Zum Vergleich wurden Schichten von reinem Leindlepoxid und Leindlepoxid, modifiziert mit
Oxalsaure, hergestellt und Kontaktwinkelmessungen durchgefuhrt. Die Kontaktwinkel-
messungen erfolgten durch das Fraunhofer IGB.

Die Untersuchungen zeigten nur einen geringen bis keinen Einfluss der Octadecen-
dicarbonsaure auf die hydrophoben Eigenschaften der Schicht.

Hydrophobe Eigenschaften von Zweikomponentensystemen

Die hydrophoben Eigenschaften der neuen Harter wurden anhand beschichteter Betonsteine
beurteilt, die in ein Wasserbad gehangt wurden, um die Haftung am Beton zu Uberprifen
(siehe Abbildung 174).
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Abbildung 174: Beschichteter Betonklotz, nach ca. 3 Monatiger Lagerung im Wasserbad.

Die Lagerung im Wasser am eigenen Gewicht zeigt deutlich die Stabilitat der Schicht
gegeniber Wasser.

Die Charakterisierung der hydrophoben Eigenschaften erfolgte am Fraunhofer IGB durch
Bestimmung des Kontaktwinkels mit Wasser und Vorrickbedingungen, was der
Erstbenetzung der Oberflache entspricht, und unter Rickzugsbedingungen, was Auskunft
Uber das Entnetzungsverhalten gibt. Jede Probe wurde an drei Messstellen untersucht.
Darlber hinaus wurde die freie Oberflachenenergie (OFE) der Harze bestimmt. Durch
Kontaktwinkelanalysen mit weiteren definierten Flissigkeiten, Ethylenglykol und
Diiodomethan, und einer Auswertung der Daten nach dem theoretischen Modell von Wu
wurden diese Werte fur jede Probe berechnet. Die Messungen erfolgten mit dem
Kontaktwinkelmesssystem OCA40 der Firma DataPhysics Instruments bei 22 °C. Die
Berechnung der OFE nach Wu erfolgte aus den Vorriickrandwinkeln der Messungen. Das
Modell nach Wu bertcksichtigt die Beitrdge von polaren und dispersiven Beitrdgen zur
gesamten freien Oberflachenenergie.

Die drei Proben zeigen im Rahmen der Standardabweichung identische Werte fir die
Kontaktwinkel mit Wasser und den Gesamtwert der freien Oberflaichenenergien. Die
Standardabweichungen sind sehr gering, was fir eine homogene Oberflache spricht. Die
Kontaktwinkelhysterese mit Wasser, die sich aus der Differenz von Vorriick- und
Ruckzugkontaktwinkel ergibt, betrdgt 10-15°. Durch den Kontakt mit Wasser finden also
Umorganisationen an der Harzoberflache statt, z.B. durch Einlagerung von Wasser-
molekdilen in die obersten Atomlagen. Die OFE enthélt fir alle Proben polare Beitréage, wobei
diese bei der Probe #3 etwas geringer ausfallen als bei den beiden anderen Proben. Im
Vergleich zu Paraffin-Wachsen (ca. 31 mN/m), Polypropylen (ca. 30 mN/m), Silikon (ca.
25 mN/m) und Polytetrafluorethylen (ca. 20 mN/m) sind die OFE der Proben geringer.
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Tabelle 109: Ergebnisse der Untersuchung der hydrophoben Eigenschaften von drei UV
ausgehéarteten Harzen.

#1 83,4+0,4 69,4+0,7 39,7+0,5 33,2+0,5 6,5+0,2
#2 83,2+0,4 70,2+1,3 40,2+0,6 32,9+0,5 7,3+0,2
#3 83,7+1,1 67,8+1,9 39,0+0,3 36,8+0,2 2,2+0,2

Fur die Anwendung als Hydrophobierungsmittel bzw. wasserabweisender Beschichtungen
wurden insbesondere Duroplaste untersucht, die durch die Reaktion von epoxidierten Olen
mit den neuen Hartern in einer 2-komponentigen Umsetzung erzeugt wurden.

Tabelle 110: Als Beispiele eine Farbbeschichtung auf Metal/Farbe.

14.06.10

EP

Holt 27 5%
Sunfast blue
Baryt F

Gut zu verarbeiten, Farbe etwas dunkel
15.06. fest, leicht klebrig

16.06. klebfrei

Probekdrper gegossen,

Glas, Holz, Metall gestrichen,

Probe auf Koérper aus Heb 2 bzw. Riz.-
EP/EP/2%PI

Abbildung 175: Wasserabweisende Farbbeschichtung (stabil nach 9 Monaten).

Wasserabweisende Ful3bodenbeschichtungen kénnen z.B. durch Kombination folgender
Komponenten erzeugt werden:

e Drachenkopfepoxid

e HOL (Harter)
e Sandfraktion
e Barytmehl F

o TIOZ
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Abbildung 176: Wasserabweisende FuRRbodenbeschichtung.

Zusatzlich zu den bisher beschrieben Systemen zur Hydrophobierung von Oberflachen
wurde untersucht, inwieweit epoxidierte Pflanzendle, epoxidierte Pflanzendlmethylester und
die reinen Methylester als in situ Hydrophobisierungsmittel fiur die Herstellung von
hydrophoben Zement bzw. Beton geeignet sind.

Um eine geeignete Anwendung zu gewahrleisten, missen die entsprechenden
Verbindungen in Wasser suspendiert werden und eine stabile Suspension bilden. In der
Folge kann die Suspension direkt dem Anmachwasser bei der Herstellung des Betons
hinzugegeben werden.

Voraussetzungen fir eine Eignung als Hydrophobierungsmittel sind:

a) Hydrophobe Wirksamkeit bei der Anwendung

b) Keine negativen Auswirkungen bei der Aushartung des Betons

c) Keine Verschlechterung der mechanischen Eigenschaften

d) Kein nachtragliches auswaschen der hydrophobierenden Substanz

Dazu wurden Testreihen mit verschiedenen Emulgatoren in unterschiedlichen
Konzentrationen zur Emulsionsbildung von insbesondere Rapsélimethylester und
Rapsdlmethylesterepoxid durchgefihrt.

Herstellung langzeitstabiler Emulsionen

Langzeitstabile Emulsionen fiir einen mdglichen Einsatz als Hydrophobierungsmittel wurden
durch den Einsatz von einem speziellen Emulgator erfolgreich erzeugt.
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Herstellung von Betonmusterplatten:
Platte

250 g Mortel in 25 ml Wasser verrihrt, in Form gegossen, mehrere Tage antrocknen lassen
und dann ausgeschalt.

Platten noch 28 Tage vollstandig trocknen lassen

Tabelle 111: Herstellung von Testplatten fiir die Bestimmung der Hydrophoben Wirkung.

Platte 1  Wasser pur stabil
Platte 2 LUFA Emulgator + LUFA stabil
Platte 3 RMe RMe + Emulgator + Additv + H,O stabil
Platte 4 RMe-E RMe + RMe-E + Additiv + H,O stabil
Platte 5 LUFA LUFA + Emulgator + H,O stabil

Abkurzungen: LUFA: epoxidiertes Pflanzendlmethylesterderivat von Dracosa AG

3.7.3 Polymere auf Basis Pflanzentl-basierter Polyole aus Epoxiddlen
(Hobum)

Fur die Polymerherstellung wurden die in dem Projekt erstellten epoxidierten Ole oder deren
Derivate und die neuen Harter eingesetzt. Da die neu zu entwickelnden Harter z.T. aus den
oben genannten Griinden zunadchst noch nicht zur Verfigung standen, wurden neue
Polymere aus Derivaten der im Projekt epoxidierten Ole/Ester und Isocyanaten untersucht.

Epoxidierte Pflanzendle kénnen in einer Ringodffnungsreaktion auch in Polyole dberfiihrt
werden (siehe Abbildung 177). Hierbei entsteht aus einer Oxirangruppe ein vicinales Diol.
Gegenuber der urspriinglichen Oxiranfunktionalitat bedeutet dies eine Verdopplung der
funktionellen Gruppen, was fir eine hohe Vernetzungsdichte vorteilhaft ist.
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Abbildung 177: Synthese von Polyolen aus epoxidierten Pflanzendlen.

Die so erzeugten Polyole lassen sich in Ublicher Weise mit Isocyanaten zu Polyurethanen
vernetzen (siehe Abbildung 178).

Polyisocyanat
O
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Abbildung 178: Schema der Polyaddition von Pflanzendlpolyolen mit Isocyanat.
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Es konnte eine Vielzahl von neuen Polyolen hergestellt werden (Tabelle 112). Die
Spannbreite der Kennzahlen ermdglicht den Einsatz der Produkte in einem weiten Bereich
von Anwendungen wie zum Beispiel Coatings und Ful3bodenbeschichtungen. Auch
Composite mit unterschiedlichsten Fasermaterialien sind herstellbar. Wenn auch die Anzahl
der marktrelevanten Isocyanattypen beschrankt ist, so sind die Moglichkeiten auf Grund der
Vielzahl der Polyoltypen schier unendlich. Zur Anwendungspriifung werden die Polyole dann
entsprechend ihrer Eigenschaften, beispielsweise Funktionalitat, Viskositat oder
Molekulargewicht, entweder alleine oder in Abmischungen zusammen mit verschiedensten
Isocyanattypen unter Verwendung von Katalysatoren und Additiven zu Polyurethanen
vernetzt. Danach werden relevante Kennwerte ermittelt und bewertet.

Tabelle 112; Polyole auf Basis der epoxidierten Produkte.

Kennzahlen
LV

Sz V., mPars OHZ
13237 0,39 1820 69
13256 0,50 3370 414
13268 1,30 280 214
13334 0,62 43000 522
13339 1,35 1460 282
13376 0,36 9300 455
13396 0,23 1480 337
13397 0,42 13820 445
13500 0,57 58050 515

Im Folgenden sind einige Ergebnisse aus den

epoxidierten Pflanzendlen gezeigt.

Abbildung 179: Polyurethanplatten und Vergusssysteme.
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Abbildung 180: Polyurethanschdume: Die wahrscheinlich wichtigste Anwendung fur
Polyurethane sind Schaume (oben links Weichschaum, Mitte Hartintegralschaum und rechts
Isolationsschaum).

Abbildung 181: Hydrophobierung und Beschichtung von Steingut.

Man kann deutlich erkennen, dass ein Eignung, der aus den im Projekt erhaltenen
Materialien gegeben ist. Allerdings ist ein Vergleich der neuen Materialien mit den aus
bereits am Markt erhaltlichen Produkten aus ,Standard-Pflanzendlen ist noch nicht
abgeschlossen, da noch Ergebnisse aus Bemusterungen bei Kunden ausstehen.

Gegen Ende des Projektes war dann auch die Entwicklung des Hartersystems (Analogie zur
von Dracosa in der ersten Projektphase vorgestellten Polymerisationmethodik) so weit
fortgeschritten, das erste Vergleiche zu den Dracosaergebnissen angestellt werden konnten.
Weiterhin konnte geprift werden, ob die von Dracosa fir die zweite Projektphase
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vorgesehenen notwendigen Verbesserungen erreichbar sind oder nicht. Dies waren
Verbesserungen hinsichtlich Aushartegeschwindigkeit, Chemikalienbestandigkeit,
mechanischer Festigkeiten, Verarbeitungseigenschaften und Lagerfahigkeit. Die Aushartung
konnte verbessert werden. Jedoch ist das System fur Anwendungen bei Raumtemperatur
und darunter in einigen Fallen immer noch zu langsam, so dass hier weiterer
Entwicklungsbedarf besteht. Hinsichtlich der Chemikalienbestandigkeit wurden zun&chst
Prifmedien verwendet, die auch Dracosa geprift hatte, so dass ein Vergleich der
Ergebnisse maoglich ist.

Tabelle 113: Chemikalienbesténdigkeit eine Prufkdrpers gegen unterschiedliche Prifmedien.

Wasser bestandig bestandig bestandig

Benzin E10 kurzzeitig kurzzeitig kurzzeitig Ethanolanteil
Ethanol mittel mittel mittel besser als bei E10
Ethylacetat nicht kaum nicht schnelles Anlésen
Natronlauge (5%ig) nicht nicht nicht Verseifung

Abbildung 182: Bestandigkeit eines Prifkdrpers gegeniber Ethylacetat (links), Benzin E10
(mitte) und Wasser (rechts).

Die Bestandigkeiten (siehe Tabelle 113) gegen unpolare Medien wie Diesel, Fettsdureester
und andere sind im Allgemeinen sehr gut. Auch gegen Wasser erhalt man eine relativ gute
Bestandigkeit. Gegenuber Ethylacetat und andere Loésemittel ist die Besténdigkeit nicht
immer gegeben. Selbst gegen verdinnte Lauge ist die Widerstandskraft sehr gering, da das
Polymer ,verseift® wird. Die Gesamtheit der Bestandigkeiten konnte zwar geringflgig
verbessert werden, aber das System zeigt die Problematik aller Polyestersysteme. Polyester
unterliegen einer Hydrolyse, die durch Laugen stark beschleunigt wird. Auch die
Bestandigkeit gegentber Ldsemittel entspricht weitgehend der von petrochemischen
Polyestern. All dies liegt daran, dass das gewahlte Hartungssystem die epoxidierten
Pflanzensysteme chemisch gesehen zu einem Polyester vernetzt — daran lasst sich nichts
andern. Die zuvor untersuchten Polyurethansysteme zeigen in der Regel hohere
Bestandigkeiten. Jedoch muss man immer den Einsatzbereich abwégen. Es gibt fir jedes
dieser Systeme vorteilhafte Anwendungsbereiche, so dass es sinnvoll ist beide Systeme zur
Marktreife zu bringen.
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Auch die Verarbeitungseigenschaften und Lagerfahigkeit des Hobumsystems sind
vorteilhafter als beim System aus der ersten Projektphase. Die mechanischen Festigkeiten
konnen nicht verglichen werden, da keine Daten aus der ersten Phase vorliegen. Auf
Grundlage der verbesserten Verarbeitungseigenschaften ist aber auch hier vor einer
Verbesserung aus zu gehen.

Zum Abschluss wurden einige grundlegende Anwendungstests durchgefihrt.

Abbildung 184: Naturfaserverbundcomposit.

Die Systeme sind noch nicht abschlielend betrachtet, da einige Testergebnisse lange
Prifphasen bendtigen und einige Optimierungsarbeiten nicht Projektbestandteil waren.

Bislang konnten keine eindeutigen Vorteile der in Projekt untersuchten Pflanzendle im
Vergleich zu ,Standard-Pflanzendlen® identifiziert werden. Einzig das Drachenkopfdl zeigte
gewisse Tendenzen bezlglich einer Sonderstellung auf Grund seiner extrem hohen lodzahl.
Genaueres muss aber noch untersucht werden.

Bei entsprechenden Marktpreisen kénnten alternativ zu einigen ,Standard-Pflanzendlen®
auch Pflanzendle aus dem Projekt eingesetzt werden.

Die beiden Polymersysteme zeigen ihre Starken in verschiedenen Bereichen, so dass sie
sich erganzen.

282



3.7.4 Schmierstoffe (Addinol)

3.7.4.1 Schmierstoffester aus Senfdl - Vorstufen von DHW

Polyolester finden aufgrund ihres speziellen Eigenschaftsprofiles als Grundéle im
Schmierstoffbereich ein breites Anwendungsfeld. Als biologisch leicht abbaubar und
umweltfreundliches Basisol wird unter anderem auch TMPTO, ein Triester auf der Basis von
Trimethylolpropan (TMP) und Olsaure genutzt.

Im Rahmen des Projektes wurden drei Polyolester auf Basis von Senftlfettsdure im
Labormalstab hergestellt. Als Polyole wurden Trimethylolpropan (TMP), Neopentylglycol
(NPG) und das Pentaerythritol (PE) ausgewahlt. Die chemo-katalytische Veresterung der
destilliv gereinigten Senfolfettsaure mit dem Polyol erfolgte im Temperaturbereich von 180
bis 240 °C.

