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Enzimska proizvodnja estara fenolnih kiselina

1ZvVOD

Fenolne kiseline su sekundarni metaboliti biljaka i kao takve ¢ine deo svakodnevne
c¢ovekove ishrane. Poznato je da ova jedinjenja poseduju niz fizioloskih svojstava koja ih
¢ine atraktivnim u nau¢nom svetu, medu kojima je antioksidativna aktivnost najbolje
ispitana. Ovi prirodni antioksidansi jo§ viSe dobijaju na znacaju zbog indikacija da
razgradnjom komercijalnih sintetskih antioksidanasa nastaju kancerogena jedinjenja.
Medutim, zbog hidrofilne prirode njihova efikasnost u nepolarnim sredinama je
ograniCena, a lipofilizacija esterifikacijom je jedan od nacina da se ovaj problem
prevazide. Enzimska sinteza fenolnih estara predstavlja ekoloski prihvatljiv nacin sinteze
estara, a sami proizvodi dobijeni na ovaj nain spadaju u zelene proizvode, Sto je od
izuzetnog znacaja kod proizvodnje namirnica namenjenih za ljudsku upotrebu. Kako bi
enzimska sinteza estara bila konkurentna hemijskoj, odnosno kako bi se sintetisale velike
koli¢ine estra uz male utroske enzima, neophodno je izvrSiti optimizaciju kljucnih
reakcionih parametara (koncentracije enzima i supstrata, temperature, intenziteta meSanja
ireakcionog vremena), §to je bio i cilj ove disertacije. Pre svega pristupilo se pronalazenju
adekvatnog biokatalizatora, koji bi sintetisao fenolne estre u visokom prinosu. Ispitani su
komercijalni imobilisani preparati lipaze B iz Candida antarctica i lipaze iz Rhizomucor
miehei, Novozyme 435 i Lipozyme RM IM, redom, kao i nekoliko lipaza izolovanih i
precis¢enih na Katedri za Biohemijsko inZenjerstvo i biotehnologiju. Od ispitanih enzima,
Novozyme 435 se pokazao kao superioran u sintezi svih sintetisanih estara. U nastavku
je pokazano da specificnost ovog preparata zavisi od strukture fenolne kiseline 1 da
najveci afinitet pokazuje prema fenolnim kiselinama sa zasi¢enim bo¢nim nizom, p-
hidroksifenilpropionskom i dihidrokafenom kiselinom. Dvostruka veza konjugovana sa
aromati¢nim prstenom kod cimetne kiseline, dovela je do blagog pada prinosa reakcije,
dok je uvodenje elektron donorskih grupa u para polozaj prouzrokovalo drasti¢an pad u
ostvarenim prinosima. Utvrdeno je da je elektronski efekat inhibicije dominantan u
odnosu na sterni. S duge strane pokazano je da afinitet Novozyme 435 prema razli¢itim
alifati¢énim acil akceptorima zavisi od strukture acil donora, i da generalno s porastom
broja C atoma acil akceptora prinos reakcije opada, a isto vazi i za antioksidativhu

aktivnost sintetisanih estara. Nepolarni izooktan se pokazao kao najbolji reakcioni



medijum nezavisno od sintetisanog estra. Optimizacijom procesnih parametara postignuti
su visoki stepeni konverzije sintetisanih estara (etil- i oleil-cinamata i etil-ferulata)
~100%. Pored stepena konverzije proces sinteze fenolnih estara je optimizovan i sa
aspekta produktivnosti kada su kao odzivi praéeni prinos proizvoda (mmol/dm3) i
specificna aktivnost esterifikacije (IU/g) ¢ime se omogucuje postizanje $to vecih
koncentracija proizvoda uz minimalni utroSak enzima i vremena. Pokazano je da se
optimalne vrednosti procesnih parametara dosta razlikuju za razlicite odzive. Kako bi se
omogucilo povecanje razmera procesa, u nastavku je razvijen i optimizovan reaktorski
sistem sa fluidizovanim slojem koji je uspe$no implementiran u sintezi etil-cinamata
koriS¢enoj kao model reakciji sinteze estara fenolnih kiselina. Odredeni su i odgovarajuci
kineti¢ki modeli sinteze etil-cinamata u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem i Sarznom
bioreaktoru. Pokazano je da se reakcija odvija po ping-pong bi bi mehanizmu i da se u
Sarznom bioreaktoru javlja inhibicija etanolom. Hidrodinamicki proradun u oba
bioreaktorska sistema pokazao je da je reakcija kineti¢ki kontrolisana, odnosno da su
dobijeni modeli validni. Dalje povecanje ekonomic¢nosti postupka sinteze fenolnih estara
omoguceno je razvojem sopstvenog imobilisanog preparata lipaze B. Kao nosa¢ za
imobilizaciju koris¢en je metakaolin, jeftin i veoma dostupan materijal. Nakon
optimizovanja procesa imobilizacije (pH 1 jonske jacine rastvora za imobilizaciju,
koncentracije enzima i vremena imobilizacije), pokazalo se da je 10 mmol/dm?® acetatni
pufer pH 5 optimalan za adsorpciju lipaze B na metakaolin. Dobijeni imobilizat je
uspeSno implementiran u sintezi estara fenolnih kiselina, pri ¢emu je sa p-
hidroksifenilpropionskom kiselinom dobijen stepen konverzije od gotovo 100% pri

koncentraciji enzima od 8 mg/cm?.
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Enzymatic synthesis of phenolic acid esters
ABSTRACT

As secondary plant metabolites phenolic acids are common components of daily human
diet. It is well established that these compounds have several physiological activities,
amongst which the antioxidant activity is the most studied one. Indications that
degradation of commercial synthetic antioxidants leads to formation of toxic and
carcinogenic compounds have made phenolic compounds even more attractive.
Nevertheless, their hydrophilic nature limits their efficiency in non polar environments.
One of the ways to overcome this obstacle is lipophilization of these compounds via
esterification. Enzymatic synthesis seems to be eco-friendly way of producing lipophilic
phenols, and the products obtained on this way are considered as green which is of utter
importance for the products intended for human consumption. For enzymatic synthesis to
prevail over the chemical synthesis, the process has to be efficient i.e. high ester yields
should be produced using minimal amounts of enzyme. In order to achieve this it is
necessary to optimize key process parameters (enzyme and substrate concentrations,
temperature, mixing intensity and reaction time), that was set as the main goal of this
thesis. The first aim was to find adequate biocatalyst which would synthesize phenolic
esters with high yields. Commercial immobilized preparations of lipase B from Candida
antarctica and lipase from Rhizomucor miehei, Novozyme 435 and Lipozyme RM IM,
respectively, were tested along with several lipases isolated at the Department of
Biochemical Engineering and Biotechnology, University of Belgrade. Amongst all tested
enzymes, Novozyme 435 was proved as the superior biocatalyst for all synthesized esters.
Further, it was shown that specificity of Novozyme 435 towards phenolic acids was
highly dependent upon their structure. The highest conversions were achieved with p-
hydroxyphenyl propionic and dihydrocaffeic acids, which both have saturated side chain.
Double bond conjugated with aromatic ring of cinnamic acid caused slight decline in
achieved conversions. Further, the introduction of electron donating groups in para
position led to serious decline in achieved conversions. It was concluded that this
inhibition was consequence of both electron and steric effects, with electron effect being
the dominant one. On the other hand, the affinity of Novozyme 435 towards alcohols
depended on the structure of acyl donor, but it can be concluded that an increase in alcohol

chain length caused decline in conversion yields. The same trend was noticed for the



antioxidant activity of synthesized esters. Non polar isooctane was proved to be the
adequate reaction medium for all synthesized esters. Optimization of process parameters
resulted in high conversions within the esterification reactions. Process optimization was
also conducted with the respect of process productivity, when product yield and specific
esterification activity were used as the process outputs, which enabled high eater yields
with minimal enzyme and time consumption. In order to assay large scale enzymatic
synthesis of phenolic esters, a bioreactor with fluidized bed was designed and operating
conditions were optimized using ethyl cinnamate synthesis as a model reaction. For the
same purpose kinetic models of the ethyl cinnamate synthesis were obtained in both
fluidized bed and batch bioreactor, and it was shown that the reaction followed ping pong
bi bi mechanism, where inhibition with the excess of alcohol occurred only in the batch
bioreactor. Hydrodynamic calculations showed that the reaction occurred without any
mass transfer limitations. Further improvement of process efficiency was achieved with
the development of new immobilized lipase preparation. Metakaolin, cheap and easily
obtainable material, was used as the immobilization carrier. It was shown that
immobilized preparation obtained under optimized conditions could be adequate
alternative for Novozyme 435 in the synthesis of some phenolic esters. The highest
conversions of approximately 100% were achieved with p-hydroxyphenyl propionic acid

with enzyme concentration of 8 mg/cm?.

Keywords: phenolic acid, lipase B, immobilization, esterification , antioxidants,
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1 Uvod

Interes za razvojem enzimskih procesa sinteze prirodnih antioksidanasa proizaSao je
iz sve vece svesti potrosaca o nezeljenim efektima vesStackih dodataka hrani, kao 1 sve
strozih zakonskih mera koje reguliSu njihovu primenu. Naime, dodatkom antioksidanasa
hrani i kozmetickim preparatima povecava se rok trajanja ovih proizvoda, jer se spre¢ava
autokataliticka oksidacija mono- i polinezasi¢enih masnih kiselina koje ulaze u njihov
sastav. U ove svrhe su do sada uglavnom kori$¢eni hemijskim putem sintetisani
antioksidansi (butilhidroksianizol, butilhidroksitoluen, i terc-butilhidrohinon), medutim,
implikacije da kao proizvodi njihove razgradnje nastaju toksi¢ne i kancerogene materije,
dovele su do potrebe za pronalaskom adekvatne zamene u vidu prirodnih lipofilnih
antioksidanasa. Kao moguca alternativa sintetskim antioksidansima namecu se fenolna
jedinjenja koja se smatraju odgovornim za antioksidativno delovanje biljnih ekstrakata
[1]. U poslednjih nekoliko godina ova jedinjenja zaokupljuju sve vecu paznju nauc¢ne
javnosti, kako zbog niza fizioloskih dejstava (antimikrobna, antikancerogena,
antiimflamatorna, antikoagulaciona), tako i zbog pozitivnog uticaja na kvalitet proizvoda,
poput boje i arome [2]. Medutim, i pored niza prednosti fenolnih jedinjenja u poredenju
sa sintetiCkim antioksidansima, hidrofilna priroda ih ¢ini nepogodnim za koriS¢enje u
uljanim formulacijama 1 emulzijama, ograni¢avaju¢i tako njihovu upotrebu u
kozmetickim i prehrambenim proizvodima. S druge strane, lipofilni estri fenolnih kiselina
zadovoljavaju sve preduslove za koriS¢enje u takvim proizvodima. Naime, uvodenjem
alifaticnog bocnog niza esterifikacijom fenolnih kiselina povecava se njithova
rastvorljivost u nepolarnim sredinama, a samim tim i mogucnost njihove primene u
industriji hrane, kozmetickoj, kao 1 farmaceutskoj industriji. Proizvodnja estara na
industrijskom nivou oslanja se na hemijsku sintezu, koja se zasniva na primeni kiselih
katalizatora. U manjoj meri estri se proizvode enzimskom sintezom i ekstrakcijom iz
biljaka [3]. Sinteza estara hemijskom metodom ima nekoliko znacajnih nedostataka:
neselektivnost reakcije koja dovodi do stvaranja velikog broja neZeljenih proizvoda,
toksicnost nekih sporednih proizvoda za zivotnu sredinu, primena koncentrovanih
kiselina Sto komplikuje rukovanje reaktantima i dovodi do povecanih tro§kova za opremu
zbog korozivnog dejstva. Nedostaci hemijski katalizovane sinteze mogu se prevazici

koriS¢enjem enzimskih procesa, zahvaljujuéi velikoj specificnosti i aktivnosti enzima pod



blagim procesnim uslovima. Jo$ jedna od prednosti primene enzimskih procesa u sintezi
estara je da se estri dobijeni na ovaj naCin svrstavaju u prirodne proizvode, a sam postupak
sinteze spada u "zelene” postupke [3]. Medutim, iako je svetsko trziSte enzima u 2010.
godini iznosilo 5,8 milijardi $ od ¢ega 3,3 milijarde $ odlazi na industrijske enzime [4] i
dalje je nedovoljna primena enzima u nekim industrijskim procesima sinteze estara.