Der im DHW hergestellte, Senfdl-basierende TMP-Ester zeigt ein physiko-chemisches
Basisprofil, das qualitativ annéhernd einem marktiiblichen TMP-trioleat entspricht.

Um andere, potentielle Anwendungsfelder abdecken zu kdnnen, wurden weitere Polyolester
auf Basis von Senfdl-Fettsdure mit Neopentylglycol (NPG) und mit Pentaerythirtol (PE) im
Labor der DHW hergestellit.

Die Prufung der physiko-chemischen Eigenschaften zeigte, dass der NPG-Ester im Vergleich
zu dem TMP-Ester einer geringere Viskositat und der PE-Ester ein hohere Viskositat
aufweisen. Das Tieftemperaturverhalten der Ester liegt im mittleren Bereich und etwas hoher
gegenlber analoger Produkte im Markt. Alle drei Ester haben einen Flammpunkt von
oberhalb 290°C.

In Tabelle 114 sind die spezifischen Eigenschaften der Polyolester zusammengefasst:

Tabelle 114: Spezifische Eigenschaften verschiedener Polyolester auf Basis von Senfdl-
Fettsauren.

Seier Saurezahl Jodzahl Stockpunkt | Kinematische Viskositat
(mg KOH/g) | (g 12/100g) (°C) (mmzls) bei 40°C
TMP-triester 0,9 92,5 -26 56,2
NPG-diester 0,6 88,9 -29 31,0
PE-tetraester 0,7 98,4 -16 72,8

Erfordert eine Anwendung eine definierte Viskositatsprofil, so ist es auch maglich, tber
Mischungen der drei Polyolester, gezielt anwendungsspezifische Produkteigenschaften d.h.
z.B. einen Viskositatsbereich ISO VG 46 einzustellen.

Produktmuster der Senfél-basierenden Polyolester wurden dem Projektpartner Addinol
GmbH zur anwendungstechnischen Prifung Gbergeben.

Sollten diese Ester als Basisol in den Schmierstoffbereich Eingang finden, so sollte es auch
maoglich sein, hier andere Erucasaure-reiche Pflanzendle, wie Eruca-Raps oder Krambe, als
C22-Quelle alternativ zu nutzen.
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3.7.4.2

Schmierstoffe — Anwendung und Herstellung

Synthetische Schmierstoffe werden vorzugsweise bei den folgenden Bedingungen
eingesetzt:

1)
2)
3)

4)

5)

Extreme Temperaturen, bei denen Ublicherweise mit mineralélbasierenden
Produkten wegen deren Oxidationsanfalligkeit nicht gearbeitet werden kann.

Bei Anlagen, die mit hohen Belastungen gefahren werden, oder bei denen mit
Verunreinigungen gerechnet werden muss.

Bei haufig auftretenden Stillstdnden, die durch mechanische Probleme verursacht
werden.

Weiterhin bei Maschinenschaden, die beim Einsatz von Mineral6len zu erwarten
sind. Wenn mit hohen Energieverbrauch und starkem Verschlei, z. B. an Lagern
etc. gerechnet werden muss.

Bei schwer zugéanglichen Schmierstellen, die selten geschmiert werden, und
deshalb die Gewahrleistung einer konstanten Schmierung von grof3er Bedeutung
ist.

Im konkreten Fall fir Anwendungen bei extremen Temperaturen, beispielsweise zur
Schmierung von Ketten, die mit Temperaturen bis zu +280 °C beaufschlagt werden, bedeutet
es, dass vom BasisOl mindestens die folgenden Anforderungen erfillt werden:

beachtliche thermische Stabilitat
ausgezeichnetes Schmiervermdgen
gute Verdunstungsbestandigkeit

Als Ausgang fur die Untersuchungen diente ein Anforderungsprofil fir synthetische Basisole,
das in Tabelle 115 dargestellt ist und bei Schmierstoffen eingesetzt wird:
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Tabelle 115: Anforderungsprofil fur synthetische Basisdle, die bei Schmierstoffen eingesetzt
werden.

Kennwert Einheit | Anforderung | Bemerkung
Aussehen flissig, klar
Viskositat bei 40 °C mm?z/s 46; 220 vorzugsweise; eventuell auch Verdicker
Viskositatsindex > 100
Neutralisationszahl mg KOH/g <0,1 sehr wichtig
Hydroxylzahl mg KOH/g <10 z.B. fur Demulgiervermdgen
lodzahl gl/100g <90 besser: <5
Wasser mg/kg <500
Pourpoint °C max. - 20
Flammpunkt °C > 270
Schwermetallgehalt ma/kg <1
Filtrierbarkeit % bestanden | speziell fur Hydraulikol
Elastomervertraglichkeit bestanden | 1000 h; 80°C; NBR 1
Stahlkorrosion A bestanden |24 h bei 60°C; gegen dest. Wasser
Kupferkorrosion Korr.grad max. 2 3 h bei 100°C
trockener TOST, 95°C, Fe/Cu;
Oxidationsstabilitat h > 1000 Zeit bis zum Erreichen A NZ =2 mg KOH/g
Temperaturstabilitat bestanden |In-House-Test fir HT; 200°C; 24h

Pflanzendlepoxide als Basisdle
Pflanzendlepoxide wurden bei ADDINOL als Basiséle bisher nicht eingesetzt.

In der ersten Projektphase wurden die folgenden Produkte der Fa. Dracosa auf ihre Eignung
fur Schmierstoffformulierungen untersucht.

e epoxidiertes Senfdl (3 Modifikationen)

e epoxidiertes Leindl (3 Modifikationen)

e Epoxid aus Lein6l und Leindlmethylester

e Epoxid aus Senfélmethylester

e Crambemethylester

e epoxidiertes Leindl

e epoxidiertes Lackleindl

e epoxidiertes Drachenkopfdl (5 Modifikationen)

Von den durch Fa. Dracosa zur Verfliigung gestellten Mustern hat sich nur das Produkt
Dracowol EP 10 (epoxidiertes Lackleingdl) fur eine Verwendung als Basis6l fur Hoch-
temperaturanwendungen geeignet erwiesen. Bei einer Optimierung des Produktes sollte
allerdings der Flammpunkt und gegebenenfalls das Kélteverhalten (Pourpoint) verbessert
werden. Methylester sind wegen der relativ niedrigen Viskositaten und der hohen
Verdampfungsverluste fiir Hochtemperaturanwendungen nicht geeignet. Bei einigen
Produkten, z.B. beim epoxidierten Senfol wurden vergleichsweise gréf3ere Mengen an
stérenden Metallgehalten gefunden, die vermutlich aus der bei Dracosa angewandten
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Neutralisationsreaktion stammen. Die funf Modifikationen epoxidiertes Drachenkopfdl sind
wegen der vergleichsweise niedrigen Flammpunkte als Hochtemperaturschmierstoffe nicht
einsetzbar. Eine der beiden Leindlepoxide wurde als Basis fur Hochtemperatur-
untersuchungen herangezogen. Der relativ hohe Flammpunkt und die geringe Flichtigkeit
sind Ublicherweise ideale Voraussetzungen fir Hochtemperaturschmierstoffe. Den
Hochtemperaturtest hat das Leinélepoxid nicht bestanden. Der Zusatz von thermostabilen
Antioxidantien erbrachte ebenfalls keine Verbesserung gegeniiber den derzeit eingesetzten
handelsublichen Estern. Ublicherweise werden nach dem Hochtemperaturtest weiche
elastische Rickstande erhalten. Mit dem addivierten Leindlepoxid wurden harte und
verkrustete Ruckstédnde gebildet. Schmierstoffe, die zur Kettenschmierung im Hoch-
temperaturbereich verwendet werden, durfen keine harten Rickstande bilden, da sonst der
Verschleil3 an der Kette erhoht wird. Die Epoxide aus Senfdl und gereinigtem Senfél sind
Produkte, die nur unzureichende Kalteeigenschaften haben, d.h. diese Produkte sind bei
Raumtemperatur pastds bis fest. Bei Formulierungen mit Additiven zur Verbesserung des
Kalteverhaltens (Pourpointdepressatoren) konnten die Kalteeigenschaften nicht signifikant
verbessert werden. Diese Produkte wurden in die weiteren Betrachtungen nicht einbezogen.
Der urspringlich angedachte Einsatz von Drachenkopfélepoxid als Basistlvariante fir
biologisch abbaubare Getriebedle wurde aus den folgenden Griinden abgebrochen. Die
Oxidationsstabilitat ist auch nach Zusatz von Antioxidantien geringer. Es gibt eine gewisse
Tendenz zur Korrosivitat gegenlber Stahl. Weiterhin wurde eine Neigung zur
Schaumbildung beobachtet. Bei den Ublicherweise eingesetzten synthetischen Basisodlen,
z.B. Polyalphaolefine (PAO) treten diese Probleme nicht bzw. nur in sehr geringem MaRRe
auf.

Nach dem Ausscheiden des Partners Dracosa mussten neue Mdglichkeiten zur
Bereitstellung von epoxidierten Olen gefunden werden. Vom Fraunhofer IGB wurden jeweils
100 mL der folgenden epoxidierten Ole fiir weitere Screenings zur Verfugung gestellt:

e epoxidiertes Krambedl

e epoxidiertes Rapsol

e epoxdiertes Drachenkopfél

e epoxidiertes Senfol

e epoxidiertes Leindl

e epoxidiertes Sonnenblumendl

Auf Grund des Zustandes bei Anlieferung, gekennzeichnet durch teilweise ausgefallene
Bestandteile, wurden die Proben zu Beginn durch mehrmaliges Erwarmen auf max. 50°C im
Trockenschrank und anschlieRendes Rihren homogenisiert. Auf diese Weise konnten mit
dem epoxidierten Krambeol, epoxidierten Drachenkopfdl und epoxidierten Sonnenblumendl
weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.
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In Tabelle 116 sind die Kennwerte dargestellt:

Tabelle 116: Kennwerte der nativen und chemo-enzymatischen epoxidierten Pflanzendle.

Produkt Flammpunkt V 40 V 100 Visko.
(°C) (mm2/s) (mm2/s) Index

epox. Drachenkopfél 200 181 19,9 127

Drachenkopfél ?

epox. Krambedl 118 108 16,8 169

Krambedl 274

epox. Sonnenblumendl 184 148 15,2 148

Sonnenblumendl 316

Leider konnten die bei einigen Dracosa-Epoxiden teilweise hohen Flammpunkte von ca.
300°C nicht realisiert werden. Die Diskrepanz zwischen dem Ausgangsdl und dem
epoxidierten Ol macht das deutlich. Eventuell storen hier noch nicht abgetrennte
Lésungsmittelanteile.

Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass die wahrend der Projektzeit
untersuchten Pflanzendlepoxide flr den vorgesehenen Einsatzfall als Basisole fir
Hochtemperaturschmierstoffe und Getriebeéle nicht geeignet sind.

Pflanzendlester als Basisotle

Polyolester werden vielféltig in der Schmierstoffindustrie eingesetzt. Als biologisch leicht ab-
baubarer und umweltfreundlicher Schmierstoff findet unter anderem auch TMP-TO — ein Tri-
oleat auf der Basis von Trimethylolpropan (TMP) — Verwendung. Vergleichbar ware dieser
mit Estern auf Basis von Senfolfettsdure, die im Rahmen des Projektes hergestellt wurden.
Die Veresterung der destillierten Senfolfettsaure mit TMP erfolgt katalytisch bei
Temperaturen um die 220 °C. Der senfdlbasierende Polyolester zeigt zu einem TMP-Trioleat
vergleichbare Eigenschaften. Von Fa. DHW wurde ein TMP-Ester und ein NPG-Ester auf
Basis Senfdl zur Verfligung gestellt und untersucht. In einem zweiten Schritt wurden mit den
Fettsaurestern Fertigprodukte hergestellt und analysiert. Mit dem TMP-Ester wurde ein
Biohydraulikél der Viskositatsklasse (ISO-VG) 68 formuliert, und nach DIN 1SO 15380
(Schmierstoffe, Industriedle und verwandte Produkte — Anforderungen fur die Kategorien
HETG, HEPG, HEES und HEPR) geprift. Auf Basis des NPG-Esters wurde ein
Biohydraulikél der 1ISO-VG 32 formuliert, dass ebenfalls nach der DIN ISO 15380 gepruft
wurde. Weiterhin wurde aus einem Gemisch von TMP- und NPG-Ester ein Biohydraulikol der
ISO-VG 46 formuliert, und ebenfalls nach DIN ISO 15380 untersucht. Die aus den beiden
Estern formulierten Biohydraulikdle erfillen die Mindestanforderungen von DIN ISO 15380.
Hydraulikdle mit der ISO-VG 46 werden in der Industrie am haufigsten eingesetzt.
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In Tabelle 117 sind wichtige Kennwerte der formulierten Schmierstoffe aufgefihrt:

Tabelle 117: Wichtige Kennwerte der auf Basis von Senfolfettsduren formulierten
Schmierstoffe.

Ester Hydraulikdltyp | Viskositat | Viskositatsindex | Pourpoint | Flammpunkt
(mm?2/s) 0 )

TMP HEES 68 63 195 -34 305

NPG HEES 32 31 215 -21 293

60% TMP /

40% NPG HEES 46 47 203 - 27 300

Im Rahmen des Projektes wurden weiterfihrende Arbeiten mit den drei formulierten
Biohydraulikélen HEES 32, HEES 46, HEES 68 vorgenommen. Dabei wurden hauptséachlich
Langzeituntersuchungen, z.B. zur Stabilitat der formulierten Produkte durchgefihrt.

In der zweiten Projektphase wurde von DHW noch ein Pentaerythrittetraester auf Senfol-
basis zur Verfigung gestellt. In Tabelle 118 sind die Kennwerte des Pentaerythrittetraester
dargestellt:

Tabelle 118: Kennwerte des auf Senfdlbasis hergestellten Pentaerythrittetraesters.

Ester Hydraulikoltyp | Viskositat |Viskositatsindex| Pourpoint |Flammpunkt
(mm?2/s) (®) (®)
Pentaerythrit HFDU 68 74 197 -20 327

Eine Anwendung als Basisdl fur Hydraulikdle vom Typ HEES 68 ist mdglich. Allerdings bietet
sich auf Grund des hohen Flammpunktes und Ziindpunktes von 327°C eine Anwendung als
schwerentflammbares Hydraulikbl vom Typ HFDU an. Eine Prifung, vor allem fir
schwerentflammbare Hydraulikfluide nach DIN EN ISO 12922 und dem 7. Luxemburger
Bericht sollte sich noch anschlie3en.

Die vorgestellten Untersuchungen haben gezeigt, dass mit den auf Basis von gereinigtem
Senfdl hergestellten Estern kénnen Biohydraulikdle unterschiedlicher Viskositat hergestellt
werden.

Pflanzendle als Basisdle

Die folgenden Produkte der Fa. Dracosa wurden im Berichtszeitraum auf ihre Eignung fur
Schmierstoffformulierungen untersucht.

e gereinigtes Senfdl
e gereinigtes Holunderkerndl

Der Einsatz von gereinigtem Senfdl als Basisol fur S&gekettendle wurde untersucht.
Grundlage waren die relativ guten verschlei@mindernden Eigenschaften, die bereits das
unadditivierte Ol zeigte. Mit dem gereinigten Senfél wurde mit Ublichen Additiven ein
Sagekettenhaftdl formuliert, und entsprechend den fur Ségekettenhaftdlen bestehenden
Mindestanforderungen und ausgewahlten Anforderungen von KWF GroRR-Umstadt
(Kuratorium fur Waldarbeit und Forsttechnik e.V.) gepruft.
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Schmiereigenschaften, Alterungs- und KalteflieRBverhalten entsprechen den Anforderungen.
Die Tabelle 119 beinhaltet ausgewahlte schmierungstechnische Kennwerte:

Tabelle 119:Schmierstofftechnische Kennwerte fiir gereinigtes Senfdol.

ol Schmierstoff | Viskositat | Viskositatsindex | Pourpoint | Flammpunkt

(mm?/s) “C) ¢ C)

gereinigtes Sageketten-

Senfol haftol 68 214 -29 290

Ein Einsatz von gereinigtem Holunderkerndl war auf Grund des hohen Wassergehaltes nicht
moglich. Die verschleiBmindernden Eigenschaften des unadditivierten Oles fallen deutlich
schlechter als beim Senfdl aus. Bei der Lagerung wurde ein Anstieg der Neutralisationszahl
beobachtet. Was man ggf. mit entsprechenden Antioxidantien unterbinden kann.

Es wurden weiterfihrende Arbeiten mit dem S&gekettenhaftol auf Senfdlbasis
vorgenommen. Mit einem von TLL zur Verfligung gestellten gréReren Muster (51) bestand die
Mdoglichkeit Langzeituntersuchungen, z.B. zur Stabilitat der formulierten Produkte und
praxisnahe Einsatztests durchzuftihren.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass der Einsatz von gereinigtem Senf6l als
Sagekettenhaftdl moglich ist.

Betontrennmittel

Von DHW wurde ein Betontrennmittel-Konzentrat (Bezeichnung: AS V 133 / MO 3716) zur
Untersuchung erhalten. Das Trennmittel hat die folgende Basiszusammensetzung
Fettalkohol-Ethylenoxid/ Olséaure/Rapsiol/Emulgator. Es handelt sich hierbei um eine
Musterformulierung, die durch den Einsatz von anderen Olen modifiziert werden kann.

Vor Weiterverarbeiten musste das Konzentrat durch Rihren homogenisiert werden. Die
Untersuchung der Emulsionsstabilitat Gber einen Zeitraum von sechs Monaten wurde mit
einem Mischungsverhéltnis 90% Wasser und 10% Trennmittelkonzentrat durchgefuhrt.
Vorteile von Emulsionstrennmitteln bestehen darin, dass an Sichtbetonflachen sehr gute
Resultate erreicht werden. Weiterhin tritt keine Ld&sungsmittelbelastung auf.
Emulsionstrennmittel sind ready-to-use-Produkte, d.h. es gibt keine Fehler bei der
Mischungsherstellung auf der Baustelle, keine Abhangigkeiten von der Wasserharte des
eingesetzten Wassers usw. Eignung fir Sichtbeton. Die Praxisuntersuchungen wurden mit
positivem Ergebnis durchgefihrt.

Es kann zusammenfassend gesagt werden, dass Betontrennmittel-Konzentrate zur
Herstellung von Emulsionen eine weitere Anwendungsmaoglichkeit sind.

Epoxidiertes Sojabohnendl (ESBO)

Von HOBUM wurde ein epoxidiertes Sojabohnendl zur Verfigung gestellt, dass beziiglich
Einsatz als Korrosionschutzadditiv fir Umlaufdle getestet werden sollte. Ein direkter Einsatz
als Additiv ist allerdings wegen des hydrophilen Charakters von ESBO nicht mdglich. Es
musste deshalb mit einer Lésungsmittelvariante gearbeitet werden. Erste Tests haben
gezeigt, dass das in Umlauftlen geloste ESBO eine gute Wirkung gegentiber sauren Gasen
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zeigt. Die Arbeiten sind noch nicht abgeschlossen, vor allem ist ein umfangreicher
Praxiseinsatz geplant. In Tabelle 120 sind wichtige schmierungtechnische Kennwerte von

untersuchten Mustern dargestellt:

Tabelle 120: Zusammenfassung der Schmierstoff-Kenngréf3en unterschiedlicher Muster.

iniat 400 ppm
ereinigtes
g 9_ 45 98 [214| 300 | 21| o01 ohne n.b. Wasser
Senfol . .
Sagekettendl
Drachen-
kopfol- 398 32,4 117 | 234 | -12 1 ohne n.b. Getriebedl (?)
epoxid/A
Drachen-
kopfdl- 861 50,8 108 | 222 | -15 3,7 ohne n.b. Verdicker
epoxid/B
Leinol-
. 353 30,2 119 | 227 | -6 0,19 ohne n.b.
epoxid/C
Einsatz von
] Antioxidantien:
Leinol 307 27,7 121 | 302 6 0,3 h ti
, - , ohne | negativ i
epoxid/D g keine
Verbesserung
im HT-Test
Epoxid aus Kalium: Pourpoint zu
gereinigtem 141 19 153 | 268 | 15 0,1 800 n.b. hoch
Senfdl ppm?
Senfdl- i
, 143 19 |151| 200 | 12 | 043 | ohne |negativ| FoUPOIntzu
epoxid hoch
Holunder-
Kerndl 26 7 | 248|320 | -30| <01 | ohne | nb. | 400PPM
Wasser
(gereinigt)
TMP-Ester -
. . 63 12,2 195 | 305 | -34 1 ohne n.b. Hydraulikol
(Senfdlbasis)

HT-Test: In-House Hochtemperaturtest
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3.7.5 Grenzflachenaktive Substanzen (Taminco, DHW)
3.7.5.1 Tenside (Taminco)

Polyamine werden als Bausteine fur die Herstellung von Tensiden verwendet. Beide
ermoglichen die Einfihrung eines hydrophoben Teils, auf der einen Seite, gewdhnlich
gewonnen aus einer natirlichen Fettsaure, und auf der anderen Seite durch die Einfihrung
eines geladenen polaren Molekdilteils. Die resultierenden Tenside sind typischerweise sehr
mild und finden Verwendung in der Korperpflege. In der Regel werden sie derzeit basierend
auf petrochemischen Rohstoffen hergestellt.

Das Polyamin, das aus Glycerin erhalten werden konnte, bestand den wirtschaftlichen
Vergleich mit seinen petrochemischen Aquivalenten. Da die molekulare Struktur schwierig
ist, ist weitere Forschung notwendig, um die Eigenschaften der entsprechenden Tenside, die
aus diesem neuen Baustein gewonnen wurden, zu bewerten. Um dies zu tun, wurde das
Polyamin in Kilogramm-Mengen produziert. Proben wurden an drei Tensid-Unternehmen
versendet, um das Produkt in ihrem Tensid-Herstellungsverfahren zu bewerten und um die
Leistungsfahigkeit der resultierenden Tenside in Korperpflege-Anwendungen zu evaluieren.

3.7.5.2 Grenzflachenaktive Substanzen aus Epoxiden (DHW)

Ein wichtiger Punkt der Projektbearbeitung ist die Herstellung grenzflachenaktiver
Substanzen auf Basis ausgewahlter, heimischer Ole aus dem non-food-Bereich und deren
erste anwendungstechnischer Prifung. Es sollte eine neue Synthesevariante erprobt
werden, ausgehend von den durch die Projektpartner bereitgestellten Synthesebausteinen,
wie Epoxide oder durch vom DHW selbst hergestellten Fettalkohole. Durch eine gezielte
chemische Modifikation der funktionellen Gruppe sollten alternative Emulgatorsysteme aus
heimischen Rohstoffen gewonnen werden.

In Zuammenarbeit mit der Addinol Lube Oil GmbH wurde eine Basisformulierung fir ein
umweltfreundliches Bautrennmittel entwickelt, dass als Basis fir unsere anwendungs-
technischen Produktpriifungen genutzt werden sollte.

Fur eine erfolgreiche Einfihrung eines neuen Produktes im Markt missen neben der
Produktqualitat, dem spezifischen anwendungstechnischen Eigenschaftsprofil und dem Preis
auch verschiedene gesetzliche Rahmenbedingungen fir das jeweilige Anwendungsgebiet
beachtet und erfullt werden.

Unter diesen Vorgaben wahlten wir verschiedene grenzflachenaktive Substanzen, wie
Fettalkoholethoxylate und heimische Pflanzendle aus, um hier eine Modellformulierung als
Basis einer Trennmittel-Entwicklung zu nutzen und ausprifen zu kdnnen.

Beginnend nutzen wir das heimische Rapsol, Olsdure und ethoxylierte C16/C18-Fettalkohole
in den Laborversuchen. Daraus wurden verschiedene Kombinationen wassriger
Formulierungen hergestellt und erste physikalisch, chemische Eigenschaften, wie Dichte,
Viskositat und pH ermittelt.
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Insbesondere die Lagerstabilitat der Emulsion ist ein wesentliches Qualitatskriterium. Hierzu
wurden 24 Stundentests bei unterschiedlichen Temperaturen ausgefuhrt und das Verhalten
der jeweiligen Formulierung im Detail gepruft. Die richtige Wahl des Emulgators bzw. der Co-
Emulgatoren ist hier entscheidend fiir die Stabilitdt der Emulsion.

Als Ergebnis unserer intensiven Laborarbeit wurde zusammen mit der Addinol Lube OiIl
GmbH eine Basisformulierung entwickelt, die die gestellten Anforderungen an ein
umweltfreundliches Bautrennmittel erflillt. Das gebrauchsfertige Produkt ist eine homogen
weilBe Flussigkeit bestehend aus Wasser, Pflanzendél, Emulgator und Fettséure. Die darin
enthaltenen organischen Bestandteile bestehen aus ca. 80% nachwachsenden Rohstoffen
bzw. deren Derivaten.

Alternativ kann auch ein Trennmittel-Konzentrat angeboten werden, welches vom Anwender
mit Wasser vor Ort auf seine Anforderungen und Gegebenheiten zubereitet werden kann.

Um das Ergebnis extern bestatigen zu kdnnen, wurde ein erstes Muster an die Addinol Lube
Oil GmbH zu weiteren anwendungstechnischen Prifung tbergeben.

Aufbauend auf den Ergebnissen aus der Projektbearbeitung und Erfahrungen zur
Epoxidierung wurde von der Hobum Oleochemicals GmbH ein partiell epoxidiertes
Pflanzendl als Rohstoff an DHW (bergeben und analysiert (siehe Tabelle 121). Anhand
dieses Rohstoffes wurden die geplanten Arbeiten auf dem Gebiet der grenzflachenaktiven
Verbindungen durchgefiihrt.

Tabelle 121: Analyse vom partiell epoxidierten Pflanzendl von der Hobum Oleochemicals
GmbH.

Kriterium Beobachtung / Wert
Aussehen bei 25°C klares, gelbliches Ol
Verseifungszahl 177,9 mg KOH/g
Oxiranzahl 3,2 % (Hobum)
Stockpunkt -15,0°C
Dichte bei 20°C 0,94 g/cm®

Aus der Kombination einer selektiven Ringdffung des Epoxides und einer nachgeschalteten
alkalisch katalysierten Ethoxylierung wurden chemisch modifizierte Triglyzeride mit
unterschiedlichen Ethoxylierungsgraden dargestellt und diese analytisch charakterisiert.

Die Ethoxylierungsversuche vom epoxidierten Pflanzendl wurden in der DHW-Pilotanlage im
Temperaturbereich von 150-170°C durchgefiihrt. Die Umsetzung zum Zielprodukt verlief
relativ langsam. Im Labor wurden die Rohprodukte zum Finalprodukt aufgearbeitet. In
Tabelle 122 sind die Eigenschaften zweier modifizierter Triglyzeride kurz zusammengestellt:
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Tabelle 122: Eigenschaften zwei mittels Ethoxylierung chemisch modifizierter Triglyzeride auf
Basis von partiell epoxidiertem Pflanzendl.

Modifiziertes Triglyzerid | Modifiziertes Triglyzerid

mitl5 EO-Einheiten mit 40 EO-Einheiten
Aussehen bei 25°C klares, gelbliches Ol klares, gelbliches Ol
Verseifungszahl 118,7 mg KOH/g 70,9 mg KOH/g
Hydroxylzahl 63,8 mg KOH/g 49,9 mg KOH/g
Stockpunkt -6,0 °C 22,0 °C
Dichte bei 20°C 1,01 g/cm3 1,04 g/cm3
kin. Viskositat bei 40°C 164,9 mm2/s 241,4 mm2/s
Aussehen einer Losung o
von 1% in Wasser bei 25°C milchig-trib klar, farblos

Die anwendungstechnische Priufung dieser alternativen, grenzflachenaktiven Verbindungen
zeigte, dass diese Materialien mit Wasser Emulsionen ausbilden kdénnen.

Aus den Ergebnissen der Performance-Tests ist aber zu erkennen, dass die gebildeten
Emulsionen bei der Lagerung sowie unter Temperaturstress nicht stabil sind.

Aus diesem Grund kann ein Einsatz in der Bautrennmittel-Basisformulierung nicht erfolgreich
umgesetzt werden.

Es missen weitere chemische Madifizierungen erfolgen, um die passenden Produkt-
eigenschaften und stabile Emulsionen zu erzeugen.

3.7.6 Flockungshilfsmittel (Taminco)

Tertidre Aminoalkohole, wie beispielsweise N, N-Dimethylaminoethanol (DMAE), werden in
groBem Malstab verwendet, um Flockungshilfsmittel herzustellen, die in der
Wasseraufbereitung verwendet werden. Diese Flockungshilfsmittel sind in der Regel
hochmolekulare Polymere mit positiven Ladungen. Da Schmutz oder Schlamm in
Wasseraufbereitungsverfahren wenig negativ geladen ist, bewirken diese kationischen
Partikel die Aggregation von Schlammpartikeln und die Erhéhung ihrer Sedimentation.

Positive Ladungen auf organischen Molekllen kénnen durch Quaternisierung eines tertiaren
Stickstoffatoms in einer Amin-Funktionalitat generiert werden. DMAE wird in ein Monomer
durch Veresterung mit (Meth) Acrylsaure-Arten eingebaut. Aminoalkohole werden derzeit
durch Ethoxylierung des entsprechenden Alkohols hergestellt und werden daher aus
petrochemischen Rohstoffen abgeleitet.

Das Aminoalkohol, welches aus Glycerin gewonnen werden konnte wurde als erneuerbare
Alternative zu DMAE bewertet. Der Alkohol bietet die gleichen Funktionen in der
Anwendung, konnte jedoch der auf der Grundlage einer Tonne basierenden wirtschaftlichen
Bewertung nicht standhalten.
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3.8 Produktbewertung (KIT)

Zur Abschétzung der Marktpotenziale der Produkte der Bioproduktion werden die Produkte
darauf gepruft, ob sie konventionell hergestellte Produkte substituieren kénnen (Versuche
Projektpartner), sich fir neue Produkte eignen und eine 6konomische und/oder dkologische
Vorteilhaftigkeit gegentber Referenzen aufweisen.

3.8.1 Anwendungsgebiete und Auswahl von Referenzsystemen (KIT)

Die Produkte der Bioraffinerie kdnnen einerseits konventionelle Produkte bzw. Produktanteile
substituieren oder stellen andererseits neue Ausgangsstoffe fur die Entwicklung neuer
Produkte dar. Es wurden im Projekt zahlreiche Anwendungen getestet und neue Produkte
entwickelt. Beispielsweise wurden Produkte aus der Epoxidierung fir den Einsatz als
Schmierstoffbestandteil oder Hydrophobierungsmittel erfolgreich getestet. Durch eine
Anpassung von Formulierungen kénnen die Produkte der Bioraffinerie dazu beitragen,
erddlbasierte Produktanteile zu ersetzten. Ein Beispiel fur ein neu entwickeltes Produkt aus
Bioraffinerieprodukten ist ein Polyester hergestellt aus Epoxiden des Drachenkopfdls.
Gegenuber Polyestern aus Epoxiden anderer Pflanzendle weist dieses Polyester technische
Vorteile durch seine strak hartenden Eigenschaften bedingt durch eine hohe Anzahl an
Linolensauren des Drachenkopfdls auf. In Tabelle 123 werden mdgliche Einsatzgebiete der
Produkte und der Status der Anwendungsversuche aufgelistet. Epoxide der Triglyceride
eignen sich fir Schmiermittel, Trennmittel und Monomere fir Polymere, z.B. Epoxidharze.
Die Dicarbonsauren aus der Dicarbonsaurefermentierung bzw. der Metathese
(Dicarbonsauredimethylester) kdnnen aufgrund der zwei Sauregruppen einen Rohstoff fir
Polymere (z.B. Polyester) darstellen. DMA-Aceton ist als Ausgangsmolekilbaustein fir
weitere Reaktionen maglich.