Razlog je kompleksnost enzimske sinteze estara koja zavisi od velikog broja
reakcionih uslova ¢ime je otezano optimizovanje reakcije, ali i od cene samog enzimskog
preparata. Naime udeo cene enzima u ukupnim troskovima procesa zavisi od broja
upotrebe enzimskog preparata i produktivnosti procesa izrazene kroz kg dobijenog
proizvoda i kg upotrebljenog biokatalizatora, i krece se od svega 0,1 $/kg do vise stotina
$/kg [4]. 1z ovih podataka se vidi da enzimska sinteza moze da bude konkurentna
klasi¢nim hemijskim postupcima, ali da estar treba da bude sintetisan u velikom prinosu
uz §to manji utroSak skupih enzimskih preparata pod optimalnim reakcionim uslovima.
Imperativ razvoja enzimske sinteze estara fenolnih kiselina nalazi se u pronalazenju
jeftinijih imobilisanih biokatalizatora i razvoju kontinulanih procesa ¢ime bi se povecala
efikasnost iskoriS¢enja imobilisanih biokatalizatora, $to je i postavljeno za cilj ove
doktorske disertacije.

Kako bi se ostvario ovaj cilj, neophodno je pronaci odgovarajuci biokatalizator koji
¢e efikasno da sintetiSe fenolne estre, pa ¢e prvi zadatak ove disertacije biti pronalazenje
odgovarajuce lipaze i1 utvrdivanje njene specifi¢nosti prema fenolnim kiselinama. Za
izabrane fizioloski aktivne kiseline, cimetnu i ferulnu, bice ispitan i uticaj razlicitih acil
akceptora na prinos reakcije esterifikacije, kao i antioksidativna aktivnost sintetisanih
estara. U nastavku ¢e biti analizirano nekoliko aspekata poboljSanja efikasnosti enzimski
katalizovane sinteze izabranih lipofilnih antioksidanasa optimizacijom klju¢nih procesnih
parametara (koncentracije enzima, koncentracije supstrata, temperature, izbor reakcionog
medijuma), izborom reaktorskog sistema kao i razvojem novih imobilisanih preparata

koji ¢e omoguciti smanjenje cene procesa.



2 TEORIJSKI DEO
2.1 Slobodni radikali i antioksidansi

Slobodni radikali i oksidansi imaju dvostruku ulogu u organizmu, jer mogu
istovremeno da budu i $tetni i korisni za telo [5]. Naime, odredena koli¢ina slobodnih
radikala se u organizmu kontinualno formira kao nus-proizvod ¢elijskog metabolizma i u
niskim koncentracijama ucestvuje u nekoliko fizioloSkih procesa ukljucujuéi fosforilaciju
proteina, aktivaciju transkripcionog faktora, imunitet c¢elija, odbranu c¢elija od
mikroorganizama itd. [6]. Medutim, ukoliko se u telu nade veca koncentracija slobodnih
radikala, pre svega reaktivnih vrsta kiseonika (ROS —reactive oxygen species), dolazi do
njihove akumulacije i stanja koje se naziva oksidativni stres. Ovaj proces igra glavnu
ulogu u razvoju velikog broja hronicnih 1 degenerativnih oboljenja poput raka,
autoimunih poremecaja, starenja, katarakte, reumatoidnog artritisa, kardiovaskularnih i
neurodegenerativnih bolesti (slika 2.1) [5].

Pod pojmom slobodni radikal se smatra bilo koja vrsta koja moze samostalno da
postoji, a da poseduje jedan ili viSe nesparenih elektrona, pri cemu je nespareni elektron
sam u orbitali [7]. Najvaznije slobodnoradikalske vrste koje ucestvuju u ostecenju lipida,
proteina i molekula DNK i time dovode do razli¢itih oboljenja su: hidroksil radikal (OH"),
superoksid anjon radikal (O2™), azot-monoksidni radikal (NO"), azot-dioksidni radikal
(NO2"), peroksil radikal (RO2") i lipidni peroksil radikal (LO2"). Pored slobodnih radikala
i tzv. oksidansi, odnosno oksidaciona sredstva koja lako prelaze u slobodne radikale u
organizmu mogu biti uzroc¢nici oksidativnog stresa. U ova jedinjenja spadaju: vodonik-
peroksid (H202), ozon (Os), singletni kiseonik (*02), hipohlorna kiselina (HOCI),
azotasta kiselina (HNOy), peroksinitrit (ONOO") azot(l11)-oksid (N20s), lipid peroksid
(LOOH) [5, 8].

Nastanak slobodnih radikala 1 oksidansa u ¢elijama odvija se putem dva mehanizma:
enzimskog i neenzimskog. Enzimske reakcije tokom kojih nastaju slobodni radikali
ukljucuju reakcije vezane za lanac disanja, fagocitozu, sintezu prostaglandina 1 sistem
citohroma P450 [5]. Slobodni radikali koji u organizmu nastaju neenzimskim putem
takode mogu biti vezani za oksidativnu fosforilaciju u mitohondrijama. Formiraju se u

reakcijama kiseonika i organskih jedinjenja ili jonizuju¢im reakcijama [5].
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Slika 2.1. Antioksidansi/oksidativni stres i zdravstveni problemi koji nastaju kao posledica
oksidativnog stresa [6].

Prema mestu nastanka slobodni radikali mogu biti endogeni i egzogeni. Endogeni
slobodni radikali nastaju u organizmu i posledica su upala, mentalnog stresa,
prekomernog vezbanja itd. Egzogeni slobodni radikali posledica su zagadenja vode i
vazduha, dima cigareta, alkohola, radijacije itd. [5, 9].

Reaktivnost slobodnih radikala se znacajno razlikuje, pa tako O2" i NO" mogu
direktno da reaguju sa malim brojem molekula u ljudskom organizmu, dok hidroksil
radikal moze da reaguje sa bilo kojim biomolekulom, pa se zato smatra najreaktivnijim
od svih slobodnih radikala in vivo [5, 7]. Kada se formira in vivo, ovaj radikal reaguje na
mestu svog nastanka, odnosno unutar malog radijusa od mesta produkcije [7, 10].
Hidroksil radikal se u ¢elijama stvara kada postoje uslovi za Haber-Vajsovu ili Fentonovu
reakciju [10, 11].

Ljudski organizam se protiv oksidativnog stresa bori pomocu antioksidanasa, koji
mogu da budu proizvedeni in situ i predstavljaju endogene antioksidanse, ili mogu da se
u organizam unesu putem hrane i suplementa kao egzogeni antioksidansi. Najsire

prihvacenu definiciju bioloskih antioksidanasa dao je Halivel, prema kojoj su



antioksidansi: "supstance koje prisutne u malim koncentracijama u odnosu na supstrat
(biomolekul) koji se oksiduje, znafajno usporavaju ili spreCavaju oksidaciju tog
supstrata” [12]. Postoji vise mehanizama prema kojima antioksidansi vrse svoju zastitnu
funkciju protiv slobodnih radikala, a koji ukljucuju: ,hvatanje slobodnih radikala,
kompleksiranje jona metala ¢ime se spre¢ava njihova katalitiCka funkcija u procesima
razgradnje lipidnih vodonik-peroksida i nastanka slobodnih radikala, razgradnju
hidroperoksida lipida, spreCavanje dejstva singletnih kiseonika, inhibiciju odredenih
enzima, itd.

Uloga antioksidanasa je da neutraliu viSak slobodnih radikala, Stite¢i tako ¢elije od
njihovih negativnih efekata i doprinoseci tako prevenciji bolesti [5]. Zahvaljujuéi sve
vecoj svesti potrosaca o ulozi oksidativnog stresa u razvoju velikog broja bolesti, raste
potreba za konzumiranjem hrane bogate antioksidansima, odnosno unosom egzogenih
antioksidanasa. Naime, postoje indikacije da se sa unosom hrane bogate antioksidansima
smanjuje rizik od dovodenja organizma u stanje oksidativnog stresa [6, 13]. Procenjeno
je da prosecna ¢ovekova ishrana sadrzi 25 000 bioaktivnih jedinjenja koja mogu da uti¢u
na stepen razvoja razliCitih oboljenja. Antioksidanasa najviSe ima u vocéu i povréu,
Zitaricama, orasastim plodovima, mahunarkama itd. U ovom trenutku procenjeno je da se
3100 antioksidanasa nalazi u namirnicama poput sokova, zacina, razli¢itog bilja i drugih
suplemenata koji se redovno konzumiraju od strane razli¢itih kultura [13]. Jednu od

najvaznijih klasa prvorodnih antioksidanasa ¢ine fenolna jedinjenja.

2.2 Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja predstavljaju heterogenu grupu sekundarnih metabolita biljaka, Sto
ih ¢ini Siroko rasprostranjenim u biljnom svetu. Funkcija fenolnih jedinjenja u biljnim
organizmima nije do kraja razjaSnjena, ali se zna da deluju kao antioksidansi,
antimikrobni agensi, fotoreceptori, ucestvuju u zastiti biljnih tkiva od prekomernog UV-
zraCenja, a predstavljaju i deo odbrambenog mehanizma protiv patogena [14]. Ova
jedinjenja ¢ine deo svakodnevne covekove ishrane, posto se nalaze u bobicastom vocu,
jabukama, kafi, zelenom c¢aju, crnom vinu, zac¢inskom bilju itd. Unos dovoljne koli¢ine
fenolnih kiselina, preko namirnica biljnog porekla, ima znacajnu ulogu u zastiti

organizma od Stetnog oksidativnog stresa.



Poslednje dve decenije interesovanje za fenolnim jedinjenjima je u konstantnom
porastu zahvaljuju¢i tzv. , Francuskom paradoksu“. Naime, iako su Francuzi skloni
pusenju i hrani sa visokim sadrzajem masti, statistike pokazuju da znatno rede oboljevaju
od sréanih bolesti u poredenju sa dugima nacijama iz severne i zapadne Evrope, npr.
Britancima i Nemcima. NajceS¢e koriS¢eno objasnjenje za postojanje ovakvog fenomena
nalazi se u ¢injenici da Francuzi konzumiraju vece koli¢ine crnog vina, bogatog fenolnim
jedinjenjima, koja ih na neki nacin stite od sréanih bolesti [1]. Ispitivanja su pokazala da
fenolna jedinjenja poseduju niz fizioloSkih svojstava: antioksidativno, antimikrobno,
antiinflamatorno, antialergeno, antikancerogeno, takode je dokazano da imaju inhibitorno
dejstvo prema fosfolipazi Az, ciklooksigenazi [15-20]. Ipak, antioksidativna aktivnost
fenolnih jedinjenja tema je velikog broja nau¢nih radova i verovatno je najdetaljnije
ispitano svojstvo ovih jedinjenja.

Pod pojmom fenolna jedinjenja podrazumeva se grupa od priblizno 8000 jedinjenja,
koja u svojoj strukturi sadrze barem jedan fenol (aromatican prsten sa barem jednom
hidroksilnom grupom) [1, 11]. Prema broju fenolnih jedinica dele na: polifenole,
jedinjenja koja sadrze vise od jednog fenola u svojoj strukturi, i fenolne kiseline, jedinjena
koja sadrze jedan fenol. Polifenoli se dalje dele na flavonoide, stilbene i tanine [1].

Kada se govori o fenolnim jedinjenjima u hrani uglavnom se misli na flavonoide, jer
oni predstavljaju oko dve trec¢ine ukupnih dijetetskih fenola. Medutim, fenolne kiseline
¢ine gotovo celu preostalu treéinu, pa je interesovanje za ovom grupom jedinjenja koja
pokazuju niz fizioloSkih svojstava u stalnom porastu. Zbog velike rasprostranjenosti u
biljnom svetu, fenolne kiseline ¢ine deo svakodnevne ¢ovekove ishrane i procenjeno je
da se dnevno unese 25 mg-1 g ovih jedinjenja zavisno od tipa ishrane (voce, povrce, Caj,
kafa, zacini) [21].

Pojam fenolna kiselina generalno predstavlja fenolno jedinjenje koje ima barem jednu
karboksilnu funkcionalnu grupu. Medutim, kada se govori o fenolnim kiselinama kao
sekundarnim metabolitima biljaka, misli se na odredenu grupu organskih kiselina koje se
dalje prema svojoj strukturi dele na: derivate benzoeve i derivate cimetne Kiseline (Slika
2.2) [21]. Obe grupe jedinjenja sastoje se od fenolnog jezgra i bocnog niza koji sadrzi
jedan (derivati benzoeve kiseline) ili tri (derivati cimetne kiseline) ugljenikova atoma.
Pored pomenutih kiselina u ovu grupu jednostavnih fenolnih jedinjenja spadaju i

odgovaraju¢i aldehidi. Derivati cimetne kiseline su u prirodi viSe rasprostranjeni, pa se



tako kafena, p-kumarinska i ferulna kiselina nalaze u gotovo svim biljkama, dok se ostale

fenolne Kiseline vezuju za specifi¢ne biljne izvore.
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a) Derivati benzoeve kiseline b) Derivati cimetne kiseline
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p-hidroksibenzoeva p-kumarinska
o H OH H o H OH H
kiselina kiselina

Protokatehinska
H OH OH Kafena kiselina H OH OH

kiselina
Vanilinska kiselina CH3; OH H Ferulna kiselina CHs; OH H
o o Sinapinska
Siringinska kiselina CHz OH CHs o CHs OH CHs
kiselina

Galna kiselina OH OH OH

Slika 2.2. Struktura fenolnih kiselina: (a) derivati benzoeve kiseline i (b) derivati cimetne kiseline.

Postoje dva mehanizma kojima fenolne kiseline inaktiviraju slobodne radikale [1, 22]:
e transfer atoma vodonika (HAT- hydrogen atom transfer) (slika 2.3).
ArOH +R'-ArO+ RH

R+ —= RH+

A A

Slika 2.3. Sematski prikaz nastanka fenoksil radikala HAT mehanizmom.



Ukoliko se inhibicija slobodnih radikala odigrava prema ovom mehanizmu, kao
proizvodi nastaju bezopasni RH i oksidovani fenoksil radikal. Stabilnost nastalog fenoksil
radikala direktno je povezana sa antioksidativnom efikasnoSc¢u polazne fenolne kiseline.
Zapravo, §to je nastali fenoksil radikal stabilniji, to je odgovarajuca fenolna kiselina bolji
antioksidans. Stabilnost nastalog fenoksil radikala posledica je delokalizacije nesparenog
elektrona preko tri ugljenikova atoma aromati¢nog prstena, i delimi¢no atoma kiseonika,

uz postojanje vise rezonantnih formi (slika 2.4) [1].

o) 0 0 0 |
= CH’ X

Slika 2.4. Stabilizacija fenoksil radikala

OH

Postojanje i1 polozaj supstituenata na prstenu uti¢e na stabilnost nastalog fenoksil
radikala preko rezonantnog i induktivnog efekta, pa je stoga antioksidativna aktivnost
fenolnih kiselina u direktnoj vezi sa njihovom strukturom. Najbitniji parametar prilikom
evaluacije antioksidativne aktivnosti jedinjenja predstavlja energija disocijacije O-H
veze, naime s opadanjem vrednosti ove energije, dolazi do lakSeg otpustanja vodonika, a
samim tim i do porasta antioksidativne aktivnosti jedinjenja [1].

e transfer jednog elektrona (ET-electron transfer) (slika 2.5).

ArOH +R'>ArO"+ R

H—O HO

DS ©
\Ar \AI'

Slika 2.5. Sematski prikaz nastanka fenoksil radikala ET mehanizmom.

Prema drugom mehanizmu fenolne kiseline se ponasaju kao donori elektrona i kao
proizvod nastaje pozitivno naelektrisan fenoksil radikal. Stabilnost nastalog radikala kao
1 u prvom mehanizmu zavisi od poloZaja i prirode supstituenata na prstenu. U ovom

slucaju vrednost jonizacionog potencijala odreduje antioksidativnu aktivnost jedinjenja

[1].



Postoji jo§ jedan antioksidativni mehanizam koji se povezuje sa fenolnim
jedinjenjima, medutim on je karakteristican za polifenole i zasniva se na njihovoj
sposobnosti da heliraju prelazne metale, sprecavajuéi ih na taj nacin da ucestvuju u
reakcijama u kojim nastaju slobodni radikali, poput Fentonove reakcije [1].

Odredivanje antioksidativne aktivnosti fenolnih kiselina najée$ce se izvodi pomocu
standardne spektrofotometrijske metode inhibicije stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
ili DPPH" radikala. Kao $to je ve¢ pomenuto inhibicija ovog radikala moze da se odvija
prema dva mehanizma (Slika 2.6), a koji ¢e biti dominantan zavisi od prirode rastvaraca
1 od redoks potencijala vrsta koje ucestvuju. Vecina derivata cimetne kiseline u metanolu
i etanolu sa slobodnim radikalima reaguje po mehanizmu prenosa elektrona. Problem koji
se javlja u literaturi je taj Sto fenoli sa ROO" ne reaguju po istom mehanizmu kao sa
DPPH’, pa se njihova antioksidativna aktivnost ne moze ekstrapolirati iz rezultata

dobijenih DPPH testom [23].
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Slika 2.6. Sematski prikaz reakcije fenola i slobodnih radikala [23].

Pokazano je da polifenoli pokazuju bolja antioksidativna svojstva od odgovarajuc¢ih
monofenola, kao i da uvodenje druge hidroksilne grupe u orto i para polozaj znacajno
povecava ovu aktivnost, jer dolazi do dodatne rezonantne stabilnosti fenoksil radikala
formiranjem o-i p-hinona [24]. Generalno, prisustvo elektron donorskih grupa u orto
polozaju, stabilizuje nastali fenoksil radikal [24]. Tako ferulna kiselina, koja ima metoksi
grupu u orto polozaju, ima veci antioksidativni potencijal od p-kumarinske kiseline, a

vanilinska od p-hidroksibenzoeve kiseline. Takode, uvodenje dodatne metoksi grupe u



orto polozaju dovodi do povecanja antioksidativne aktivnosti, pa je sinapinska Kiselina
jace antioksidativno sredstvo od ferulne, a siringinska od vanilinske [25]. S druge strane,
kafena kiselina koja ima hidroksilnu grupu u orto polozaju je efikasniji antioksidans od
ferulne kiseline [26, 27].

Antioksidativni kapacitet derivata cimetne kiseline veci je u odnosu na odgovarajuce
derivate p-hidroksibenzoeve kiseline. Generalno se ovakvo ponaSanje objaSnjava
uticajem rezonantnog efekta konjugovane dvostruke veze u bo¢nom lancu na povecéanje
stabilnosti fenoksil radikala, a time i antioksidativnih osobina ove grupe jedinjenja (slika
2.7). Derivati p-hidroksibenzoeve kiseline teZe otpustaju vodonikov atom iz hidroksilnih
grupa i prelaze u fenoksil radikal, zbog prisustva elektronakceptorske karboksilne grupe
na prstenu [28]. Neki autori se ne slaZu sa prethodnom pretpostavkom, pa tako Cen istice
da je posedovanje etilenskog bo¢nog lanaca na prstenu, faktor koji nema bitan uticaj na
antiradikalski potencijal jedinjenja [27]. Silva i saradnici publikovali su rezultate u skladu
sa Cenovom teorijom. U svom radu pokazali su da dihidrokafena kiselina ima jaci, a
kafena kiselina slabiji antioksidativni potencijal od a-tokoferola. Ovakvi rezultati upucuju
na vezu izmedu konformacije molekula fenolnih kiselina i njihove antiradikalske
aktivnosti [29].
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Slika 2.7. Nastajanje i formiranje moguéih rezonantnih struktura fenoksil radikala
derivata cimetne i benzoeve kiseline
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Treca hidroksilna grupa na prstenu znacajno povecava antioksidativna svojstva

fenolnih kiselina, pa je tako galna kiselina jedan od najja¢ih fenolnih antioksidanasa, i
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Cesto se koristi kao referentno jedinjenje prilikom odredivanja antioksidativnih svojstava.
Pored galne kiseline se kao referentno jedinjenje koristi i troloks, u vodi rastvoran analog
vitamina E, koji je podjednako aktivan i u hidrofilinim i u lipofilnim sistemima. Pokorni
1 saradnici su zakljucili da prisustvo vise od tri hidroksilne grupe na aromati¢nom jezgru

ne poboljSava antioksidativnu efikasnost molekula [25].
2.3 Lipaze

Lipaze, ili triacilglicerol-acil hidrolaze (E.C.3.1.1.3) su enzimi koji katalizuju
raskidanje karboksilne veze u tri-, di- i monoacilglicerolima (glavnim konstituentima u
animalnim, biljnim i mikrobnim mastima i uljima) [30]. Kao rezultat ove reakcije,
oslobadaju se karboksilne kiseline i alkohol sa manjim brojem estarskih veza, i na kraju
glicerol. U sredinama sa niskim sadrzajem vode, lipaze mogu da katalizuju i reakciju
stvaranja estarske veze izmedu hidroksilne grupe alkohola i karboksilne grupe
karboksilnih Kkiselina u reakciji esterifikacije. Zbog sposobnosti da katalizuju reakcije
hidrolize i esterifikacije, lipaze se Cesto koriste u reakcijama transesterifikacije (Slika 2.8)
[31-33]. Medutim, lipaze su podjednako efikasni katalizatori i u reakcijama sinteze amida
1 Secernih estara, a treba pomenuti i reakcije koje se ne smatraju kao “normalne” za lipaze,

poput epoksidacije i adicije aldola [3, 34, 35].
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Slika 2.8. Reakcije katalizovane lipazama.
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Dugo se smatralo da je osnovna karakteristika lipaza koja ih razlikuje od esteraza,
aktivacija na granici faza i prisustvo polipeptidnog lanca koji se ponasa kao “poklopac”.
Medutim, postoje lipaze koje se ne aktiviraju na granici faza, pa se pod lipazama
podrazumevaju enzimi koji imaju veliki afinitet prema estrima kiselina dugog lanca, koji
su nerastvorni u vodi. Kako nije jasno definisano §ta se podrazumeva pod Kiselinom
dugog lanca Jeger je predlozio da to budu kiseline sa minimum od 10 C atoma [36, 37].