Tabelle 123: Produkte der Bioproduktion und ihre méglichen Einsatzbereiche.

Produkt Einsatzgebiete Status

_ Schmierstoffe, Trennmittel, Polyole, Polyurethane,
Epoxide ) getestet
Polyester, Epoxidharz

Dicarbonsauren | Polyester, Epoxidharz

DMA-Aceton Molekillbaustein flr weitere Reaktionen angedacht

Die Auswahl geeigneter Referenzsysteme fir eine vergleichende Produktbewertung der
Produkte aus der Bioraffinerie mit konventionellen Produkten ist herausfordernd, da es sich
bei vielen Produkten aus der Bioraffinerie um neue Produkte mit neuen Eigenschaften
handelt, zu denen keine oder nur adaquate Vergleichsprodukte existieren. Dennoch werden
aus den mdglichen Einsatzbereichen der Produkte fir die 6kologische und 6konomische
Produktbewertung mogliche Referenzsysteme bzw. —produkte (Daten aus Literatur oder
Datenbanken) zum Vergleich hergeleitet. Die Epoxide eignen sich als Schmierstoffe, daher
wird das Referenzsystem ,Schmierdl“ aus der Datenbank ecoinvent 2.2 als erste Referenz
gewahlt. Dicarbonsauren werden mit dem Referenzsystem ,Terephthalsaure®
(ecoinvent 2.2), die Monomer mit zwei Sauregruppen zur Herstellung von PET, eines
Polyesters, ist, verglichen. Epoxidharze werden aus Epoxiden und Di- oder Polyolen oder
Disduren gebildet, so zum Beispiel aus Bisphenol A und Epichlorhydrin. Mdglicherweise
lassen sich durch Polymerisierung der Epoxide und Dicarbonséuren aus der Bioproduktion
ebenfalls Epoxidharze herstellen. Daher wird eine Polymerisierung (Annahme: molar 1:1,

294



Berechnet als Summe der Emissions-/Flachendquivalente der Epoxide und Dicarbonsauren
ohne weitere Emissionen des Polymerisierungsschritts aufgrund unvollstéandiger Daten)
dieser Produkte mit dem Referenzsystem ,Epoxidharz® (ecoinvent 2.2) verglichen. Ein
Uberblich tiber die Referenzsysteme liefert Tabelle 124.

Tabelle 124: Produkte der Bioproduktion und Referenzsysteme (aus Datenbank ecoinvent 2.2)
fir die Bewertung.

Produkt Referenzsystem
Epoxide aus enzym. Epoxidierung Schmierdl
Dicarbonsauren Terephthalsaure
Epoxid (enzym. Epoxidierung) + Dicarbonsaure (fermentativ) | Epoxidharz

Die hier gewéhlten Referenzen dienen fir einen ersten mdoglichen Vergleich zu
konventionellen Produkten zur Abschéatzung von Umweltwirkungen. Die Referenzen
unterscheiden sich hierbei z.T. stofflich stark von den Produkten der Bioraffinerie (z.B.
Terephthalsaure) und auch die Produkteigenschaften sind oft nicht vergleichbar. Geeignete
Referenzen missen in der weiteren Produktentwicklung fur jedes Produkte individuell
identifiziert und bewertet werden. Dies war im Rahmen dieser Arbeit auf Grund des
Entwicklungsstands nicht méglich.

3.8.2 Okonomische Produktbewertung (KIT)

Da es sich bei den Produkten der Bioproduktion um neu entwickelte Produkte handelt, die
bislang nicht auf dem Markt gehandelt werden, existieren keine Marktpreise zum direkten
Vergleich von Preisen. Die Herstellkosten der Bioproduktionsprodukte werden meist
hauptsachlich von Kosten der Rohstoffe ausgehend von den Olen beeinflusst. Verglichen mit
Palmél, dessen Marktpreis bei ca. 500 €/t*® liegt (oder Sojabohnendl 550 €/t**°), liegen die
Olpreise fur Drachenkopfdl (1300 €/t) und Krambedl (1530 €/t) 160 bis 200 % uber deren
Marktpreisen. Erucarapsol mit 690 €/t liegt nur ca. 40 % Uber deren Marktpreisen und daher
im Rahmen der Preise fir andere Ole (z.B. Sonneblumendl). Okonomisch ist die
Verwendung der betrachteten Ole auRer Erucaraps fir die Substitution herkémmlicher
Produktanteile, z.B. in Schmierstoffen, somit meist nicht vorteilhaft. Bislang bedingten die
besonderen Fettsdurezusammensetzungen der Rohstoffe nur in wenigen Fallen einen
technischen Vorteil bei der Produktion oder bei den Eigenschaften der Produkte, der héhere
Rohstoffpreise rechtfertigen wirde. Spezielle Produkteigenschaften der Bioproduktions-
produkte in und fur Spezialanwendungen konnte bislang vor allem fur das Polyester aus
Drachenkopfdlepoxiden gezeigt werden. Solche Spezialanwendungen, die durch die
besondere Fettsaurezusammensetzung des eingesetzten Ausgangsols bedingt sind, zeigen
einen moglichen wirtschaftlichen Weg fur die Umsetzung des Verfahrens und fur die
Anwendung der Produkte, die auch einen hoheren Rohstoffpreis rechtfertigen kdnnten.
Weitere Spezialanwendungen sollten entwickelt werden, bzw. neue Einsatzgebiete erdacht
und entwickelt werden.

138 http://www.finanzen.net/rohstoffe/Palmoelpreis/euro abgerufen am 11.09.2014
159 http://www.finanzen.net/rohstoffe/sojaoelpreis/euro abgerufen am 11.09.2014
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Ferner mussen die neu entwickelten Produkte der Bioproduktion registriert und zugelassen
(REACH) werden. ,REACH fuhrt zu zeit- und kostenintensiven Chemikalienzulassungen,
wodurch fir kleine und mittlere Unternehmen sowie fir innovative Spezialprodukte mit einer
gravierenden Zusatzbelastung zu rechnen ist. So erfordert z. B. die Umstellung von
Sojaepoxid auf Rapsepoxid die Neuzertifizierung des gesamten nachgelagerten Produkt-
stammbaums.“. Dennoch zeigen die im Projekt untersuchen Nutzungswege der Produkte
vielversprechende Anwendungsfelder auf, deren Weiterentwicklungen weiter verfolgt werden
sollte. Die Rohstoffkosten kdnnten durch Ertragssteigerungen z.B. durch Ziuchtung gesenkt
werden und eine Anwendung dieser Ole attraktiver machen.

3.8.3 Okologische Produktbewertung (KIT)

In der dkologischen Produktbewertung werden mdogliche Produkte der Bioraffinerie mit den
ausgewahlten Referenzen verglichen. Wie bereits erwahnt, ist die Auswahl geeigneter
Referenzprozesse zum derzeitigen Entwicklungsstand herausfordernd, da die Produkte der
BioProduktion und ihre Anwendungen meist neu sind und auf dem Markt keine/wenige
geeignete Vergleichsprodukte existieren (siehe Kapitel 3.8.1). Eine Erweiterung der
Systemgrenzen auf den gesamten Lebenszyklus konnte zum derzeitigen Entwicklungsstand
noch nicht betrachtet werden. Eine Abschéatzung erfolgt durch eine sog. ,cradle-to-gate“-
Betrachtung (,von der Wiege bis zum Fabriktor®). In Abbildung 185 werden die Produkte und
Referenzprodukte zum Vergleich in den jeweiligen Wirkungskategorien dargestellt. Die
Epoxide (aus enzymatischer Epoxidierung) zeigen in der Kategorie Versauerung eine
Vorteilhaftigkeit von 10 % und in der Kategorie abiotischer Ressourcenverbrauch von 62 %
auf. In den Wirkungskategorien Klimawandel, Eutrophierung und Landnutzung kann keine
Vorteilhaftigkeit erzielt werden (90, 100 und 10800 % mehr Emissionen bzw. Landnutzung
respektive). Dicarbonsduren aus Fermentation und Metathese im Vergleich zu
Terephthalsédure zeigt nur in der Kategorie abiotischer Ressourcenverbrauch Vorteile von
43 %. Die Kategorien Klimawandel, Eutrophierung, Versauerung und Landnutzung liegen 30,
262, 110 und 25800 % uUber der Referenz. Fur den Vergleich von Epoxidharz aus
Dicarbonsauren (DCA-Fermentation) und Epoxiden (enzymatisch) der Bioproduktion mit der
Referenz ,Epoxidharz® zeigen sich Vorteile von 63 % in der Kategorie Klimawandel, von
10 % in der Kategorie Eutrophierung, von 71 % in der Kategorie Versauerung und von 73 %
in der Kategorie abiotischer Ressourcenverbrauch. Nur die Kategorie Landnutzung liegt stark
Uber der Referenz. Emissionen fir den Polymerisierungsschritt wurden nicht betrachtet (vgl.
oben), es handelt sich um eine optimistische Schatzung.
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Abbildung 185: Vergleich der Produkte aus der Bioproduktion zu konventionellen
Referenzprodukten in einer frihen Entwicklungsphase in den jeweiligen Wirkungskategorien
fur eine erste vergleichende Abschéatzung der Umweltwirkungen (jeweils pro kg Produkt) (in
der weiteren Produktentwicklung ist eine geeignete Referenz fiir jedes Produkt individuell zu
identifizieren).

Alle betrachteten Wertschopfungsketten zeigen eine deutlich erhdhte Landnutzung im
Vergleich zu den Referenzen, da nachwachsende Rohstoffe verwendet werden. Die CML-
Kategorie Landnutzung (,land-use competition“) gibt nur die bendtigte FlachengrofRe an,
macht aber keine Aussagen zur Qualitdt der Nutzung und zu Flachentransformationen. In
Deutschland ist nicht davon auszugehen, dass es zu Flachentransformationen kommt, da
Wald- und stillgelegte/Grunflachen nicht oder nur bedingt in Agrarflachen umgewandelt
werden diirfen. Kommen andere Olsaaten als Rohstoffe zum Einsatz, wie z.B. Drachenkopf,
Krambe oder Koriander, sind zusatzliche Emissionen zu erwarten, da aufgrund geringerer
Flachenertrage eine groRere Flache fiir dieselbe Menge Ol bearbeitet werden muss.

Diskussion und Fazit zur 6kologischen Produktbewertung

Verglichen mit den hier ausgewdahlten Referenzprodukten zeigen die Produkte der
Bioproduktion meist keine ¢kologischen Vorteile auf. Vorteile zeigen sich im Verbrauch der
abiotischen Ressourcen, wo weniger fossile Rohstoffe im Vergleich zu den gewahlten
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Referenzen verbraucht werden. Der grofdte Anteil der Emissionen wird jeweils durch den
Anbau der Olsaaten verursacht. Eine Ertragssteigerung reduziert die spezifischen
Emissionen pro kg Olsaaten und ware vorteilhafter. Die Eignung der Auswahl der
Referenzprodukte ist kritisch zu betrachten, da sich die Produkte und Eigenschaften schwer
vergleichen lassen. Die hier dargestellten Wirkungskategorien bilden nur einen Teil
moglicher 6kologischer Bewertungen ab (vgl. Kapitel 3.8.1). Weitere wichtige ©kologische
Aspekte werden in den klassischen Wirkungskategorien nicht/unzureichend betrachtet. So
werden z.B. positive Wirkungen des Anbaus der Olsaaten in den Fruchtfolgen oder
Auswirkungen auf die Biodiversitat hier nicht betrachtet (Weitere Informationen hierzu siehe
Kapitel 3.3.4).

3.8.4 Soziale Produktbewertung (KIT)

Die soziale Produktbewertung wurde aufgrund des Entwicklungsstadiums innerhalb des
Projektes nicht detailliert untersucht. Zu den sozialen Kriterien zdhlen u.a. die
Arbeitssicherheit, die Gesundheit, Gleichstellung und die Schaffung neuer Arbeitsplatze.
Durch den Anbau der Olsaaten und der Durchfiihrung der weiteren Prozessschritte sind
keine Gefahren der Arbeitssicherheit oder Gesundheit zu erwarten, z.B. da dies in
Deutschland rechtlich geregelt und vergleichbar mit der chemischen Industrie ist (vgl. VDI
6310). Durch eine groRRtechnische Umsetzung ist mit der Schaffung neuer Arbeitsplatze zu
rechnen, deren HOhe erst nach einer detaillierten integrierten Prozessplanung und
Prozessscheduling abgeschatzt werden kann. Fir die Prozesse selbst werden nach ersten
groben Schatzungen ca. 20-30 direkte Arbeitsplatze entstehen, mit zusatzlichen indirekten
Arbeitsplatzen, z.B. Verwaltung oder ggf. in neuen Olmihlen, etc. ist zu rechnen.

3.8.5 Fazit Produktbewertung (KIT)

Die untersuchten Prozesse innerhalb des Projektes flihren zu einer Vielzahl an mdglichen
Produkten und Anwendungsgebieten. So wurde beispielsweise eine Integration einiger
Produkte in  bestehende Formulierungen gezeigt, z.B. Schmierstoffe  und
Hydrophobisierungsmittel. Die Anwendung der Produkte in neuen weiterfihrenden
Produkten befindet sich noch in der Entwicklung, z.B. als Monomere fir neue Polymere. Die
Nutzung der Rohstoffe aus den Olen der im Projekt betrachteten Olsaaten beeinflussen
mafgeblich die Herstellkosten der Produkte. Da bislang oft kein technischer Vorteil durch die
Fettsaurezusammensetzungen der Ole nachgewiesen werden konnte, sind die hohen
Rohstoffkosten oftmals nicht gerechtfertigt und ggf. durch glnstigere Alternativen aus
konventionellen Olsaaten mit hoheren Ertragen ersetzbar. Ein Polyester hergestellt aus
Drachenkopfdlepoxid zeigte aufgrund der hohen Anteile an epoxidierten Linolenséauren im
Vergleich zu anderen Olepoxiden besonders gute Hartereigenschaften. Spezial-
anwendungen solcher Art rechtfertigen ggf. einen hoheren Preis fir die Olrohstoffe. Fir
einige der betrachteten Prozesse sind ggf. auch reine Rohstoffe (z.B. reine Olsdure) von
Vorteil um Produktgemische zu vermeiden. Die Auswahl geeigneter Referenzsysteme fir
eine vergleichende Produktbewertung der Produkte aus der Bioraffinerie mit konventionellen
Produkten ist schwierig, da es sich bei vielen Produkten aus der Bioraffinerie um neue
Produkte mit neuen Eigenschaften handelt, zu denen keine/wenige adaquate
Vergleichsprodukte existieren. Dennoch wurde ein Vergleich mit mdglichen Referenzen v.a.
in der Okologischen Produktbewertung durchgefiihrt, um eine erste Einordnung der
Bewertungsergebnisse im Verhdltnis zu existierenden Produktsystemen vorzunehmen. Im
Vergleich zu den ausgewéhlten Referenzen konnten in der hier durchgefihrten Analyse und
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Wirkungskategorien keine wesentlichen Vorteile nachgewiesen werden. Die Auswahl der
Referenzen ist hierbei kritisch zu betrachten und sollte in den weiteren
Produktentwicklungsstufen neu analysiert und durchgefihrt werden. Hohere Ertrage (z.B.
durch Zichtung) beim Anbau der Olsaaten wiirden die Ergebnisse jedoch positiv
beeinflussen (Emissionen pro kg Ol waren geringer). Des Weiteren konnten bedingt durch
den z.T. frihen Entwicklungsstand noch nicht alle Stoff- und Energiestrome erfasst werden,
so z.B. Abfall- und Abwasserstrome, die fur die SchlieBung der Stoffkreislaufe notwendig
sind.