Budu¢i da je osnovna bioloska funkcija lipaza da potpomognu razgradnju masti, one
su sveprisutne u prirodi i proizvode ih razne biljke, Zivotinje i mikroorganizmi (slika 2.9).
Lipaze su prisutne i u ljudskom organizmu i najées¢e nalaze u pankreasu, zelucu i jetri,

gde ucestvuju u hidrolizi triglicerida [3].

PRODUCENTI LIPAZA

Lipaze iz algi
3%
Zivotinjske Bak_terijske
lipaze lipaze
18% 46%

Fung
lipaze
22%

Slika 2.9. Graficki prikaz raspodele producenata lipaza [10].

Medutim, za proizvodnju industrijskih enzima najinteresantniji izvor lipaze
predstavljaju mikroorganizmi. Razlog je dobijanje enzima u visokom prinosu, lakoca
izvodenja genetickih manipulacija, redovno snabdevanje enzimima koje ne zavisi od
sezonskih fluktuacija, brz rast mikroorganizama na jeftinim podlogama, kao i velika
raznovrsnost u katalitickoj aktivnosti [38]. Priroda daje Sirok biodiverzitet mikrobioloskih
resursa, koji pruzaju impresivan potencijal za proizvodnju enzima sa specifi¢nim
karakteristikama. 1z tog razloga vise od 50% industrijskih enzima je mikrobnog porekla,
a ¢ak 75% industrijskih enzima ¢ine hidrolaze [39]. Treba napomenuti da su samo 2%
mikroorganizama na planeti ispitani kao producenti enzima [38].
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Od porekla lipaza u velikoj meri zavise i njihove fizickohemijske osobine, tako da
animalne lipaze imaju pH optimum u slabo baznoj sredini (izmedu 8 1 9), dok pH
optimumi lipaza mikrobnog porekla pokrivaju nesto veéi pH opseg od 5,6-8,5 [3]. U
novije vreme sve vecu paznju privlace lipaze biljnog porekla sa molekulskim masama u
opsegu od 19-270 kDa, koje su stabilne u pH opsegu od 4-9 i na temperaturama od 25-
60°C [40]. Osnovna prednost primene lipaza biljnog porekla u odnosu na mikrobne lipaze
nalazi se u lakSoj prihvatljivosti ovih enzima za proizvodnju namirnica za ljudsku
upotrebu. Takode, postoji perspektiva za primenu sirovih ekstrakata biljaka, ¢ime se u

mnogome smanjuju troskovi preci§¢avanja enzima [40].

2.3.1 Struktura, klasifikacija i mehanizam delovanja lipaza

Prva klasifikacija lipaza izvedena je na bakterijskim lipazama i bila je zasnovana na
topologiji proteina. Prema ovoj podeli lipaze su svrstane u osam familija, od kojih Sest
imaju strukturu o/f hidrolaza, dok ostale dve familije, 11 i VII, imaju strukturu SGNH-
hidrolaza i  laktamaze. Ova Klasifikacija je revidirana vise puta, i trenutno postoji XVI
familija koje su deo ESTHER baze koja sadrzi informacije o superfamiliji o/f hidrolaza.
U skorije vreme pocela je da se koristi LED baza (Lipase Engineering Database-LED)
koja pored bakterijskih lipaza u obzir uzima i lipaze iz gljiva, kvasaca i sisara. Prema ovoj
bazi, lipaze se dele u tri klase na osnovu oksianjon otvora, a one se dalje dele na
superfamilije na osnovu konzerviranog pentapeptida. Na slici 2.10 je prikazana
klasifikacija lipaza iz kvasaca i plesni, medutim pored navedenih u klasi GGGX postoje
jo§ 4 super familije, klasa GX ima jo$ 25 super familija dok klasa Y ima jo§ 4 super-

familije [39, 41, 42].

Lipaze iz plesni
i kvasaca
1

Lipaze iz Lipaze iz

2 T ; filamentoznih Lipaza iz C.
Yarrow.la ol plesni i C. antarctica tip A
Candida rugosa antarctica tip B

Slika 2.10. Klasifikacija lipaze na primeru lipaza iz gljiva i kvasaca [11, 14].
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lako lipaze pokazuju veliku raznovrsnost u veli¢ini molekula i primarnoj strukturi,
lipaze poseduju veoma sli¢ne konformacione modele [39]. Pripadaju strukturnoj
superfamiliji o/f hidrolaza [41, 43], u koju jos spadaju i esteraze, proteaze, dehalogenaze,
epoksid hidrolaze i peroksidaze [39, 44]. Za o/f hidrolaze je karakteristicno postojanje
centralne S naborane ploce, koja se sastoji iz 8 paralelnih £ listova, sa izuzetkom 2 lista
koji je antiparalelan u odnosu na ostale, kao $to je slu¢aj kod lipaze iz Rhizomucor miehei
i Rhizopus niveus [39, 41, 42, 45, 46]. Medutim broj i polozaj f listova i njihova
orijentacija moze da varira, pa tako lipaza B iz C. antarctica, lipaza YILip2 iz Y. lipolytica
i lipaza iz C. rugosa (CRL1-3) imaju 9, 7 i 11 p listova, respektivno od kojih je jedan
antiparalelan, a lipaze iz Geotrichum candidum i Malassezia globosa (SMGL1) imaju 14 i
8 p listova od kojih su dva antiparalelna. Lipaza iz Bacillus subtillis Lip A se smatra za
najmanji enzim iz grupe o/f hidrolaza, jer sadrzi samo 6 £ listova [41, 47].

Centralno postavljena g plo¢a zavija ulevo praveéi ugao od 90° izmedu prvog i
poslednjeg f lista. Listovi od 3 do 8 su povezani a heliksima (Slika 2.11), gde se «
heliksi od A i F nalaze sa konkavne strane f naborane ploce, dok se heliksi B, C, D i E
nalaze sa konveksne strane. Jedina poznata sekvenca koja je zajednicka za sve lipaze je
pentapeptid Sm-X-Ser-X- Sm u kom je lociran serin iz aktivnog centra (slika 2.12). Sm je
najcesce ostatak glicina, ali u nekim slucajevima moZze da bude zamenjen alaninom,
valinom, serinom ili treonimom, dok X-moze da bude ostatak bilo koje aminokiseline
[44]. Pomenuti pentapeptid formira veoma oStar y zavoj izmedu lista 55 i a heliksa C koji
se naziva “nukleofilni lakat”. Ostatak asparaginske kiseline, ili glutaminske u slu¢aju
Geotrichum candidum, se najc¢esce nalazi iza £7 lista centralne f ploce, dok se kod nekih
lipaza nalazi iza f6 lista [43, 48]. Ovaj aminokiselinski ostatak je vodoni¢nim vezama
spojen sa ostacima histidina iz aktivnog centra koji se nalazi u petlji iza 8 lista [39, 44].

Jos jedna od vaznih karakteristika lipaza je oksianjon otvor, koji predstavlja “dzep” u
kome dolazi do stabilizacije negativno naelektrisanog tetraedarskog intermedijera koji
nastaje u hidrolizi estarske veze. Oksianjon otvor se sastoji od dva aminokiselinska
ostatka, od kojih se jedan uvek nalazi iza nukleofilnog ostatka, dok drugi ima varijabilnu
poziciju [39]. Kod GX klase lipaza aminokiselinski ostatak koji moze da menja polozaj
je C-terminalni sused glicina iz katalitickog lakta. Kod GGGX klase, ovaj aminokiselinski

ostatak je pomeren za jedno mesto ka C-terminalnom kraju u odnosu na GX klasu i
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predstavlja glicin iza kojeg sledi hidrofobni ostatak X iz konzervirane sekvence. U Y klasi

aminokiselinski ostatak koji moze da menja polozaj je ostatak tirozina [39].

Asp/Glu

Slika 2.11. Struktura o/p hidrolaza. a heliksi su predstavijeni cilindrima, f listovi su
predstavljeni osencenim strelicama. PoloZaj aminokiselinskih ostataka iz aktivnog centra je
obelezen krugovima [21].

AOF2 B4 A 33 B Ps 6 WD fr oE PR
MNH,

COOH

Slika 2.12. Struktura o/p hidrolaze. B listovi su prikazani strelicama, a o heliksi cilindrima. Na
slici su prikazani i kataliticki histidin, asparaginska kisleina, oksianjon otvor (OA) i GXSXG
sekvenca [11].

Reakcija hidrolize se odvija tako sto kiseonik iz katalitickog serina napada ugljenikov
atom karbonilne grupe estra, pri ¢emu nastaje tetraedarski intermedijer, koji sa azotom iz
“oksianjon otvora” formira vodoni¢ne veze [44]. Pored serina, u formiranju kompleksa
enzim-supstrat vaznu ulogu imaju asparaginska kiselina i histidin. Ove tri aminokiseline
¢ine tzv., kataliticku trijadu karakteristi¢nu za lipaze [3]. Molekul alkohola zatim napusta

acil enzim kompleks, koji se na kraju hidrolizuje pri ¢emu nastaju masna kiselina i
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slobodan enzim [3, 37, 43, 44]. Peterson i saradnici su pomocu elektrostatickog mapiranja
povrSine enzima objasnili kako dolazi do oslobadana masne kiseline iz aktivnog centra
enzima, a sam proces nazvali “elektrostati¢ki katapult” [44, 49]. Naime, oni su pokazali
da je aktivni centar veéine lipaza negativno naelektrisan u njihovom optimalnom pH
opsegu (pH 6-10), pa prilikom raskidanja estarske veze nastala jonizovana karboksilna
kiselina biva odmah izbacena iz aktivnog centra usled elektrostatickog odbijanja [49].

lako se pri stvaranju kompleksa enzim-supstrat formira veza izmedu karbonilne grupe
1 hidroksilne grupe serina iz kataliticke trijade, na reaktivnost enzima ima uticaj duzina
lanca, broj i pozicija dvostrukih veza, vrsta i broj supstituenata supstrata. U primeni lipaza
to se registruje kao razli¢it afinitet lipaza prema razli¢itim supstratima [3]. Na aktivnost
lipaze utice i hidrofobnost enzima, pa se tako promenom hidrofobnosti aminokiselina u
vezujuéem “dzepu” utice na selektivnost enzima, orijentaciju supstrata i stepen vezivanja
supstrata za aktivni centar [42].

Neki istrazivaci dele lipaze prema obliku aktivnog centra, a ove razlike izmedu
razli¢itih podgrupa verovatno uticu na njihov afinitet prema razli¢itim supstratima. Prema
Plajsu i sar. lipaze se mogu podeliti u tri podgrupe (slika 2.13): lipaze sa aktivhim centrom
tunelskog oblika (npr. lipaza iz C. rugosa), lipaze sa aktivnim centrom oblika levka
(lipaze iz C. antarctica, Pseudomonas sp., pankreasne lipaze) i lipaze sa potpuno

otvorenim aktivnim centrom (lipaze iz Rhizomucor i Rhizopus sp.)[50].
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Slika 2.13. Poredenje oblika aktivnih centara lipaza iz razlicitih podgrupa. Kataliticki serin je
prikazan Zutom bojom, deo za vezivanje kiseline okrenut je na gore, a deo za vezivanje alkohola
je okrenut nanize [51].
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Za vecinu lipaza je karakteristicno postojanje mobilnog poddomena, tzv. “poklopca”
koji kontroliSe pristup molekula supstrata aktivnom centru [44]. Ovaj peptidni lanac je
razliCitog sastava, duzine i oblika kod lipaza razli¢itog porekla, ali je za sve
karakteristicno da ima amfifilne osobine. Podaci dobijeni metodom rendgenske
kristalografije pokazali su da ve¢ina enzima koji se svrstavaju u ovu grupu poseduju jedan
peptidni lanac (u formi a-heliksa) koji u vodenom rastvoru zaklanja aktivni centar. NeKi
autori tvrde da je "poklopac” odgovoran za postojanje aktivacije lipaze na granici
hidrofilne i hidrofobne faze, kao i da drasti¢no utice na aktivnost i selektivnost lipaze.
Kada se enzim nalazi u vodenoj sredini, “poklopac” je zatvoren, a aktivni centar enzima
nije dostupan za supstrat. Prilikom kontakta sa hidrofobnim supstratom ili na granici faza
ulje-voda/rastvarac¢-voda, lipaze podlezu konformacionim promenama prilikom kojih
dolazi do otvaranja poklopca i tom prilikom aktivni centar postaje dostupan za rastvarac
i supstrat [3, 39, 41, 42, 44]. Medutim, ne podlezu sve lipaze aktivaciji na granici faza,
tako lipaza B iz C. antarctica ne pokazuje znacajnu aktivaciju na granici faza, ali se kod
ovog enzima otvaranje “poklopca” povezuje sa njegovom psihrofilnom prirodom, pa tako
do konformacionih promena dolazi kada se povecava temperatura [42]. Lipaze iz B.
subtilis, B. pumilis, B. licheniformis, kao i lipaza iz gvinejskog praseta uopste nemaju
“poklopac”, pa tako ne podlezu aktivaciju na granici faza [39]. S druge strane lipaza iz
Pseudomonas poseduje dva “poklopca”, gde se drugi “poklopac” ponasa kao okida¢ za

pomeranje prvog “poklopca” (slika 2.14)[39, 41].

Slika 2.14. Pomeranje "poklopca” kod lipaze iz P. aeruginosa. S leve strane je prikazana
otvorena konformacija u kojoj se vidi aktivni centar enzima, dok je s desne strane
prikazana zatvorena konformacija enzima iz koje se vidi da se zatvaranjem ‘poklopca”
gubi gotovo 100% povrsine dostupne rastvaracu. Ostaci aminokiselina u vezujucem
dzepu su prikazani Zutom bojom, dok su amino kiseline u "poklopcu” jedan prikazane
crvenom bojom, a ‘poklopcu” dva plavom [41, 52].
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2.3.2 Lipaza iz C. antarctica izoforma B

Kvasac C. antarctica je producent dva izoenzima lipaze, lipaze A i B. Prvobitno je
izolovan iz jezera Vanda na Antarktiku koje je cele godine prekriveno ledom, a kasnije je
izolovan i iz drugih prirodnih izvora [3]. Lipaza A (CALA) i Lipaza B (CALB) se bitno
razlikuju u strukturi, katalitickoj aktivnosti i ponasanju na granici faza. Kao i veéina
lipaza, izoenzim A podleze aktivaciji na granici faza, dok kod izoenzima B ne dolazi do
klasi¢ne aktivacije na granici faza, pa je dugo smatran intermedijerom izmedu esteraza i
lipaza [53].

Zanimljiva svojstva i veliki potencijal CALB kao biokatalizatora, ¢esto se spominju
u literaturi, dok s druge strane izostaju primeri o njegovoj industrijskoj primeni. Visoka
cena komercijalnih preparata ovog enzima, Novozyme 435 (proizvodac¢: Novo Nordisk)
i Chirazyme (Roche Molecular Biochemicals), razlog su njegove male industrijske
primene [3].

Trodimenzionalnu strukturu ovog enzima odredili su Upenberg i saradnici sredinom
devedesetih godina proslog veka primenom metode rendgenske kristalografije [54].
CALB pripada klasi o/f hidrolaza, koje imaju centralni hidrofobni deo molekula koji se
sastoji od f listova okruzenih sa dva sloja amfifilnih a heliksa. Za razliku od vecine lipaza,
ovaj enzim ima 7 S listova [44]. Molekulska masa lipaze B je 33 kDa, a ima dimenzije
30x40x50 A. Sastoji se od 317 aminokiselinskih ostataka i ima izoelektri¢nu tacku na pH
6,0 [55]. Sekundarna struktura enzima, prikazana je na slici 2.15.

Kataliti¢ka trijada izoenzima B lipaze iz C. antarctica, karakteristi¢na za sve serin
hidrolaze, sastoji se od serina u polozaju 105, histidina u poloZaju 224 1 asparaginske
kiseline u polozaju 187 (slika 2.16). Utvrdeno je da se ova lipaza razlikuje u sekvenci
konzerviranog pentapeptida u kom je lociran kataliticki serin, gde je prvi glicin zamenjen
treoninom, pa je sekvenca ovog peptida TWSQG [44]. Otvor u kojem se nalazi kataliticka
trijada ima oblik levka dimenzija 9,5x4,5 A i ¢ine ga dva paralelna kanala u koje se
smestaju acil grupe kiseline i alkohola. Kanali su razdvojeni hidrofobnim ostacima
izoleucina u polozajima 189 i 285. U kanalu u kojem se vezuje alkohol, nalazi se i deo,
koji se naziva “stereospecificni dzep”, odgovoran za enantioselektivnost ovog enzima

prema hiralnim sekundarnim alkoholima [56, 57].
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tnultiglc conformations chain A
Imultiple conformations chain B

Slika 2.15. Dijagram sekundarne strukture lipaze B iz C. antarctica [27].

Slika 2.16. Aktivni centar lipaze B iz C. antarctica [57].
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Karboksilne kiseline do C4 se vezuju u usku pukotinu na dnu aktivnog centra koja je
hidrofilne prirode zahvaljujuéi prisustvu serina iz kataliticke trijade, zajedno sa ostatkom
asparaginske kiseline u polozaju 134. Ovu pukotinu, u kojoj se vezuje karboksilna grupa,
formiraju s leve strane treonin (138), izoleucin (189) i valin (190), a sa desne strane
treonin (40) iz oksianjon otvora i glicin (157). Deo koji okruzuje region molekula
supstrata od C7-C13 je hidrofoban, jer ga formiraju hidrofobne alifati¢ne aminokiseline:
dva ostatka valina (149 i 154), po jedan ostatak leucina (144) i izoleucina (285) [3, 50].
Sirina otvora se suzava u ovom delu i dostize minimum na mestu gde se vezuje 13. C
atom acil donora. U nekoliko istrazivanja je ustanovljeno da ovaj enzim ima veliki afinitet
prema masnim kiselinama kratkog i srednjeg lanca, a da afinitet opada sa povecanjem
broja ugljenikovih atoma preko 14. Utvrdeno je i da ova lipaza ima “poklopac” na osnovu
pomeranja a heliksa 5 [54], medutim kako ova lipaza ne podleZe klasi¢noj aktivaciji na
granici faza Hult je izlozio pretpostavku da ovaj heliks uéestvuje u vezivanju proteina za
hidrofobnu povrSinu [58]. Gruber i Pleis su potvrdili ovu pretpostavku pokazavsi da ovaj
a heliks, zajedno sa heliksima a 8 i « 10, ¢ini tzv. "sidro” regione (slika 2.17), koji imaju
ulogu u vezivanju enzima na granici faza [53]. Iz ovih "sidro” regiona se izdvajaju dva
leucina (147, 219) i valin (272) koji formiraju virtuelnu ravan na ulazu u aktivni centar
enzima. Autori isticu da su vezivanja enzima za granicu faza, kao i konformacione
promene do kojih tom prilikom dolazi klju€ne u razumevanju specifi€nosti enzima 1
njegove povecane aktivnosti na granici faza [53]. Funkcija « heliksa 5 i 10, i postojanje
otvorene i zatvorene konformacije lipaze B, i dalje ostaje jedna od glavnih dilema i uzrok
polemika u nau¢nom svetu. Zisis i saradnici su izneli novu teoriju da se u prisustvu malih
supstrata lipaza B ponasa kao esteraza, dok se u prisustvu velikih razgranatih alkoholnih
supstrata ponasa kao lipaza, tj. poseduje otvorenu konformaciju koja je favorizovana u

hidrofobnoj sredini [59].
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Slika 2.17. Hidrofobni regioni CALB: “sidro” aminokiseline leucin 147, 219, i valin 272
locirane u heliksu a5 (plav), a 8 (crveno) i o. 10 (zeleno) koje okruzuju ulaz u aktivni centar
(serin 105, histidin 224 i trpiptofan 104 prikazani kao zuti Stapici).

Kataliti¢ki ciklus sinteze estra sa CALB zapocinje reverzibilnim vezivanjem prvog
supstrata za enzim, formiraju¢i tzv. Michaelis- Mentenov kompleks. Nakon pravilnog
pozicioniranja supstrata dolazi do nukleofilnog napada serina u polozaju 105 na
karbonilnu grupu supstrata, i formiranja prvog tetraedarnog intermedijera. U
tetraedarnom intermedijeru negativno naelektrisani kiseonik iz karboksilne grupe
supstrata stabilizovan je trostrukom vodoni¢énom vezom sa oksianjon otvorom, dok je
pozitivno naelektrisan histidin u polozaju 224, stabilizovan interakcijama sa asparaginom
u polozaju 187. Nakon toga se proton sa histidina (224) prenosi na kiseonik i formira
molekul vode koji napusta aktivni centar, a kao proizvod ove faze nastaje acil-enzim
kompleks. Drugi tetraedarni intermedijer se formira napadom nukleofila (alkohola) na
acil-enzim kompleks. Tokom ovog procesa, proton se sa nukleofila prenosi na histidin
(224), pri ¢emu nastaje alkoksidni anjon. Ovaj anjon napada karbonilni ugljenikov atom
pri ¢emu nastaje drugi tetraedarni intermedijerni oksianjon koji je ponovo stabilisan
uspostavljanjem vodoni¢nih veza. Proton zatim sa histidina (224), prelazi na alkil-
kiseonik serina (105), i formira se karboksilna veza u supstratu. Kao rezultat nastaje slabo
vezan enzim-proizvod kompleks, i nakon oslobadanja proizvoda regenerise se slobodan
enzim (slika 2.18) [3, 60].
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Slika 2.18. Mehanizam reakcije esterifikovanja katalizovane sa CALB [57]

Trodler i Plajs su pomoc¢u molekulske dinamike zeleli da steknu uvid u strukturu i
fleksibilnost molekula CALB u vodi i nekoliko organskih rastvaraca [61]. Pokazalo se da
je fleksibilnost CALB u organskim rastvara¢ima manja nego u vodi, i opada sa
povecanjem logP-a i povecanjem dijalektri¢ne konstante, dok je struktura molekula ostala
nepromenjena u svim ispitivanim rastvara¢ima. Pokazalo se da se oblasti enzima u kojima
se menja fleksibilnost u razli€itim rastvara¢ima nalaze na povrSini molekula i to su: kratki
a heliks (aminokiselinski ostaci 139-150), dug « heliks (aminokiselinski ostaci 266—-289)
koji formira ulaz u aktivni centar i tri povrsinske petlje (aminokiselinski ostaci 26-30, 92-
97 i 215-222). Hidrofilna povrsina molekula se u organskim rastvarac¢ima smanjila za
10%, dok se hidrofobna povecala za 1%, Sto moze biti objasnjenje za povecanu
fleksibilnost CALB u vodi, jer se u vodi polarni ostaci aminokiselina okrecu ka povrSini
1 povecavaju hidrofilnu povrSinu molekula, ¢ime se smanjuju polarne intramolekulske
interakcije koje stabilizuju rigidnu konformaciju proteina. S druge strane, u nepolarnim
rastvara¢ima dolazi do smanjenja hidrofilne povrSine, §to dovodi do boljeg pakovanja
aminokiselinskih ostataka i povecane stabilnosti enzima [61]. Medutim smanjena
fleksibilnost CALB u organskim rastvaraCima nema veze samo sa interakcijama
rastvara¢-enzim, ve¢ 1 sa interakcijama rastvaraca 1 vode na povrSini enzima. Kod
polarnih rastvaraca, molekuli rastvaraca formiraju vodoni¢ne veze sa molekulima vode
odvlacedi vodu sa povrsine enzima, dok kod nepolarnih rastvaraca dolazi do hidrofobne
hidratacije, kada nepolarne grupe rastvaraa favorizuju interakcije izmedu samih

molekula vode, ¢ime se voda “zamrzava” u klasterima oko hidrofobne povrsine [61]. Li i
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Jang su pokazali da molekuli vode u aktivnom centru CALB uticu na selektivnost lipaze
prema supstratima [62]. Oni su pokazali da manji broj molekula vode u vezuju¢em
"dZepu” znaci ve¢i afinitet prema supstratu. Svoje zapazanje su objasnili ¢injenicom da
hidrofilni molekuli vode mogu da naruse hidrofobne interakcije supstrata i aktivnog
centra enzima, ali i da vise molekula vode ukazuje na veci prostor izmedu supstrata i
aktivnog centra, Sto znaci da se oni ne uklapaju kako treba. Pored molekula vode na
specificnost CALB uti¢e i jaCina vodoni¢nih veza izmedu His224-N:H i kiseonika
alkohola, kao i His224-N¢H-Ser-Oy koje uticu na transfer protona u katalitiCkom procesu
[62].