3.8.6 Anwendungen und Marktpotential (InfraLeuna)
3.8.6.1 9-Octadecen

Interne Olefine werden grof3technisch durch Oligomerisierung von Ethen und anschlieBender
Isomerisierung hergestellt. Das in der Oligomerisierung entstehende alpha-Olefin-
Stoffgemisch (statistische Verteilung der Kettenlange) wird destillativ getrennt. Bei den
niederen Olefinen bis C10 gelingt dies in hoher Reinheit, so dass diese u. a. als
Comonomere in Polyethylen eingesetzt werden kdnnen. Die hoheren Olefine > C10 werden
oftmals als mehr oder weniger eng geschnittene Fraktionen weiterverwendet, wobei der
Hauptschwerpunkt in den Fraktionen C12/C14 sowie C10/C14 fir die Weiterverarbeitung zu
linearen Alkoholen fir die Tensidproduktion liegt.

C16-C18-interne Olefine, vergleichbar 9-Octadecen, werden als ,Offshore drilling fluids® in
grollem Umfang verwendet (Bsp.: Shell NEOFLO* 1-68i, Chevron Phillips AlphaPlus C18 IS,
...). Der Vorteil dieses Produkts besteht u. a. in der geringen aquatischen Toxizitat und der
guten biologischen Abbaubarkeit.

Die Umsetzung von C16/C18-internen Olefinen mit SO; flhrt zu internen Olefinsulfonaten,
die in der Olindustrie zur Erhohung der Forderausbeute eingesetzt werden (enhanced oil
recovery).

Der Gesamtmarkt an drilling fluids/oilfield chemicals wird fur 2020 auf $40 Mrd.
prognostiziert'®.

Eine weitere grofdtechnische Anwendung von Octadecen ist die Umsetzung mit
Maleinsaureanhydrid zu C18-Alkenyl Succinic Anhydride (ASA) (siehe Abbildung 186),
welches in der Papierveredlung als Leimungsmittel eingesetzt wird (Bsp.: Albemarle 18 ASA,
MareASA).

Abbildung 186: Umsetzung von Octadecen mit Maleinsdureanhydrid zu C18-Alkenyl Succinic
Anhydride (ASA).

180 Global Industry Analyst, Inc., 2014:

http://www.strategyr.com/Oil_Field_OQilfield_Chemicals_Market_Report.asp.
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Der Weltmarkt fir ASA’s und Alkylketendimeren (AKD) betrug ca. 0,8 Mio. t/a (2011)*".

Es ware auch denkbar, 9-Octadecen mit Ethylen in einer Kreuzmetathese-Reaktion zum 1-
Decen umzusetzen, welches dann wiederum durch Polymerisation in Poly-Alpha-Olefine
(PAO) Uberfuhrt werden kann. PAOs sind hochwertige synthetische Hochleistungs-
schmierstoffe der Gruppe IV mit einer exzellenten Oxidationsstabilitdt, extrem guten Tief-
und Hochtemperatur-verhalten sowie einem optimalen Viskositéats-Temperaturverhalten. Der
Markt fur PAOs ist immens und betrug 2010 ca. 500.000 t/a, wobei der Anteil anl-Decen-

PAOs deutlich geringer ist'®*.

In allen drei Fallen ware ein Austausch der petrochemisch hergestellten Produkte durch die
auf der Basis von nachwachsenden Rohstoffen, d. h. Pflanzendlen, hergestellten technisch
leicht mdoglich, da diese in der chemischen Struktur nahezu identisch sind. Die vom
Konsortium avisierten ca. 500 t/a 9-Octadecen kdnnen bei geeignetem Marketing und
Kostenstruktur vom Markt entsprechend der Marktanalyse absorbiert werden.

3.8.6.2 9-Octadecen-1,18-diacarbonsaure (DCA) und deren Ester

Aromatische und lineare Dicarbonsduren verschiedener Kettenlangen sind neben den
entsprechenden Diaminen und Glykolen/Polyalkoholen die Grundbausteine fir technisch
relevante Polyester und Polyamide. Kommerziell sind bisher nur Polyamide auf der Basis
von C6-, C10- und C12-Dicarbonséuren verfigbar (siehe Abbildung 187).

Entsprechende Produkte aus 9-Octadecen-1,18-Dicarbonsaure, d. h. C18-Polyester/
Polyamide sind bisher vor allem in Patenten und der wissenschaftlichen Literatur
beschrieben worden'®. Die Eigenschaften wie Schmelzpunkt, Glastemperatur, Kristallinitét
und Polaritat der Polyamide bzw. korrespondierenden Polyester werden dabei durch die
Kettenlange der Komponenten bestimmt'®*'®. Der Schmelzpunkt z. B. n&hert sich mit
zunehmender Kettenlange einem Grenzwert an52. Ein PA 23.23 weist einen niedrigen
Schmelzpunkt von nur 151 °C auf, wahrend der Polyester PE 23.23 innerhalb dieser Reihe
ein Maximum bei 110 °C darstellt (siehe Abbildung 187 und Abbildung 188; weitere Werte
liegen beim Bearbeiter vor).

81 C. Howe, R. Hogan, S. Wildes: Soy Chemicals for Paper Processing — A Market Opportunity Study; Omni

Tech Int., Ltd., 2011

'°2|HS Chemical: PEP Review 2010-2 ,Exxon Mobil's UHVI PAO Lubricant Blend Stock*
183 Diplomarbeit: Veronika Erben (Fraunhofer ICT, 2010)

184 1. Komoto: Review of Physical Chemistry of Japan Vol. 37 (1967), 105 - 111

185 £ stempfle, P. Roesle, S. Mecking: ACS Symposium Series: 2012, 151 - 164
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Abbildung 187: Schmelzpunkte kommerzieller Polyamide (PA X.Y)*.
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Abbildung 188: Schmelzpunkte von langkettigen Polyestern in Abh&ngigkeit von der
Kettenlange™®’.
Aus diesem Umstand ergeben sich Mdglichkeiten zur Polymermodifizierung sowohl von
Polymerblends als auch von Copolymeren. Bislang wurde dies jedoch nur in wenigen
kommerziellen Anwendungen realisiert, u. a. in Schmelzklebstoffen (Macromelt- Klebstoffe
von Henkel*®®).

Ungeachtet dessen hat Elevance Renewable Sciences, Inc. 2013 in Singapur eine
Bioraffinerie in Betrieb genommen, die bei wachsender Nachfrage aus dem Markt bis zu 10 -
20 kt/a Octadecan-1,18-dicarbonsaure, d. h. die gesattigte Dicarbonsaure aus dem
Metathese- Prozess, produzieren kann®®®. Der Markenname ist ,Inherent™ C18 Diacid“. Der
Prozess ist etwas abweichend von dem vom Konsortium begangenen Weg, da hier direkt die
pflanzlichen Ole einer Kreuzmetathesereaktion mit Ethylen, Propylen bzw. anderen Olefinen
ausgesetzt werden. Primarprodukte sind dabei a-Olefine und interne Olefine wie Decen

1% Bioplastics Magazine, Vol. 8, 5 (2013, ), 7 - 10

167 Stempfle, D. Quinzler, I. Heckler, S. Mecking: Macromolecules; 44 (2011), 11. - S. 4159-4166
188 s 6960315 B2

169 http://www.elevance.com/news-releases/
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(C10-Olefin), sowie 9-Decensaure und deren Ester, die wiederum als Ausgangsstoffe fir
weitere Umsetzungen dienen oder direkt weiter verwendet werden kénnen.

Daneben wird 9-Octadecen-1,18-dicarbonsaure in einigen Kosmetika wie Gesichtswasser
zur Akne- Behandlung und Body Lotion in geringen Mengen sowie als Ausgangsstoff fur die
Riechstoffsynthese (Zibeton = synthetischer Moschusduft) eingesetzt.

9-Octadecen-1,18-dicarbonsaure (DCA) ist noch weit entfernt, ein kommerzielles
Massenprodukt zu sein. Ein geeignetes aktives Marketing und weitere praxisnahe
Entwicklungsarbeiten in Zusammenarbeit mit der Industrie, wie es Elevance zeigt, kdnnen
den Markt fur dieses Produkt aber weiterentwickeln.

3.8.6.3 Epoxidierte Pflanzendle

Epoxidierte Pflanzendle sind im Markt als Weichmacher und Stabilisatoren fir PVC, EPDM
und Kautschuk sowie als Reaktivverdinner und Modifikatoren in Lacken und
Lackharzen/Druckfarben etabliert. Ein Ersatz durch die im Projekt hergestellten epoxidierten
Ole sollte nach anwendungstechnischer Uberprifung und bei wirtschaftlicher Aquivalenz
moglich sein. Ebenfalls moglich ist die Verwendung der epoxidierten Ole in
I6sungsmittelfreien, strahlenhartenden Lacken fur Holz und Holzwerkstoffe, wie sie von der
DREISOL GmbH & Co. KG beschrieben wurden®™.

Aussichtsreich sollten sich auch Polyesterpolyole, wie sie durch Umsetzung der epoxidierten
Pflanzendle mit Glycolen zuganglich sind, in der PUR- Formulierungen fir Schaume, Lacke

oder Dispersionen vermarkten lassen'’*.

Der Gesamtmarkt an epoxidiertem Lein- und Sojadl betragt ca. 60.000 t/a (Produktion an
ESBO in Europa 2010). Wenn von einem angestrebten Marktanteil von 5 - 10 %
ausgegangen wird, wirde dies eine Anlagengrdfl3e von 3 — 5000 t/a bedeuten. Dies stimmt in
etwa mit der vom Konsortium angedachten Anlagengréfe von 2000 t/a Epoxid Uberein.

3.8.6.4 Diamine und Propanolamine

Der Prozess zur homogen katalysierten Reduktion von Dicarbonsaureamiden bzw. der
reduktiven Aminierung von Dicarbonsauren zu primaren Aminen konnte durch die
Projektpartner untersucht werden. Es traten deutliche Mengen an Nebenprodukten wie
sekundare und tertiare Amine auf. Eine kommerzielle Vermarktung der Endprodukte ist
derzeit noch nicht gegeben.

Das von Taminco entwickelte Verfahren zur Aminierung von Glycerin liefert Produkte, fur die
es reale Marktchancen in der Tensidindustrie sowie zur Gasabsorption gibt. Taminco avisiert
deshalb ca. 5000 t/a als reales Produktionsvolumen an.

170 DREISOL GmbH & Co. KG: Abschlussbericht tiber ein Entwicklungsprojekt; Az. 08150, gefordert durch die

Deutsche Bundesstiftung Umwelt (http://www.abiosus.org/docs/Projektbericht_holz.pdf)
"1 y/gl. HOBUM Oleochemicals GmbH: MERGINOLE
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3.8.6.5 Erucasaure und Erucamid

Erucaséure und Erucamide sind im Konsortium bisher nicht explizit als Produkte betrachtet
worden, obwohl Erucaséure im Prozess der Fettspaltung bei geeigneten Olen wie Krambedl,
Senfél oder Erucarapsol leicht zuganglich ist. Der Markt betrug 2008 in Europa ca. 40.000 t/a
Erucasaure und 12.000 t/a Erucamid, die vor allem als Gleitmittel in der Polyethylen-
Extrusion eingesetzt werden. In der zukinftigen Anlagenkonzeption sollte dies mit beachtet
werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die in den Verfahren angestrebten
Synthesebausteine ein hohes Marktpotential aufweisen. Ein geeignetes Marketing
vorausgesetzt, sollten sich die Synthesebausteine im angestrebten Volumen im Markt
platzieren lassen kénnen.

3.8.7 Regulatorische Beschrankungen (InfraLeuna)

Bei den in den Prozessen der Projektpartner angestrebten Endprodukten handelt es sich z.
T. um ,neue” Produkte. Fir die zuklnftige Markteinfihrung ist eine bestehende REACH-
Registrierung eine Voraussetzung fir das Inverkehrbringen und die kommerzielle Nutzung
dieser Stoffe. Eine Neuregistrierung ist mit erheblichen Aufwand (toxikologische Gutachten)
und Kosten verbunden. Dies muss bei der abschlieRenden Bewertung der Marktchancen mit
bertcksichtigt werden.

Fur eine begrenzte Auswahl der Synthesebausteine wurde der Status der REACH-
Registrierung Uberprift. Die nachfolgende Tabelle 125 erhebt dabei nicht den Anspruch auf
Vollstandigkeit fir alle in den Verfahren herstellbaren Produkte, sondern muss als lebendes
Element weiter erganzt werden.
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Tabelle 125: REACH- Registrierung einzelner Synthesebausteine.

Produzenten

Produkt CAS EINECS-Nr. | REACH Reg.-Nr. .
(Beispiel)

epoxidierte C16-

C18-ES-Me-Ester 158318-67-3 | 605-143-8 01-2119976377-21-0000 | Faci S.p.a.

Epoxidierte C14-

C22 FS-2-EH- 95370-96-0 305-962-8 01-2119474680-35-0000 | Faci S.p.a.

Ester

1-Octadecen 112-88-9 204-012-9 01-2119474213-44-0000 | Shell Chemicals

Octadecen 27070-58-2> | 248-205-6 01-2119485375-29-0000 ﬁ’\lhggghem'ca's’
IS Chemical

(E)-9-Octadecen | 5557-31-3 S Chemica
Technology

(2)-9-Octadecen 7206-25-9

Octadecen-9-
dicarbonséaure, 20701-68-2 606-606-7 pre-registered
(92)

UCB Chimica Iberia
s.a.

Dimethyl
Octadecen-9- 13481-97-5 603-876-8 pre-registered
dioat

(Dimethylamino)-

15364-56-4 239-402-8 pre-registered
aceton

L-Dimethylamino- | 105, 16.7 203-556-4 | 01-2119977067-27-0000 | oo ' ACT0S
2-propanol Organics

"Bemerkung: Octadecen (CAS 27070-58-2) - Mischung aus isomerisierte C18-alpha-Olefinen (inklusive 20 %
verzweigter C18-Olefine) (zuféallige Position der Doppelbindung), z:b. NEOFLOW 1-68i

3.9 Prozessintegration (KIT)

Mit der Verknupfung der einzelnen Bewertungsmodelle wurde eine Bewertung des
integrierten Produktionsnetzwerkes erstellt. Da sich die betrachteten Prozesse in ihrer
Durchfiihrung, Aufarbeitung und den bendétigten Hilfsstoffen unterscheiden, ist eine
Prozessintegration v.a. durch Nutzung der Infrastruktur am Standort mdglich. Dazu zéhlen
die Bereitstellung von Elektrizitdt, Dampf, Wasser und die Abwasserverwertung. Im
Austausch mit der InfraLeuna wurden die bendgtigten jahrlichen Mengen fir die betrachteten
Prozesse fir den Standort Leuna berechnet und auf Basis der Verbrauchsmengen Preise fur
die Bewertungsarbeiten zur Verfiigung gestellt. Die Preisdaten wurden bereits in den
Berechnungen der Prozessbewertung bericksichtigt. Die weitere Integration, z.B. die
Verwendung von Produkten und Nebenprodukten am Standort wurden von der InfraLeuna
untersucht.