Lipaza B iz C. antarctica ispoljava visoku regio- i enantiospecifi¢nost, pa je najsira
oblast primene ovog enzima razdvajanje racemskih smesa alkohola, amina i kiselina, i
dobijanje opticki aktivnih jedinjenja iz mezo reaktanata. Generalno se za ovaj enzim moze
re¢i da pokazuje dobro razdvajanje enantiomera, ukoliko je jedan od supstituenata (a da
nije vodonik) u hiralnom centru ve¢i, a drugi manji od n-propil grupe. U tom slucaju kao
rezultat Can-Ingold-Prelog pravila, prednost imaju (R)- nukleofili u odnosu na (S)-
nukleofile (slika 2.19) [57, 60, 63]. Naime, prilikom vezivanja za aktivni centar
enantiomeri zauzimaju razli¢itu orijentaciju, pa se tako alkil grupa (R) enantiomera
okrec¢e van aktivnog centra, dok je u slucaju (S) enantiomera usmerena ka aktivnom
centru. Zbog toga se enatntioselektivnost enzima drastiéno menja sa porastom broja C-
atoma alkil grupe, jer kod (R) enantiomera zbog orijentacije molekula povecanje alkil
grupe ne dovodi do smanjenja brzine reakcije, a kod (S) enantiomera sterne smetnje

dovode do drasti¢nog pada brzine [64].

- {HIS r
5/'\-' A

(R)-enantiomer (S)-enantiomer
Slika 2.19. Vezivanje (R)- i (S)- enantiomera [37].
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2.3.3 Lipaza iz R. miehei

Ekstracelularna lipaza iz plesni R. miehei je prvi put izolovana 1973. godine. Ovaj
enzim je komercijalno dostupan u slobodnom i imobilisanom obliku i karakteriSe se
visokom aktivnos$cu i stabilnos¢u pod razli¢itim eksperimentalnim uslovima. Imobilisani
preparat kompanije Novozyme, Lipozyme RM IM, spada u grupu najvise primenjivanih
preparata lipaze i to posebno u reakcijama esterifikacije, jer izabran nosac koji omogucuje
da se voda koja nastaje u reakciji uklanja iz reakcione smeSe, a da pri tome ne naruSava
monomolekulski sloj vode oko enzima [3]. Slaba anjonska jonoizmenjivacka smola,
fenol-formaldehidni kopolimer Duolite ES 562 koristi se kao nosac za imobilizaciju ovog
preparata. Ista kompanija komercijalno proizvodi i slobodnu lipazu pod nazivom Palatase
2000L. Industrijska primena ovog enzima orijentisana je ka prehrambenoj industriju i to
u modifikaciji masti i ulja [65].

Lipaze, iz R. miehei prva je lipaza ¢ija je trodimenzionalna struktura rasvetljena i to
pocetkom devedesetih godina primenom rendgenske kristalografije [46, 66]. Ovaj enzim
sastoji se iz 269 aminokiselinskih ostataka koji zauzimaju veoma neobican prostorni
raspored. Naime, centralna f ploca, sastavljena od uglavnom paralelnih g listova je
asimetri¢na, jer su sve petlje koje spajaju £ listove locirane sa jedne strane ploce, dok s
druge strane £ ploce potporu obezbeduje N-terminalni a heliks. Molekul je stabilizovan
sa tri disulfidne veze (ostaci 29-268, 40-43, 235-244) [66]. Kataliticku trijadu enzima,
¢ine histidin u poloZaju 257, asparaginska kiselina u polozaju 203 i serin u poloZaju 144.
Aktivni centar dimenzija 18x8x6 A [67], zaklonjen je "poklopcem” koji ¢ine ostaci
aminokiselina u polozajima od 82-96. Pomeranje “poklopca” je zglobni kruti pokret u
kom dolazi do transporta kratkog «a heliksa koji ¢ine aminokiseline u polozajima od 85-
91 za 12 A [65]. Kao rezultat ovog pokreta hidrofobna povrsina koja ¢ini 8% ukupne
povrsine molekula biva izloZzena. Metodom molekulske dinamike je utvrdeno da arginin
iz "poklopca” u polozaju 86 stabilizuje otvorenu konformaciju preko vodonic¢nih veza sa
povrsinom enzima. Pored arginina u polozaju 86, asparaginska kiselina u polozaju 96
formira jake elektrostatiCke interakcije sa ostatkom proteina. Ovaj aminokiselinski
ostatak je samo deo elektrostaticke mreZe koja je vazna za funkcionisanje enzima, a u

kojoj jo$ uestvuju ostaci iz kataliti¢ke trijade, ostatak tirozina (260) u neposrednoj blizini
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aktivnog centra, ostaci koji uc¢estvuju u stabilizaciji geometrije aktivnog centra tirozin
(28) i histidin (143), i ostatak arginina u polozaju 80 [65].

Masne kiseline duZzine lanca do C8, vezuju se za kataliticki serin (144) u pukotini na
dnu otvora u kom se nalazi aktivni centar, a koji formiraju i ostaci prolina (177) i histidina
(108). S leve strane se nalazi ostatak valina (205), dok se sa desne strane nalazi
asparaginska kiselina (91). Zahvaljujuéi interakcijama acil-donora sa ostacima prolina
(209 i 210), fenilalanina (94 i 213) i leucina (208) dolazi do deformisanja konformacije
supstrata u regionu C8-C10 koje omogucuje vezivanje supstrata velike molekulske mase
(slika 2.20). Zbog ovakvog oblika i dimenzija aktivnog centra lipaza iz R. miehei ima
afinitet prema kiselinama dugog lanca koje se lako smeStaju u ovaj dobro definisani

hidrofobni otvor [3, 50].

a) b)

Slika 2.20. Sematski prikaz aktivnog centra lipaze iz R. miehei sa vezanim molekulom
masne kiseline [22].

2.3.4 Upotreba lipaza

Zahvaljujuci ¢injenici da efikasno katalizuju veliki broj razlicitih reakcija, uz izuzetnu
hemo, regio-i enantioselektivnost, lipaze su veoma interesantan enzim sa industrijske
tacke gledista. U prilog lipazama ide i njihova velika stabilnost, aktivnost u organskim
rastvara¢ima, kao i ¢injenica da za njihovu aktivnost nisu neophodni skupi kofaktori [68].
Takode, lipaze se lako mogu dobiti u visokom prinosu iz razli¢itih mikroorganizama, pre
svega gljiva i bakterija, a s obzirom da je poznata kristalna struktura velikog broja lipaza,
moguce je unaprediti karakteristike enzima upotrebom tehnika racionalnog dizajna [69].

Interesovanje za ovim neverovatnim enzimom datira iz XIX veka, kada je prvi put
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otkriven, medutim pravi potencijal ovog enzima prepoznaje Haldan istakavsi da se
moguci supstrati za lipaze mogu brojati u milionima [70]. Kao $to je napomenuo
eminentni biohemicar, raznolikost u potencijalnim supstratima je gotovo neograni¢ena pa
je ovaj enzim postao jedan od najbitnijih industrijskih enzima. Ukoliko se u obzir uzme
ekonomski faktor, najbitnija grana industrije u kojoj se koriste lipaze je industrija
detergenata, a prati je industrija hrane 1 pi¢a. Pored toga, lipaze se koriste u farmaceutskoj
industriji za dobijanje Cistih enantiomera, a u poslednjih 10 godina lipaze se primenjuju i

u proizvodnji alternativnog izvora energije, biodizela [68].

2.3.4.1 Upotreba lipaza u detergentima

Primena enzima u detergentima ima niz prednosti: biodegradabilni su, smanjuje se
potroSnja energije omogucavanjem rada na nizim temperaturama, omogucava smanjenje
koncentracije nepozeljnih jedinjenja u detergentima i njihovim razlaganjem ne nastaju
Stetni proizvodi. Savremeni detergenti sadrze lipaze, proteaze, amilaze i/ili celulaze [3].
Lipaze koje se koriste u industriji detergenata treba da ispune niz zahteva poput stabilnosti
i aktivnosti pri visokim pH i temperaturama iznad 40 °C, treba da poseduju Siroku
specificnost 1 da budu kompatibilne sa ostalim sastojcima detergenata tj. metalnim
jonima, proteazama, surfaktantima i oksiduju¢im agensima [44]. Komercijalno kori§¢enje
lipaze u industriji detergenata zapocCinje 1988. godine, kada kompanija Novo Nordisk A/S
na trziSte izbacuje preparat Lipolase® [68]. Producent je bila plesan Thermomyces
lanuginosus, medutim, tek su metode genetskog inzenjerstva omogudile da se ova lipaza
proizvodi u dovoljnoj meri nakon insercije odgovarajuéeg gena u plesan Aspergillus
oryzae. Nakon toga 1 druge kompanije na trziste plasiraju razliite komercijalne preparate
lipaze, poput Lipomaxa koji je razvio Genecor [68], a koji sadrzi lipazu iz P. alcaligenes
[71]. Od tada pa do danas, velike kompanije i dalje rade na novim poboljsanim
preparatima, pa je tako interesantan podatak da je tek 10% patenata vezanih za primenu
lipaze u industriji detergenata vezan za institute i univerzitete, a ostali su u vlasniStvu
velikih kompanija kao §to je prikazano u tabeli 2.1. Podatak iz 2014. godine pokazuje
kako je profit Novozymes, kompanije koja drzi 60% svetskog trzista enzima koji se
primenjuju u detergentima, porastao za 4% 1 sada ¢ini ¢ak 35% profita ove kompanije
[68].
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Tabela 2.1. Nosioci patenata vezanih za primenu lipaze u detergentima u periodu od
1983-2012 [44].

Nosilac patenta Broj patenata
Procter & Gamble 72
Unilever 42
Lion Corporation 33
Novozymes 33
Novo Nordisk 26
Henkel 20
Kao Corporation 15
Genecor 10
Clorox 8
Showa Denko 8

2.3.4.2 Upotreba lipaze u farmaceutskoj industriji

Od posebnog je znacaja stereoselektivno dejstvo lipaze koje se koristi u razdvajanju
racemskih smesa opti¢kih izomera u farmaceutskoj industriji, industriji agrohemikalija,
pesticida 1 herbicida. Naime, vec¢ina lekova su hiralni molekuli, gde je naj¢eS¢e samo
jedan enantiomer bioloski aktivan, pa je primena lipaze za dobijanje opticki €istih izomera
oblast koja se neprestano razvija. U prilog ide i stabilnost i aktivnost lipaze u organskim
rastvarac¢ima, pa se tako prvi radovi vezani za enzimsko izdvajanje optic¢kih izomera iz
racemskih smeSa poklapaju sa vaznim radovima vezanim za enzimsku katalizu u
organskim rastvara¢ima 80-tih godina proslog veka [68].

Primena lipaze u stereoselektivnim biotransformacijama moze da se podeli u dve
osnovne grupe: kinetiCku rezoluciju racemskih smesa i enantioselektivnu enzimsku
desimetrizaciju prohiralnih ili mezo jedinjenja [72]. Holandska kompanija DSM-Andeno
je razvila tehnologiju za enantioselektivnu hidrolizu (R,S)-glicidilbutirata. Dobijeni (R)-
estar glicidola i (R)-glicidol se koriste kao prekursori za sintezu (R) i (S)-glicidiltosilata,
koji se primenjuju u sintezi opticki aktivnih S-blokatora [38].

Austrijska kompaniji Chemie Linz Co. izvodi razdvajanje racemskih smeSa 2-
halopropionskih kiselina koriste¢i licencu Instituta za Tehnologiju iz Masacusetsa.

Kiseline predstavljaju polazno jedinjenje u sintezi fenoksipropionskih herbicida. Proces
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se zasniva na stereoselektivnom esterifikovanju (S)-izomera butanolom sa lipazom iz
svinjskog pankreasa kao katalizatorom u anhidrovanom heksanu. Velik zna¢aj imaju (R)-
I (S)- izomeri o-fenoksipropionskih kiselina jer predstavljaju prekursore za sintezu
herbicida i nesteroidnih antiinflamantornih lekova ibuprofena i naproksena [38].

S. marcescens lipaza se Kkoristi u asimetri¢noj hidrolizi estra 3-fenilglicidne kiseline,
koji je kljuéni prekursor u sintezi diltiazem hidrohlorida, kardio-vaskularnog leka [71].

BASEF proces za proizvodnju hiralnih amina se takode moze izvoditi na industrijskom
nivou. U ovom procesu imobilisana Burkholderia lipaza ili lipaza B iz C. antarctica vrsi
acilovanje jednog enantiomera racemske smese amina sa alkil metoksiacetatom. Na ovaj
nacin se mogu dobiti 1 drugi amini koji ¢ine hiralne gradivne blokovi razli¢itih lekova
[35].

Lipaza iz Pseudomonas AK se Koristi u sintezi hiralnog intermedijara u sintezi
epotilona A, potencijalnog antitumorskog leka [69].

Nivo lipaze u krvi moze da se koristi u dijagnosticke svrhe koje ukazuju na oStecenja

pankreasa. Lipaze biljnog porekla se koriste i kao preparati za pomo¢ u varenju [38].

2.3.4.3 Primena lipaze u prehrambenoj industriji

Primena lipaze u prehrambenoj industriji povezana je ve¢ duze vreme sa
modifikovanjem arome pojedinih namirnica (tabela 2.2-2.3). Medutim, lipaza se sve vise
koristi u proizvodnji zdrave hrane, a porasla je i upotreba ovog enzima u pekarskoj
industriji [68]. Naime, lipaza se sve ¢esce koristi u pekarstvu, i to za poboljsanje arome
proizvoda, ali 1 njegove mekoce i teksture. Millbo kompanija iz Italije proizvodi lipazu
M300LF koja je efikasna u zameni emulgatora, povecava volumen hleba 1 drugih
pekarskih proizvoda [38]. Pored toga, lipaze se koristi prilikom obrade mesa i ribe, voca
i piva [73].

Takode, koriste se u industriji masti i ulja, gde se zahvaljujuéi Cinjenici da katalizuju
reakcije esterifikacije, interesterifikacije 1 transesterifikacije dobijaju proizvodi sa
dodatom vredno§¢u modifikacijom jeftinih ulja. Enzimska interesterifikacija masti i ulja,
omogucava laksu kontrolu finalnog proizvoda, jer se dobijaju proizvodi bez trans masti
koji se povezuju sa ve¢im rizikom od dobijanja sr¢anih bolesti. Hemijski katalizovanim
hidrogenovanjem je takode moguce dobiti masti i ulja Zeljenih fizickih karakteristika, ali

ovi proizvodi sadrze veliku koli¢inu trans masti pa se stoga mnogi proizvodaci okrecu
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enzimskoj sintezi. Kada se interesterifikacija meSavine triglicerida izvodi enzimski, u
zavisnosti od specifi¢nosti primenjene lipaze zavisi profil nastalih triglicerida. Ukoliko
se interesterifikacija vrsi sa nespecificnim lipazama, poput lipaza iz C. antarctica i C.
cylindracae dolazi do zamene acil grupa na sn-1, sn-2 i sn-3 polozajima, pa tako profil
nastalih triglicerida li¢i na hemijski katalizovanu interesterifikaciju (slika 2.21). S druge
strane, ako se interesterifikacija vrsi sa nekom od sn-1,3 specifi¢nih lipaza, kao $to su R.

miehei i T. lanuginosus, acil grupa u sn-2 polozaju ostaje netaknuta zbog sternih smetnji

[4].
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Slika 2.21. a) Proizvodi dobijeni transesterifikacijom dva triglicerida nespecificnom lipazom ili
hemijskim putem; b) Proizvodi transesterifikacije dobijeni sa 1,3-specificnom lipazom [68].

Jedan od primera je proizvodnja kakao buter ekvivalenta iz palminog ulja, koju je
komercijalizovao Quest-Lords Croklaan, a zasniva se na reakciji interesterifikacije
katalizovane imobilisanom lipazom iz R. miehei [68]. S druge strane, Fuji Oil Company
je takode razvio proces dobijanja kako buter ekvivalenta iz palminog ulja i etil-stearata
koriste¢i lipazu iz R. niveus imobilisanu na dijatomejsku zemlju [4]. Archer Daniel
Midland je 2002 godine komercijalizovao proizvodnju margarina bez trans masti
koristec¢i Lipozyme TL IM [4]. Isti enzim u reakcijama interesterifikacije mesavine ulja
koristi De Smet Interenzym proces koji je alternativa hemijskoj interesterifikaciji i
hidrogenovanju. U ovom procesu se pretretirana mesavina ulja upumpava u reaktor sa

pakovanim slojem koji je na red povezan sa jo§ barem dva ista reaktora. Sa 1 kg
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imobilisanog enzima uspesno se izvrsi interesterifikacija 2,5-4 t ulja, dok enzim ostaje
aktivan izmedu 2500-4000 h. Procenjeno je da cena enzima u ovom procesu iznosi 25 $/t
ulja pa se tako ukupni troskovi enzimskog i hemijskog procesa interesterifikacije gotovi
jednaki [4]. Pomenuti proces se od 2009. godine primenjuje u Alimentos Polar Comercial
iz Venecuele, a od 2011. i u Industrias ALES u Ekvadoru [4].

Proces enzimske interesterifikacije je komercijalizovao i 10I-Loders Croklaan za
proizvodnju Betapola®, mesavinu biljnih masti koja se koristi kao zamena za maj¢ino
mleko kod odojcadi [4]. Ovaj proizvod je dobijen tretiranjem tripalmitina i nezasic¢enih
masnih kiselina sa lipazom koja ima sn-1,3 specifi¢nost kako bi se dobio proizvod sli¢an
humanom mleku. Kako masti u humanom mleku predstavljaju glavni izvor energije, a
sluze i kao gradivni konstituenti za izgradnju ¢elijskih membrana, jako je bitno da formula
ima sli¢an sastav. Najzastupljeniji triglicerid u humanom mleku je triglicerid koji u sn-2
polozaju sadrzi zasi¢ene masne kiseline, pre svega palmitinsku, a na pozicijama sn-1,3
sadrzi nezasi¢ene masne kiseline. Polozaj palmitinske kiseline je od izuzetnog znacaja,
jer je kod odojcadi koja se hrane formulom uocena veca koncentracija palmitinske
kiseline u krvi, iako je formula imala istu koncentraciju palmitinske kiseline kao mleko,
ali ne u sn-2 polozaju. Razlog je sn-1,3 specifi¢nost pankreasne lipaze koja prilikom
hidrolize humanog mleka proizvodi 2-monoplamitin koji se lak$e adsorbuje od slobodne
palmitinske kiseline, koja sa jonima kalcijuma formira nerastvorne sapune koji dovode
do zatvora kod beba [37]. Lipozyme® RM IM je korigéen za sintezu supstituenata masti
iz humanog mleka koriste¢i meSavinu maslaca, sojinog ulja i ulja iz uljane repice.
Dobijeni proizvod nije pokazao zadovoljavajucu oksidativnu stabilnost [4]. Koriste¢i isti
enzim izvedena je interesterifikacija tripalmitina 1 meSavine biljnih ulja, kokosovog,
sojinog i ulja $afranike, kako bi se dobio supstituent za masti iz humanog mleka i koji se
dodaje u obrano kozije mleko i koristi kao formula kod beba koje imaju alergiju na kravlje
mleko [4].

U industriji mleka, lipaze se koriste za hidrolizu mle¢ne masti. Trenutna primena
ukljucuje poboljsanje organoleptickih svojstava sireva, ubrzanje zrenja sira, proizvodnju
preparata sli¢nih siru i lipolizu mle¢ne masti 1 pavlake. Dodatkom lipaze, prvo se
oslobadaju masne kiseline kratkog lanca (C4 i1 C6) sto dovodi do razvijanja ostrog ukusa,
a oslobadanjem masnih kiselina srednje duzine lanca (C12 i C14) sirevi dobijaju

odgovarajucu teksturu. Oslobodene masne kiseline dalje imaju ulogu u stvaranju drugih
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aromati¢nih jedinjenja, kao $to su: f-ketokiseline, metil ketoni, razli¢iti estri, i laktoni
[38].
Tabela 2.2. Pregled upotrebe lipaze u prehrambenoj industriji [48].

Deo prehrambene ) .
i N Dejstvo Proizvod
industrije

S . Hidroliza mleka, zrenje sira  Sredstvo za korigovanje
Mlecni proizvodi

i modifikacija putera ukusa sira, putera i mleka
Pekarski proizvodi Modifikacija ukusa Duzi rok trajanja
L Alkoholna piéa, npr. vino
Pice Modifikacija arome )
i sake
Preliv za hranu Poboljsanje kvaliteta Majonez, Slag
Zdrava hrana Transesterifikacija Zdrava hrana
. o Uklanjanje masti sa mesa
Meso i riba Poboljsanje ukusa o
i ribe
o Transesterifikacija, )
Masti i ulja Kokosov buter, margarin,

hidroliza

2.3.4.4 Upotreba lipaze u sintezi biodizela

Upotreba lipaze u proizvodnji biodizela, dobija sve viSe na zna¢aju poslednjih godina,
s obzirom da sve veca svest o klimatskim promenama dovodi do potrebe za iznalaZzenjem
novih izvora energije iz obnovljivih izvora. Medutim, enzimska proizvodnja biodizela na
industrijskom nivou jo$ uvek nije dovoljno eksploatisana, a kao glavni razlog treba
navesti cenu biokatalizatora. Naime, procenjena cena Novozyme 435, preparata lipaze
koji se naj€eSce koristi u sintezi biodizela, 1 NaOH koji se koristi u klasi¢noj bazno

katalizovanoj transesterifikaciju su 0,14 i 0,006 $ po kg dobijenog estra respektivno [68].