3.10 Prozessintegration (InfraLeuna)

Durch den Projektverbund wurden eine Vielzahl von chemischen und biochemischen
Prozessen im Labormalfistab untersucht, um aus pflanzlichen Olen wertvolle
Zwischenprodukte und Synthesebausteine herstellen zu kénnen (siehe Abbildung 189).
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Abbildung 189: Vom Projektverbund untersuchte Prozesse.

Das Ziel war die Ubertragung der Prozesse vom Labor in den Technikums- oder
Produktionsmafistab und deren Integration in Form einer Bioraffinerie bzw. eines
Anlagenkomplexes in einen Verbundstandort. Mit den Projektpartnern musste entschieden
werden, wie die Systemgrenzen gelegt werden und wie hoch der Integrationsgrad der
Gesamtanlage werden sollte. Im Konsens wurde deshalb von zwei, mdglicherweise sogar
drei lokal getrennten, aber jeweils integrierten Anlagenkomplexen ausgegangen (siehe
Abbildung 190), wobei die Einbeziehung des Komplexes Fettspaltung — Hydrierung —
Umesterung, wie er zur Zeit in dieser Form beim DHW in Rodleben existiert, ebenfalls eine
Option darstellen konnte. Die Olpressung und Raffination kénnte in einer zentralen Olmiihle
oder in kleineren, in der N&he der Anbauflachen gelegenen Mihlen, erfolgen. Beide
Szenarien haben jeweils gewisse Vor- und Nachteile, die es gegeneinander abzuwagen gilt.
Einer erhohten Olausbeute der zentralen Verarbeitung steht ein erhohter Transportaufwand
und damit verbunden eine schlechtere Okobilanz gegeniiber'”. Bei der Konzeptionierung
einer realen Anlage zu einem spateren Zeitpunkt sind hier die Projektpartner gefragt, diese
Frage zu klaren. Die Einbeziehung der Herstellung der im Projektverbund verwendeten
homogenen Katalysatoren in die Gesamtanlage macht aus 6konomischen Gesichtspunkten
wenig Sinn, da die bengtigten Mengen relativ gering sind und auf Grund der Komplexitat der
Herstellung und des bendtigten Know-Hows dies wirtschaftlicher in einem darauf
spezialisierten Unternehmen wie UMICORE bewerkstelligt werden kann.

172 o Diehlmann, G. Kreisel: Abschlussbericht tiber ein Forschungsprojekt, Az. 08150, DBU
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Abbildung 190: Systemgrenzen und Integrationsgrad.

Die in Abbildung 190 grau unterlegten Prozesse wurden durch das KIT aus Laborverfahren
in ein technisches Verfahrensabbild Ubertragen und mathematisch modelliert. Als
AnlagengrofRen wurden von den Projektpartnern folgende Grdlen vorgegeben (siehe
Tabelle 126), die sich u. a. aus einer Abschatzung der Marktchancen der Endprodukte
ergaben (vgl. dazu 3.11 Stoffliche Integration).

Tabelle 126: Prozessintegration ausgewahlter Prozesse mit entsprechend angestrebten
Produktmengen.

Prozess Angestrebte Produktmenge

400 t/a Octadecen
Metathese . . .

500 t/a 1,18-Octadecendicarbonsauredimethylester
Aminierung 5000 t/a Dimethylaminoaceton

DCA-Fermentation /
w-Funktionalisierung

1000 t/a 1,18-Octadecendicarbonséaure

Biochemische Epoxidierung | 2000 t/a epoxidiertes Ole

Aus den Diskussionen des KIT mit den Projektpartnern zur Prozessintegration ging hervor,
dass die einzelnen Prozesse im Wesentlichen parallel verlaufen und die Integration sich in
erster Linie auf die thermische Integration der Anlagen beschrankt. Dies wurde in der
Modellierung durch das KIT bericksichtigt.

Auf der Grundlage der vom KIT berechneten Medienverbrauche fur die 0. g. Anlagengrof3en
wurden die Preise fur die Utilities (Strom, Dampf, Kihlwasser, Frischwasser) sowohl fur die
Einzelanlagen als auch fur die integrierte Anlage bestimmt und an das KIT zur weiteren
Prozessbewertung Ubergeben (siehe Tabelle 127).
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Tabelle 127: Medienverbrauch und kalkulierte Utility- Preise fur die Einzelanlagen und fir eine
integrierte Anlage.

Jahres- .
. Leistungs- . . Mengen-
Prozess Bezeichnung Verbrauch verbrauch . AP-Preis LP-Preis .
spitze preis
(8760 h/a)
Strom 0,4 kV 1,188 kW 10,41 MWh 8 kw 149,00 €/ MWh
Mitteldruck-
0,680 t/h 5.958 t 1th 17,183 €/t 72.741,12 €/t/h
Metathese dampf
Frischwasser 3 3 3 3
0,096 m°/h 842 m 0,14 m°/h 175,374 €/Tm
(Kuhlwasser)
Strom 0,4 kV 0,223 kW 1,95 MWh 0,3 kW 149,00 €/ MWh
Mitteldruck-
Aminierung 4,853 t/h 42512t 6,1th 17,183 €/t 72.741,12 €/t/h
dampf
Glycerin
Kuhlwasser 26,781 m%h | 234.605m* 34 m%h 48,039 €Tm®
Abwasser* 1.782m?
DCA-
. Strom 0,4 kV 10,827 kW 94,84 MWh 41,6 kW 149,00 €/ MWh
Fermentation
Strom 0,4 kV 10,121 kW 88,66 MWh 36,9 kW 149,00 € MWh
Biochemische Mitteldruck-
0,342 t/h 2,997t 0,5 t/h 17,183 €/t 72.741,12 €/t/h
Epoxidierung dampf
Abwasser* 14.823 m°
Strom 6 kV 22,000 kW 195,00 MWh 86,9 kw 93,89 €/ MWh 206.409,35 €/MW
Mitteldruck-
Integrierte 5,875t/h 51.467 t 7,4 th 17,183 €/t 72.741,12 €/t/h
dampf
Anlage
Kiihlwasser 26,878 mh 235.447 m® 34 m’h 48,039 €Tm*
Abwasser 16.606 m>

'Sofern das Abwasser bzgl. Seiner Zusammensetzung nicht vorflutgerecht ist, wird eine Behandlung in der
Zentralen Abwasserbehandlungsanlage (biologische Behandlung) der InfraLeuna GmbH notwendig. Dafiir fallen
Kosten an, die jedoch erst nach Vorliegen der vollstandigen Zusammensetzung des Abwassers und Prifung der
Einleitbedingungen in die Zentrale Abwasserbehandlungsanlage kalkuliert werden kénnen.

In  Abhéangigkeit vom Jahresverbrauch und den Leistungsspitzen wurden entweder
Mengenpreise (Strom, Kihlwasser, Frischwasser) oder eine Kombination von Arbeitspreis
und Leistungspreis (Dampf) beriicksichtigt. Der sich aus dem Arbeits- und Leistungspreis
ergebende Mischpreis kann formal durch folgende Formel errechnet werden:

MP = (AP * Jahresverbrauch + LP * Vorhaltekapazitat) / Jahresverbrauch

Fur die Auslegung einer Anlage ergeben sich folgende Einschrankungen bzw. Mdglichkeiten
zur Optimierung:

e Im Prozess Metathese wird auf Grund der geringen Menge an Kihlwasser
vorgeschlagen, die Nutzung der zentralen Kiuhlwasserversorgung durch eine
Durchflusskiihlung mit Frischwasser zu ersetzen. Der Grund dafir ist der verringerte
Installationsaufwand und damit verbunden geringere Investitionskosten, da bei
Verwendung von Frischwasser z.B. eine Ruckkihlleitung entfallt.

¢ Im integrierten Prozess muss Uberlegt werden, ob die Errichtung und der Betrieb
eines lokalen Kiuhlwerks kostengunstiger ist als eine Versorgung mit Kihlwasser aus
dem zentralen Netzwerk.
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e Eine integrierte Anlage kann kostengunstiger errichtet werden, da die im Normalfall
fur jede Einzelanlage zu entrichtenden Anschlusskosten und Baukostenzuschiisse
nur einmal fur die Gesamtanlage an den Standortbetreiber zu entrichten sind.

o Die Anschlusskosten kbénnen zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht abgeschatzt werden,
da diese abhéngig von der Lage des Grundsticks im Industriepark sind. Eine
Zuweisung eines Areals zum jetzigen Zeitpunkt ist auf Grund des eingeschrankten
Ergebnisstands zur integrierten Gesamtanlage incl. Flachenbedarf nicht mdglich. Ziel
ist es aber mit Hinblick auf die Wirtschaftlichkeit des Gesamtverfahrens, die
notwendigen ErschlielBungs- und Anschlusskosten durch eine optimale Wahl des
Areals zu minimieren.

o Die technische Grenze fur die kontinuierliche Abnahme von Mitteldruckdampf liegt bei
0,5 t/h. Bei einem diskontinuierlichen Verbrauch Uber langere Zeit unterhalb dieser
Grenze, wie bei den Einzelanlagen avisiert, kann es zur verstarkten
Kondensatbildung in den Dampfleitungen kommen, so dass ein sicherer Betrieb der
Dampfleitungen nicht mehr gewahrleistet werden kann. Als Alternativen waren eine
elektrische oder gasbasierte Beheizung bzw. ein lokaler kleiner Dampferzeuger in
Betracht zu ziehen, die wiederum die Investitionskosten erhthen, gleichzeitig aber
die Flexibilitdt senken wirde.

e Uber die Kosten zur Abwasserbehandlung kénnen keine Aussagen getroffen werden,
da zum gegenwartigen Zeitpunkt weder Angaben zur Menge als auch zur
Zusammensetzung des entstehenden Abwassers von den Projektpartnern getroffen
werden konnen. Es miusste ebenso erst einmal die Frage der prinzipiellen
Behandlungsfahigkeit des Abwassers in einer Klaranlage positiv beantwortet werden
kénnen.

3.11 Stoffliche Integration (InfraLeuna)

Neben der Prozessintegration wurde untersucht, inwiefern sich die Umsetzungsprodukte aus
den vom Projektverbund untersuchten Prozessen in einen Stoffverbund integrieren lassen
kénnen.

Die Produkte stellen theoretisch interessante Synthesebausteine fiir weitere Polymere oder
Spezialchemikalien dar, waren aber auch die Ausgangsbasis fur direkte Applikationen in der
Industrie. Die potentiellen Anwendungen der Synthesebausteine wurden soweit maglich in
der Literatur recherchiert und beispielhaft in Tabelle 128 zusammengefasst.
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Tabelle 128: Produkte und Synthesebausteine und deren potentielle Anwendungen in der

Industrie.
Prozess Produkt Potentielle Anwendung
Drilling fluids
Schmierstoffe und Additive
Octadecen o ) o
Chemikalien fir die Papierleimung
Metathese
(ASA = alkenyl succinic anhydride)
Octadecen-

dicarbonséuredimethylester

Polyester, Polyamide

DCA-Fermentation
(o-Funktionalisierung)

Octadecendicarbonséaure
(DCA)

Kosmetikindustrie
Polyester, Polyamide

Korrosionsschutzmittel
Hot Melt- Klebstoffe

PVC-Additive

Glycerin - Aminierung

Dimethylamino-Aceton

Dimethylamino-Propanol

DMA-Propanol --> Tenside
Korrosionsinhibitor, Gaswasche

Aminierung

Langkettige Diamine

Polyamide

Epoxidierung

Fettsdure-Epoxide

Epoxidierte Ole

Beschichtungen, Harze, Lacke
PVC-Additive und Stabilisatoren

Schmierstoffe
Umsetzung zu Polyesterpolyolen

Synthesegas aus Glycerin

~gruner‘ Wasserstoff/
Synthesegas

Hydrierung --> im Projekt (?)

,clean energy“ --> Wasserstoff-
Antrieb

Raffination/ Umesterung

TMP- Oleat/
Raffinierte Ole

Schmierdle, Sagekettendle,
Hydraulikole,

Trenndle

Diese Zusammenstellung sagt noch nichts UUber die tatsdchliche kommerzielle
Verwendungsmaglichkeit und das Marktpotential der Produkte aus. Da diese oftmals keine
kommerziell verfigbaren Produkte darstellen, wurde z. T. auf verfliigbare vergleichbare
Produkte ausgewichen und deren Marktgrof3e untersucht.
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Abbildung 191: Interner Stoffverbund am Chemiestandort Leuna.

Einer der Grundgedanken des Projekts war es, die Produkte aus den chemischen und
biotechnologischen Verfahren als Ausgangsprodukte fir weitere Umsetzungen in den
Stoffverbund an einem Chemiestandort, speziell Leuna (siehe Abbildung 191), einflieRen zu
lassen oder um bestehende petrochemisch-basierte Produktlinien ablésen zu kodnnen.
Hoffnungen ergaben sich besonders fur die Produkte aus der Metathese und der -
Funktionalisierung, die zusammen mit den Diaminen aus der Aminierungsreaktion als
Monomere fur Polyamide fungieren kdnnten. Dieser Ansatz lasst sich jedoch am Standort
Leuna zum jetzigen Zeitpunkt nicht realisieren. DOMO Caproleuna GmbH produziert
ausschlieB3lich Polyamid 6 auf der Basis von Caprolactam-6; eine Produktion von Polyamid
X.Y (X= Diamin, Y= Dicarbonséure), in die die Synthesebausteine Octadecendicarbonsaure
und die Diamine einflieBen konnten, existiert bisher nicht. BASF als weiteres
Standortunternehmen, das im Segment Polyamide tétig ist, betreibt ausschlie8lich eine
Compoundierung am Standort.

Fur die anderen im Projekt dargestellten Verbindungen existieren bisher am Standort Leuna
ebenfalls nur eingeschrankte oder keine Verwendungsmoglichkeiten. Nur fir DMA-Propanol
(Taminco) und raffiniertes Senfdl (Addinol) sowie bei 6konomischer Vertretbarkeit die
epoxidierten Ole (Hobum) kommt ein zukiinftiger kommerzieller Einsatz in Betracht. Es bleibt
zu klaren, inwiefern die Leuna Harze GmbH die epoxidierten Ole als Flexibilisierungsmittel in
ihre Epoxid- Formulierungen einflie3en lassen kann.
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4 Verwertung

Im folgenden Abschnitt werden die wirtschaftlichen Erfolgsaussichten nach Projektende
durch die einzelnen Projektpartner beurteilt und Angaben zur geplanten Verwertung
aufgefihrt.

4.1 Wirtschaftliche, wissenschaftliche und technische Erfolgsaussichten
nach Projektende

Fraunhofer IGB
Epoxidierende Enzyme und biochemische Epoxidierung

Am Fraunhofer IGB wurden im Zusammenhang mit diesem Verbundvorhaben geeignete
Screeningmethoden zur Identifikation epoxidierender Enzyme entwickelt und die
entsprechenden analytischen Methoden etabliert. Die Enzyme, bei denen eine hohe
Perhydrolyse-Aktivitdt nachgewiesen werden konnte, die fir die Epoxidierung notwendig ist,
sollen durch Schutzrechtsanmeldungen patentiert werden. Das Fraunhofer IGB wird diese
Schutzrechtsanmeldungen dazu nutzen, interessierten Firmen eine biokatalytische
Epoxidierung zur Verfugung zu stellen, und somit auch wirtschaftlich zu verwerten.

Bei den neuen Enzymen besteht zudem das Potential durch eine mdgliche glnstigere
Herstellung in Kombination mit einer optimierten Immobilisierungstechnik und damit
gesteigerten katalytischen Aktivitat und Stabilitat optimiert zu werden. Weiterfiihrende
Projekte zur Identifikation noch stabilerer Biokatalysatoren kénnen nach Projektende
angegangen werden.

Der vom Fraunhofer IGB entwickelte Prozess zur enzymatischen Herstellung von Epoxiden
konnte im 10 L-MafR3stab optimiert werden. Das Fraunhofer IGB hat sich mit diesen Arbeiten
in dem Bereich Scale-Up und Modellierung positioniert. Mustermengen im kg-Maf3stab
kénnen auf Basis der in diesem Projekt erzielten Erkenntnisse in Zusammenhang mit
nachfolgenden Arbeiten zur Verfiigung gestellt werden. Ein Transfer der Aufskalierung fur
andere Prozesse ist moglich, eine wirtschaftliche Verwertung somit méglich. So kénnen z. B.
Auftragsarbeiten fur Firmen durchgefiihrt werden, die die Aufskalierung von Laborsynthesen
wuinschen.

Eine Schutzrechtsanmeldung des Verfahrens ist derzeit in Arbeit. Im Allgemeinen hat der
Prozess das Potenzial fur eine wirtschaftliche Anwendung, sofern es vor allem gelingt die
Biokatalysatorkosten im  Prozess weiter zu senken. Eine entsprechende
Kostensensitivitatsanalyse wurde vom IIP durchgefihrt.

Gegenuber der auf dem Markt erhdltlichen wenigen Epoxide aus Pflanzendlen (z.B. aus
Sojabohnedl und Leindl) bedarf es jedoch noch weiterer anwendungstechnische
Charakterisierung, um einen im Produkisegment der Pflanzendlepoxide wirtschatftlich
konkurrenzfahigen Prozess zu etablieren.
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Um diesen Forschungsbedarf zu decken sollen baldméglichst weitere Férdergelder akquiriert
werden, um das Potential der Enzyme und des Verfahrens noch besser nutzen zu kénnen.
Aufgrund des erfolgreichen Abschlusses und der Arbeit wahrend des Projektes zeigten sich
mehrere Projektpartner offen flr eine neue Zusammenarbeit woraus wiederum auch
Industrieauftrage resultieren kénnten.

Produktionsstémme fiir die w-Funktionalisierung

Die Stammentwicklung eines potentiellen DCA-Produzenten wurde innerhalb des Projektes
vorangetrieben. Zudem wurden grundlagenorientierte Arbeiten vorgenommen, die fur ein
besseres Verstandnis der Genetik und der Stoffwechselwege des Fettsduremetabolismus
des ausgewahlten Stammes gefuihrt haben. Neben der Blockierung der B-Oxidation ist
zudem eine Uberaktiverung der w-Oxidation vorgesehen. Es wird daher stark angenommen,
dass die Stammentwicklung ca. 3 Jahre nach Projektende abgeschlossen sein wird.
Forschungsgelder zur Stammentwicklung sollen beantragt werden. Generell wird eine
spatere kommerzielle Verwertbarkeit der Stamme als sehr gut eingestuft. Im Rahmen des
Projektes wurden neue gentechnische Methoden zur Modifikation und analytische Methoden
entwickelt, die nachfolgend weiter in das Portfolie des Fraunhofer IGB aufgenommen
wurden, um auch Kunden aus diesem Bereich zu akquirieren.

Der vom Fraunhofer IGB entwickelte Prozess zur fermentativen Herstellung von DCA konnte
im 40 L-Bioreaktor optimiert werden. Vorangehend wurde die wirtschaftliche Verwertung des
Scale-up eines chemisch-enzymatischen Verfahrens vorgestellt. Analog dazu hat das
Fraunhofer IGB sein Portfolio auch um die Aufskalierung eines ganzzellkatalytischen
Verfahrens erweitert. Da der Technikums- oder PilotmaR3stab Vorstufen einer industriellen
Nutzung darstellen, sind vonseiten der Industrie Auftrage diesbezlglich zu erwarten, da auch
hier die Erkenntnisse flir andere ganzzellkatalytische Verfahren genutzt werden kénnen. Die
Aufskalierung bietet auch fir die Gewinnung industrieller Partner flr Forschungsprojekte
neue Erfolgsaussichten. Fir eine Beteiligung von Industrieunternehmen ist die Herstellung
von Musterproben von grofem Interesse, da die hergestellten Produkte auch ausgiebig
getestet werden sollen. Dies vereinfacht die Gewinnung dieser und erh6ht die Chance
zuklnftig eine gréRere Anzahl an Projekten initiieren zu kdnnen.

DHW

Im Rahmen des Projektes wurden alternative, einheimische Ole untersucht und daraus erste
potentielle Produkte dargestellt. Momentan erfordert eine industrielle Nutzung von Senfol
und Drachenkopf6l sowie daraus hergestellter Derivate noch weitere Grundlagenforschung.
Die Untersuchungsergebnisse aus der Projektbearbeitung zeigen, dass Produkte, wie die
Polyolester aus Senfdl, ein vielversprechendes Eigenschaftsprofil aufweisen, um sie im
Schmierstoffbereich nutzen zu konnen. Jedoch muss die Wirtschaftlichkeit zu den
petrochemisch als auch zu oleochemisch basierenden Produkten gegeben sein oder
gesetzliche Vorgaben einen Einsatz erfordern.

Vor Beginn der Markteinfihrung alternativer Produkte muss auch die einheimische
Rohstoffversorgung Uber Anbauvertrage abgesichert werden. Insbesondere fur die
Wirtschaftlichkeit ist es entscheidend, die Bereitstellungskosten der Ole (liber neue
Pflanzenziichtungen oder durch neue Anbaumethoden abzusenken. Sollte ein solches
Vorhaben beginnen, so werden Ergebnisse erst langerfristig zur Verfligung stehen.
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Hobum

Die wirtschaftlichen Erfolgsaussichten sind in erster Linie an die Rohstoffpreise der
eingesetzten Ole gebunden. Ebenso ist in einigen Fallen eine Prifung der Zulassungen
(Reach...) erforderlich.

Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende kdnnen noch
nicht abgeschéatzt werden. Gleichwohl werden die Entwicklungen der Polymersysteme im
Eigeninteresse fortgefuhrt.

Eucodis

Die innerhalb der beiden Forderperioden identifizierten Enzyme aus der Familie der Lipasen
sind fur unterschiedliche Applikationen wie die Hydrolyse, Veresterung, Umesterung oder
Epoxidierung interessant und haben demnach eine entsprechend hohe wirtschaftliche
Bedeutung flr Eucodis Bioscience.

Neben dem innovativen Einsatz bei der Epoxidierung von ungeséttigten Fettsauren ist eine
gezielte Freisetzung von Fettsauren bzw. Fettsaureestern durch Hydrolyse bzw. Umesterung
von heimischen pflanzlichen Olen in wassrigen bzw. organischen Medien bei niedrigen
Temperaturen von grofRem industriellem Interesse. Entsprechende Pflanzendlester finden als
Schmierstoffe, ,functional food“, Kosmetika oder in der Herstellung von Biopolymeren
Verwendung.

Die im Laufe des finfjahrigen Projektes umfassend charakterisierten und bis zur
Anwendungsreife entwickelten Lipasen kdnnen sowohl Kunden aus der chemischen
Industrie als auch Kunden aus der pharmazeutischen Industrie, Kosmetikindustrie und
Lebensmittelindustrie angeboten werden. So werden in der pharmazeutischen Industrie
Lipasen zur Generierung neuer Wirkstoffe eingesetzt, wahrend in der Kosmetik- und
Lebensmittelindustrie derartige Enzyme zur Herstellung von Emulgatoren sowie
strukturierten bzw. energiereduzierten Fetten dienen. Die dargestellten Ergebnisse belegen
deutlich, dass die eingesetzten neuen Lipasen gegeniiber kommerziell erhaltlichen Enzymen
wesentlich verbesserte Eigenschaften aufweisen, die fiir eine spatere industrielle Nutzung
wichtig sind. Neben der weiteren Prozessentwicklung durch die Projektpartner in diesem
Verbundprojekt findet daher eine gezielte Vermarktung der Lipasen durch Eucodis statt. Mit
dem im Projekt gewonnenen Wissen um die Eigenschaften der Lipasen kénnen diese nun
gezielt den potenziellen Kunden aus Feinchemie, Pharma und Kosmetikindustrie angeboten
werden.

In diesem Projekt werden erstmals die Vorteile der Eucodis Lipasen gegenlber den bisher
am Markt erhaltlichen Lipasen, insbesondere CalB als Referenzenzym, anschaulich und
wissenschaftlich begrindet gezeigt. Synthesewege fir neue, auf nachwachsenden
Rohstoffen basierende chemische Synthese-Bausteine sollen in Zusammenarbeit mit
Kooperationspartnern aus Industrie, aber auch aus universitaren Forschungseinrichtungen
identifiziert werden. Neben Kohlehydraten bieten sich ja wie schon in diesem Projekt
bearbeitet, insbesondere die Pflanzendle an, um hieraus solche neuen Synthesebausteine
zu generieren. Die ersten Schritte einer solchen Pflanzendl und —fett basierten
Synthesekette bestehen meist aus einer spezifischen Umesterung der Fettsauren. Gerade
fur diese Umesterung konnte im Rahmen dieses Projektes schon gezeigt werden, dass die
neuen Eucodis-Lipasen hier ein grof3es Potenzial besitzen und Vorteile gegeniber
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herkdbmmlichen chemischen Verfahren haben. Im Laufe des Projektes hat sich insbesondere
herausgestellt, dass sich die Eucodis-Lipasen hier ein grof3es Potenzial besitzen und Vorteile
gegeniber herkébmmlichen chemischen Verfahren haben. Im Laufe des Projektes hat sich
insbesondere herausgestellt, dass sich die Eucodis-Lipasen nicht nur hervorragend dazu
eignen, Methyl-Ester der Fettsauren herzustellen, sondern auch langkettige oder verzweigte
Alkohole als Substrat akzeptieren, deren Ester dann in der Pharma- und Kosmetikindustrie
als feuchtigkeitsspendende Ester bzw. technisch als Schmierstoffe und Emulgatoren
eingesetzt werden konnen. Es wird daher angestrebt, in diesen Bereichen im Rahmen
akademisch-industrieller Kooperationen solche Fettsdureester mit neuen Eigenschaften
herzustellen, die in Pharma, Kosmetik oder Feinchemie eingesetzt werden kénnen. Mit einer
Vermarktungsstrategie aufbauend auf diesen Daten kann der Zugang zu den
entsprechenden Entwicklungsabteilungen geschaffen und daher leichter neue Kunden
gewonnen werden. Erste wirtschaftliche Erfolge zeigen sich im Interesse verschiedener
Firmen aus dem Bereich Olverarbeitung fiir Lebensmittel und Kosmetik. Da die
Produktzyklen bis zur Markreife in der Kosmetik bzw. Feinchemie deutlich kirzer sind als z.
B. in der Pharma-Branche, aber auch als in der technischen Grof3produktion zum Ersatz
erddlbasierter Produkte, ist es moglich, solche Prozesse von der Entwicklung Uber
Prototypen und Pilotproduktion bis hin zur Produktion in einem Zeitraum von 3-5 Jahren

Aus der Sicht von Eucodis Bioscience kann das Projekt daher insgesamt als Erfolg gewertet
werden.

Fraunhofer ICT
Metathese

Die erzielten Ergebnisse der Untersuchungen der Metathese zeigten die prinzipielle
Machbarkeit des Verfahrens auf. Dabei wurden weitere signifikante Moglichkeiten der
Verfahrensverbesserung insbesondere in Hinblick auf eine optimierte industrielle Anwendung
offensichtlich. Diese kdnnen in Folgeprojekten bearbeitet und gemeinsam mit der Industrie
umgesetzt werden. Fir Fraunhofer besteht hier die Moglichkeit zur Verwertung in weiteren
Projekten.

Die Metathese wurde im Rahmen des Projektes erfolgreich in den 100 L Maf3stab skaliert,
hierbei konnte die technische Machbarkeit demonstriert werden. Der Verlauf der Arbeiten
zeigt, dass zum einen eine weitere Hochskalierung ohne vorhersehbare Probleme machbar
ist. Weiterhin konnten Verfahrensverbesserungen aus dem Scale-up abgeleitet werden,
welche weitere Ansétze fiur Optimierungen des Gesamtverfahrens in zuklnftigen Arbeiten
aufzeigen. Erganzt wurden die Arbeiten mit einem Proof-of-concept fur die Aufarbeitung der
Reaktionsgemische und einer Kostenbetrachtung fur das KIT, welche ebenfalls das Potential
des Verfahrens aufzeigt.

Zusatzlich ermoglichten die Arbeiten der Firma Umicore Prozesswissen fir die Anwendung
der dort hergestellten Katalysatorsysteme aufzubauen.

314



Die wirtschaftlichen Erfolgsaussichten der Metathese werden als hoch angesehen.
Notwendig ist allerdings das Aufgreifen der Arbeiten durch Hersteller der Produkte und die
Anwendung du Endanwender (z.B. Polymerhersteller). Die Arbeiten in diesem Projekt haben
hierzu grundlegende Arbeiten geleistet, welche den Grundstein fir entsprechende
Folgeprojekte oder interne Arbeiten legen.

Das hohe wirtschaftliche Potential belegt auch die Errichtung einer Anlage fur die Herstellung
entsprechender Verbindungen mittels Metathese in Asien.

Synthese von stickstoffhaltigen Verbindungen

Im Rahmen der Arbeiten konnte ein neues Katalysatorsystem gefunden werden, welches
jedoch weiterfihrender Arbeiten bedarf, um die Performance von Katalysatoren auf Basis
von Rhodium zu erreichen. Nichtsdestotrotz stellt diese Erkenntnis ein Ergebnis tber dem
Stand der Technik dar, welches interessante neue Ansatze fir wissenschaftliche Arbeiten
liefert.

Die Arbeiten des Fraunhofer ICT auf dem Gebiet der stickstoffhaltigen Verbindungen mit
Schwerpunkt der reduktiven Aminierung wurden grundlagenorientiert, mit dem Ziel der
Suche nach geeigneten Katalysatoren, sowie dem allgemeinen Verstandnis der Reaktion
angelegt und durchgefiihrt. Hierbei konnten geeignete Katalysatoren gefunden werden.
Hierauf aufbauend sind weiterfihrende Arbeiten mdglich, welche aufgrund der Art der
Reaktion auch zu wirtschaftlich relevanten Prozessen zur Herstellung von Aminen fiihren
koénnen.

InfraLeuna

Das Gesamtvorhaben verfolgte einen prozess- und produktorientierten Ansatz. Es erganzt
die Bestrebungen der InfraLeuna GmbH, eine Technologieplattform zur integrierten
Herstellung von biobasierten Produkten durch chemische und biotechnologische Verfahren
auf der Basis nachwachsender Rohstoffe am Standort Leuna zu begriinden und zu
etablieren. Erste Schritte wurden dazu bereits durch die Grindung des Fraunhofer-Zentrums
fur Chemisch-Biotechnologische Prozesse (CBP) in Leuna und die Mitarbeit der InfraLeuna
in weiteren Forschungsprojekten mit dem Schwerpunkt Entwicklung und Skalierung von
chemisch-biotechnologischen Verfahren und deren Integration in einen Industriestandort
begonnen.

Das Anliegen der InfraLeuna GmbH ist es, einen schrittweisen Umbau des Standortes Leuna
hin zu einem von fossilen und nachwachsenden Rohstoffen gleichermalien gepragten
Chemiestandort zu vollziehen. Durch die Integration der Synthesebausteinherstellung und
der Folgechemie innerhalb der weiteren Wertschépfungskette in den Produktionsverbund
kann zudem die Umstrukturierung des Produktionsstandorts weg von der petrochemischen
Massenproduktion hin zu einem Spezialchemikalien-Verbundstandort initiiert werden. Die
Erkenntnisse aus dem Projekt kénnen von der InfraLeuna dazu verwendet werden, die dazu
notwendigen Konzeptionen und Planungen fir den Wandel weiter zu verfolgen und zu
konkretisieren. Aufbauend auf der neuen Rohstoffbasis lassen sich Projekte zur weiteren
Diversifizierung des Standortes Leuna entwickeln. Standortunternehmen, die nicht am
beantragten Projekt beteiligt waren, sowie Unternehmen von auf3en kénnen so evtl. von den
Vorteilen einer Nutzung nachwachsender Rohstoffe am Standort Leuna tberzeugt werden,
so dass es mittelfristig zum Aufbau neuer Produktlinien oder zur Ansiedlung von neuen
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Firmen kommt. Dies wirde die Geschéftsbasis der InfraLeuna als Infrastruktur- und
Dienstleistungsunternehmen nachhaltig und langfristig verbreitern.

Die Erkenntnisse aus dem Projekt kdnnen von der InfraLeuna dazu verwendet werden, die
dazu notwendigen Konzeptionen und Planungen fir die oben beschriebene Entwicklung
weiter zu verfolgen und zu konkretisieren. Aufbauend auf der neuen Rohstoffbasis lassen
sich Projekte zur weiteren Diversifizierung des Standortes Leuna entwickeln.
Standortunternehmen, die nicht am beantragten Projekt beteiligt waren, sowie Unternehmen
von auf3en kénnen so evtl. von den Vorteilen einer Nutzung nachwachsender Rohstoffe am
Standort Leuna Uberzeugt werden.

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg

Die zahlreichen gewonnenen Erkenntnisse und Erfahrungen kénnen nach Projektende in
verschiedener Hinsicht genutzt werden. Beispielsweise erwies sich das entwickelte Fed-
Batch-Fermentationsverfahren als geeignet, um die verschiedenen, im Projekt relevanten
Lipasen bis zu einem Mafstab von 50 L zu produzieren. Die Ubertragbarkeit dieses
Verfahrenskonzeptes auf weitere, biotechnologisch interessante Proteine konnte bereits im
eigenen Hause nachgewiesen werden und wird auch zukinftig weiter untersucht.
Inshesondere stellten die erzielten Ergebnisse zur Lipase-Produktion im 50 L-MaRRstab der
Universitat Halle-Wittenberg die Grundlage fur die Maf3stabsvergrof3erung am Fraunhofer
CBP dar. Die daraus resultierenden Daten kdnnen den Industrie-Partnern des Konsortiums
eine Betrachtung der Wirtschaftlichkeit und eine anschlieBende Verwertung erleichtern.

Daruber hinaus tragen die Ergebnisse der verschieden Immobilisierungsstrategien zu einem
besseren Verstandnis der Vorgange und Effekte bei der kovalenten Fixierung von Lipasen
bei. Die gewonnenen Erfahrungen koénnen ebenso fir die Immobilisierung anderer
Zielproteine verwertet werden.

Eine kommerzielle Nutzung der im Projekt erhaltenen Resultate seitens der Universitat Halle-
Wittenberg ist nicht geplant.

Taminco

Die Aminbausteine, die aus Glycerin gewonnen werden, sind neue Chemikalien, die auf
klassischen petrochemischen Wegen nicht leicht zuganglich sind. In diesem Sinne gibt es
keinen vergleichbaren direkten Konkurrenten. Also gelten die neuen biologisch basierten
Verbindungen in einigen Anwendungen als Ersatz fur petrochemisch erzeugte Produkte, wie
Tenside. Sie bieten den Vorteil eines ,,grinen Etiketts", welches in verschiedenen
Marktsegmenten wichtig ist. Aminbausteine, aus Glycerin abgeleitet, kdnnen am
Chemiestandort Leuna hergestellt werden, da die notwendigen Rohstoffe (Glycerin, H,,
DMA) lokal vorhanden sind. Aus Griinden der Versorgung und Ruickfiihrung sollte die Anlage
in einen Methylamine-produzierenden Betrieb integriert werden.

Die Forschung an der Herstellung von Diaminen aus Dis&uren tber Diamide hat gezeigt,
dass dies nicht der bevorzugte Weg zur Herstellung von Diaminen ist. Daher wird Taminco in
diesem Bereich keine Aktionen mehr durchfuihren.
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Tenside fur Epoxide missen weiter entwickelt werden um die wirklichen Vorteile dieser
neuen Klasse von kationischen Tensiden einschatzen zu kénnen und um genligend Material
zur Tensidcharakterisierung und erste Anwendungstests bei einem ausgewéhlten Kunden zu
erhalten (ca. ein Jahr nach Projektende). TMA.HCI ist ebenfalls am Standort Leuna
vorhanden und epoxidierte Fettsduren konnen leicht transportiert werden. Die zusatzliche
Vewendung von TMA verbessert die Wirtschaftlichkeit und den "Verbund" der Methylamine-
Anlage am Standort Leuna.

Umicore

Fur die im Bericht genannten Metallkomplexe laufen Arbeiten zur wirtschaftlichen
Verwertung bzw. Integration. Die in diesem Projekt gewonnen Erkenntnisse zur Synthese
der Produkte eignen sich nach aktuellem Stand nicht fiir einen patentrechtlichen Schutz.

KIT

Dieses Projekt wurde vom KIT IIP aus wissenschaftlichen Zwecken durchgefiuhrt. Es werden
keine Erfindungen oder wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende verfolgt.

In direkter Nachfolge zu dem Vorhaben bieten sich weitergehende Bewertungen der
moglichen Produkte an. Vielversprechende Produkte wurden vielfach erst gegen Ende des
Projekts identifiziert und konnten daher nicht mehr tiefgehend bewertet werden.
Insbesondere hinsichtlich geeigneter Referenzen besteht hier daher weiterer
Forschungsbedarf.

Aus methodischer Sicht stellt die Entwicklung generalisierter Bewertungsansatze weiterhin
eine Herausforderung dar. Hier spielt die Balance zwischen notwendigen tiefgehenden
Analysen, und den hierflr notwendigen Daten, die in frihen Entwicklungsstadien meist noch
nicht vorliegen oder nur mit erheblichem Aufwand und Unsicherheiten geschéatzt werden
kénnen, eine grof3e Rolle. Unsicherheiten technischer und ékonomischer Parameter, aber
bisweilen auch o6kologischer Wirkungsabschatzungsmethoden, sollten vermehrt in die
Betrachtungen mit aufgenommen werden. Auch im Hinblick auf die fir insbesondere neue
Produkte und Anwendungen vielfach nicht existierenden stofflichen Referenzsystemen
fehlen noch geeignete Daten und Methoden.

Addinol
Pflanzenoélester

Gute Aussichten bestehen fir den Einsatz der Esterble auf Senfblbasis bei den
Biohydraulikblen vom Typ HEES. Dabei besteht die Moglichkeit die Viskositatsklassen 32, 46
und 68 herzustellen. Ein weiterer interessanter Anwendungsfall ist das Basisol fur
schwerentflammbare Hydraulikfluide. Der Einsatz als schwerentflammbare
Hydraulikflussigkeit erfordert die Freigabe nach dem 7. Luxemburger Bericht. Eine wichtige
Entscheidung fur den Einsatz der Pflanzendlester ist eine ausreichende Menge an den
jeweiligen Rohstoffen. Es sind dabei eine konstante Produktqualitdt und marktibliche Preise
anzustreben.
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Einsatz von Pflanzendlen

Als Verlustschmierungsmittel mit der Anwendung als Sagekettendl ist gegeben. Dabei
konnte auch Uber den moglichen Ersatz fur Rapsol nachgedacht werden. Etwas
gewdhnungsbedurftig ist der Geruch des Senféles. Im Vergleich zum bisher eingesetzten
Rapsol hebt sich der Geruch der mit Senfdl formulierten Produkte deutlich ab. Diese
Aufgabenstellung sollte allerdings I6sbar sein, z.B. durch Desodorierung. Auch hier gilt, dass
bei einer ausreichend vorhandenen Menge und Qualitat der Rohstoffe und markttbliche
Preise ein Einsatz moglich ist.

Betontrennmittel

Die von DHW vorgeschlagene Losung sollte auch bei diesem Partner hergestellt werden.
Gute Chancen werden bei der Vermarktung durch DHW und/oder Addinol gesehen.
Weiterhin besteht die Mdglichkeit das Produkt Herstellern von Baubhilfsstoffen anzubieten
Eine entscheidende Voraussetzung fur den Einsatz ist die ausreichende Menge an den
jeweiligen Rohstoffen. Weiterhin muss eine konstante Qualitat bestehen. Und auRerdem sind
marktubliche Preise anzustreben.

TLL

Aufgrund der Fettsdurezusammensetzung und daraus resultierenden Eigenschaften der
verarbeiteten Pflanzendle wird seitens der Projektpartner im Iberischen Drachenkopf und im
Koriander das grof3te Potenzial flr eine praktische Anwendung gesehen.

Stellschrauben fir einen glnstigen Erzeugermindestpreis und daraus resultierend eine
gunstige Bereitstellung der pflanzlichen Ole ergeben sich in erster Linie durch
Zichtungsmafnahmen. Hier liegt der Fokus auf dem Etablieren von Krankheitsresistenzen
und beim Drachenkopf zudem in einem festen Kornsitz. Diese Zichtungsziele allein dienen
bereits der Ertragserhthung und -stabilisierung. Aus einer Bearbeitung des Olgehaltes und
zusatzlich des Kornertrages wirden weitere Ertragsverbesserungen resultieren. Das aktuell
erkennbare Ertragspotenzial und die vorhandene Variabilitat der alternativen Olpflanzen Iasst
positive Zichtungsresultate erwarten. Allerdings bedingt der Fremdbefruchtercharakter der
einzelnen Arten Mindestlaufzeiten von 10 bis 12 Jahre fir erste zlichterische Erfolge.

Ein weiterer Beitrag zur Verbesserung der Ertragsparameter liegt in der Optimierung der
Anbauverfahren. Insbesondere Untersuchungen zu einem optimalen Pflanzenschutz
mussten folgen.

Eine Verbesserung beziiglich der Olausbeute wiirde das Pressen in einer zentralen Olmiihle
garantieren. Hier sollte dann zudem eine monetare Bewertung des Rapsextraktionsschrotes
in verschiedenen Anwendungsvarianten vorgenommen werden. Hinsichtlich eines attraktiven
Olpreises ist der Einsatz der Nebenprodukte in der Futtermittelindustrie zu favorisieren, weil
hier die hochste Wertschopfung erzielt wird. Folglich missen die Nebenprodukte von
Drachenkopf und Koriander in die Positivliste fur Futtermittel aufgenommen werden.

318



Fraunhofer CBP

Lipasen kommen als Biokalaysatoren in den verschiedensten Industriezweigen zum Einsatz,
unter anderem in der Lebensmittelindustrie zur Herstellung von Geschmacks- und
Duftstoffen, in der Abfallwirtschaft zur Bioremediation oder in der Pharmaindustrie zur
Produktion von reinen Enantiomeren [Benjamin & Pandey, 1998; Pandey et al., 1999]. Eine
der derzeit bedeutendsten Lipasen mit epoxidierenden Eigenschaften ist die Lipase CalB aus
Candida antarctica. Die rekombinante Herstellung von CalB wurde bereits mehrmals in E.
coli untersucht und optimiert [Liu et al., 1996; Larsen et al., 2008]. Jedoch liegt hier das
Enzym vor allem in Inclusion Bodies vor. Weitaus erfolgreicher ist die Expression von CalB in
P. pastoris [Vadhana et al., 2013; Samuel et al., 2013; Yang et al., 2013]. Da die Expression
in P. pastoris mit einer Methanolinduktion einhergeht und damit besonderen Bau- und
Sicherheitsregulierungen unterliegt, ist ein Markt flr die Produktion in E. coli-Systemen
gegeben.

Die durch den Projektpartner Eucodis identifizierten Lipasen innerhalb der ersten
Projektphase, welche in E. coli exprimiert werden, kénnten nicht nur den Markt erweitern
sondern die bisher genutzten Enzyme durch bessere katalytische Eigenschaften ablosen.
Dem Fraunhofer CBP gelang es, verschiedene Lipasen bis in den 1 m3-Maf3stab zu
produzieren. Die Fermentationen verliefen unproblematisch und lieferten in Bezug auf die
Biomasse und den Substratverbrauch reproduzierbare Ergebnisse. Die Ubertragung der
Aufarbeitungsverfahren war dagegen mit einigen Schwierigkeiten verbunden. Hier sind
weiterfuhrende Optimierungen notwendig, um die Wirtschaftlichkeit des Prozesses zu
steigern und hoéhere Ausbeuten zu erzielen. In Frage kommen zum Beispiel die Fallung
mittels Polyethylenimin zur Abtrennung von negativ geladenen Makromolekilen oder eine
stufenweise und somit spezifischere Fallung mit Hilfe von Ammoniumsulfat, welche nicht nur
zur Aufkonzentrierung dient. Zum anderen ist es wichtig, eine Alternative zur Trennung
mittels Separator zu finden. Kleine Zelltrimmer kdnnen mit dieser Methode nicht effizient
entfernt werden. In der Universitat Halle erwies sich zum Beispiel eine Réhrenzentrifuge als
sinnvoll. Auch Filtrationssysteme kdnnten in Betracht gezogen werden, wobei hier auf ein
Verblocken der Membran geachtet werden muss. So stehen am Fraunhofer CBP
beispielsweise Mikro- und Ultrafiltrationssysteme sowie ein  Trommelzellenfilter zur
Verfuigung, die bisher fur diese Anwendungen nicht getestet werden konnten. Bei der Lipase
ELO70 muss insbesondere die Ammoniumsulfat-Féallung optimiert werden. Zum einen
beziglich der eingesetzten Konzentrationen von gesattigter Ammoniumsulfat-ldsung, zum
anderen wie bei der ELO12 hinsichtlich einer stufenweise und somit spezifischere Fallung.
Fur die Optimierung der Aufarbeitungsprozesse beider Lipasen muss mit mindestens ein
Jahr Arbeit gerechnet werden.

Lipasen kdnnen je nach Reaktionsbedingungen verschiedene Reaktionen katalysieren, wie
zum Beispiel die Hydrolyse von Triglyceriden, Ver- und Umesterungen, Alkohollyse und
Acidolyse. Eine weitere Reaktion, bei denen Lipasen zum Einsatz kommen konnen, ist die
chemo-enzymatische Epoxidierung. Die Veresterung konnte am Fraunhofer CBP erfolgreich
im 10 L-Mafstab durchgefiihrt werden. Bevor diese Reaktion weiter in den industriellen
Malstab skaliert wird, sind Untersuchungen zu verschiedenen Rihrersystemen notwendig
(Dauer ca. 3 Monate), um eine optimale enzymatisch katalysierte Veresterungsreaktion
sicherzustellen. Im Gegensatz zur Veresterung konnte die Umesterung nicht erfolgreich im
10 L-MalRstab gezeigt werden. Da es durch die Bildung von Wasser bei der Reaktion zur
Ablagerung der Lipase kam sind Folgeexperimente notwendig. Um eine optimale
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enzymatisch katalysierte Veresterungsreaktion sicherzustellen, sollte eine weiterfihrende
Prozessoptimierung Untersuchungen zu verschiedenen Rihrersystemen beinhalten.
Weiterhin kénnte an einem System gearbeitet werden, bei dem das Nebenprodukt Wasser
kontinuierlich wahrend der Reaktion abgefiihrt wird. Diese Untersuchungen kdnnten in etwa
einem Jahr abgeschlossen sein.

Die biochemische Epoxidierung von Pflanzenélen und Fettsauren konnte am Fraunhofer IGB
bis in einen MafRstab von 10 L erfolgreich etabliert werden. Eine Ubertragbarkeit an die
verfugbaren Anlagen am Fraunhofer CBP konnte somit tUber das Projektende hinaus
erfolgen.

4.2 Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit
Fraunhofer IGB

Es konnten geeignete Sc