2.3.4.5 Upotreba lipaze u kozmetickoj industriji

Sve veca svest potroSaca o za$titi Zivotne sredine, odrzivom razvoju i znacaju

prirodnih preparata bez hemijskih dodataka, dovodi do potrebe za zamenom hemijski
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sintetisanih komponenata kozmetickih proizvoda, a samim tim imperativ ove industrije
postaje razvoj alternativnih puteva za sintezu komponenata kozmeti¢kih preparata.
Lipaze su najvise koriS¢eni enzimi u ovoj grani industrije [74]. Primena lipaza u
kozmetickoj industriji moze se posmatrati sa dva aspekta, buduci da lipaza moze da se
koristi kao katalizator za dobijanje specifi¢nih jedinjena, ali takode moZze da se nade i kao
aktivna komponenta u nekim proizvodima [75]. Aktivne lipaze se nalaze u proizvodima
za povrsinsko Cis¢enje, gde sluze za uklanjanje prljavstine i1 piling koze, kao i u
preparatima za razgradnju masti, gde su Cesto u kombinaciji sa proteazama. Kao primer
se moze navesti “Facial Cleanser® od Juju Cosmetics [75]. Takode se koriste u
preparatima za ¢iS¢enje nosa, negu kose, preparatima za $Sminkanje i ulepSavanje. Pored
toga, lipaza se dodaje u kozmeticki proizvod zbog “in situ“ oslobadanja aktivne
komponente iz neaktivnog prekursora.

S druge strane, primena lipaze kao katalizatora za dobijanje jedinjenja koja se koriste
u kozmetickim preparatima ima veliki potencijal, s obzirom da je veliki broj tih
komponenata dobijen iz ulja i karboksilnih kiselina. Posredstvom lipaze mogu da se
sintetiSu estri visih masnih kiselina i visih masnih alkohola, koji se u novije vreme sve
viSe koriste kao emolijenti, jer za razliku od mineralnih ulja ova jedinjenja sprecavaju
dehidrataciju koze, ¢ineéi je mekom i elasti¢cnom [75]. Ovakvi estri se ve¢ komercijalno
proizvode enzimskim putem, a prva kompanija koja je plasirala ovakav proizvod na
trziste bila je Evonik Industries AG [74, 75]. Danas ova kompanija komercijalno
proizvodi biotehnoloskim putem niz emolijentnih estara poput izoamil-kokoata, miristil-
miristata, decil-kokoata itd. [74, 75]. Pored estara koji se koriste kao emolijenti, estri
triglicerida i masnih kiselina kraceg lanca, koriste se kao osnova emulzija u kozmetickim
proizvodima. U novije vreme sve viSe paznje se poklanja sintezi amfifilnih estara, koji ¢e
istovremeno sluziti kao emulgatori i kao antimikrobni agensi. U zavisnosti od duzine i
zasi¢enosti masne kiseline 1 vrste hidrofilne glave zavisi da 1i ¢e se estar koristiti za
stabilizaciju emulzije voda/ulje (V/U) ili ulje/voda (U/V). Veli¢ina koja definiSe
ponasanje primenjenog emulgatora naziva se HLB broj (na engl. Hydrophile-Lipophile
Balance) i predstavlja odnos lipofilnog i hifrofilnog dela u molekulu. Emulgatori koji
imaju nisku HLB vrednost (3-8), su lipofilni, tj. pogodni su za pravljenje emulzija tipa
V/U. S druge strane, emulgatori visokih HLB (8-18) vrednosti, koriste se za formiranje

emulzija tipa U/V. Kada je re¢ o primeni lipaza u kozmetickim preparatima ne treba
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zaboraviti ni tzv. aroma estre, koje ¢ine nize masne kiseline i monohidroksilni alkohol

(metanol-heksanol, geraniol, citronelol). Upotrebom B. cepacia lipaze, moguce je dobiti

opticki ¢ist (-)- mentol estar u reakciji transesterifikacije racemske smeSe mentola, koji

se koristi kao parfemski konstituent [69]. Lipaza P (Amano) se koristi za dobijanje

hiralnog prekursora u sintezi mirisnog estra metil-jasmonata, koji se takode koristi u

industriji parfema [69].

Tabela 2.3. Pregled industrijske upotrebe komercijalnih preparata lipaze i njihovi
proizvodaci [, 51, 52].

Izor lipaze Upotreba Komercijalni naziv Proizvodac
ChiroCLEC-CR Adlus
Biologics
Lipase AY Amano
. Lipase MY, Lipase .
C. cylindracea Obrada hrane OF-360 Meito Sangyo
. Boehringer
® -
Chirazyme® L-3 Mannheim
Lipomod™ 34P-L034P Biocatalysts
. Li AY “A > Aman
C. rugosa Organska sinteza 1pase . m®a“° 30 ano
Resinase Novozymes
R. miehei Obrada hrane Palatase® Novozymes
. . . Lipolase®, Lipolase® Ultra,
T. lanuginose Aditiv u detergentima Lipo Prime™. Lipex® Novozymes
. Lipase A “Amano” 6 Amano
A r h
nige Obrada hrane Lypolyve AN Lyven
R. orvzea Obrada hrane Lipase F-AP15 Amano
-ory Industrija masti i ulja Lipomod™ 627P-L627P Biocatalysts
R. niveus Industrija masti i ulja Newlase F Amano
M. miehei Obrada hrane Piccnate Gist-Brocades
. . Obrada hrane .
M. javanicus .. A, Lipase M “Amano” 10 Amano
Industrija masti i ulja
Penicillium h . .
enicl |u" Obrada hrane Lipomod™ 338P-L338P Biocatalysts
roquefortii

P. camemberti

Obrada hrane
Industrija masti i ulja

Lipase G “Amano” 50

Amano

Penicillium sp. Obrada hrane Lipomod™ 621P-L621 Biocatalysts
C. antarctica Chirazyme®L-5 Boehringer
' A/B Organska sinteza Chirazyme®L-2 Mannheim
SP 525 ili Novozym 435b Nova Nordisk
. Boehringer
. . - h L-8 X
G. candidum Industrija masti i ulja Chirazyme® Mannheim

SP 524, Lipolase®

Nova Nordisk
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Novi trend je primena lipaze za povecanje rastvorljivosti prirodnih antioksidanasa,
poput vitamina C i fenolnih kiselina, ¢ija je funkcija hvatanje slobodnih radikala, a glavna
prepreka za njihovu primenu slaba rastvorljivost u uljanim formulacijama.
Esterifikacijom ovih jedinjenja sa alkoholima ili kiselinama dugog bo¢nog niza, povecava
se njihova rastvorljivost u nepolarnim sredinama, a samim tim i njihova primena u
kozmetickim proizvodima. Esterifikacija ovih bioloski aktivnih jedinjena moze da ima
viSe benefita, jer se pokazalo da se antioksidativna svojstva ovih jedinjena mogu i
povecati uvodenjem bocnog niza. Pored toga estri fenolnih kiselina, poput ferulne
kiseline, koriste se kao UV filteri u sredstvima za zastitu od sunca, za §ta je neophodna

njihova lipofilizacija.

2.4 Sinteza estara

Tradicionalno, estri su se ekstrahovali iz biljnih materijala, medutim, ovaj nacin
dobijanja estara zavisio je od sezonskih, klimatskih i geografskih faktora i najcesce nije
davao proizvode zadovoljavajuéeg stepena Cistoce, Sto je zahtevalo razdvajanje estara od
primesa, koje moze biti veoma komplikovano. Iako je postupak dobijanja estara na ovaj
nacin skup i stvara znacajne probleme, usled velike koli¢ine otpadnog materijala, biljke
su jo§ uvek osnovni izvor za neke od njih.

Proizvodnja estara na industrijskom nivou se u najvecoj meri zasniva na hemijskom
postupku katalizovanom jakim kiselinama. Ovakav nacin sinteze ima niz nedostataka,
kao najznacajnije treba izdvojiti sledece:

1. nespecifi¢nost sinteze, nastalu kao posledica nespecifi¢nosti kiselina kao
katalizatora, a kao rezultat dobijaju se nezeljeni sporedni proizvodi koji uzrokuju dodatne
troSkove preciS¢avanja estara;

2. sporedni proizvodi su Cesto toksi¢ni za prirodnu sredinu, pa se stvara problem
njihovog odlaganja;

3. koncentrovane kiseline koje se koriste kao katalizatori otezavaju realizaciju
postupka, jer mogu izazvati dehidrataciju alkohola;

4. korozivno dejstvo kiselina povecava troskove proizvodnje jer zahteva upotrebu

skupe opreme otporne na kiseline.
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Nedostatke obe metode moguce je prevazici primenom enzimske sinteze estara. Ona
podrazumeva dobijanje estara enzimski katalizovanom reakcijom u nevodenim sistemima
sa ili bez organskog rastvaraca, Sto dobijene proizvode svrstava u klasu prirodnih
proizvoda veceg kvaliteta. Enzimska sinteza estara poseduje niz prednosti u odnosu na
klasi¢ne hemijske metode kao $to su:

1. blagi reakcioni uslovi (niZze temperature, umerene vrednosti pH sredine),

2. visoka specifi¢nost enzimskih katalizatora u odnosu na hemijske- dobijanje opticki
Cistih proizvoda bez potrebe za dodatnim preciS¢avanjem reakcione smese,

3. dobijanje ¢istih proizvoda bez primesa drugih jedinjenja ¢ije nastajanje uvek prati

hemijske postupke [3].

2.4.1 Sinteza estara fenolnih kiselina

Ideja 0 enzimskoj sintezi estara fenolnih kiselina zapoCinje sa radom Gijota i
saradnika, koji su u svom radu pokazali da je to moguce, i to sa veoma velikom razlikom
u ostvarenim prinosima (2-98%) [76]. Ovo istrazivanje otvorilo je niz pitanja vezanih za
optimizaciju sinteze estara fenolnih kiselina, a koja su i dalje tema velikog broja nau¢nih
radova. Naime, bez obzira na veliki potencijal ovih jedinjenja kao prirodnih aditiva hrane
1 kozmetickih proizvoda, da bi enzimska sinteza estara fenolnih kiselina postala
ekonomski prihvatljiva na industrijskom nivou proces mora da bude efikasan i isplativ.
Pronalazenje adekvatnog enzimskog preparata predstavlja jedan od glavnih izazova
prilikom optimizacije procesa, jer je ¢esto cena biokatalizatora osnovna prepreka za

uvecanje obima proizvodnje iznad laboratorijskog nivoa.

2.4.1.1 lzbor enzima

lako je u sintezi estara fenolnih kiselina do sada ispitan veliki broj enzima poput:
fosfolipaze A [77], kutinaze [78], esteraze [79-81], tanaze [82], a-himoptripsina [83] i
lipaza iz razlicitih izvora [78, 83, 84], komercijalni imobilisani preparati Novozyme 435
[85-88], Lipozyme RM IM [32, 85, 86, 88] i Lipozyme TL IM [32, 33, 77] se koriste
gotovo isklju¢ivo. Primena imobilisanih preparata je opravdana sa ekonomskog aspekta,
jer omogucéava ponovnu upotrebu enzima i olakSava separaciju finalnog proizvoda, a u

sintezi estra je pozeljna, jer visak vode u reakcionoj smesi favorizuje suprotnu reakciju
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hidrolize. Razlike u efikasnosti ovih preparata poticu od razli¢itog afiniteta enzima prema
supstratima sa kojima reaguju, ali i prirode nosaca na koji je enzim imobilisan, kao i
sadrzaj vode u imobilisanom preparatu [77]. Sumiranjem literaturnih podataka (tabela
2.4) moze se zakljuciti da se Novozyme 435 pokazao kao superioran biokatalizator u
gotovo svakoj reakciji lipofilizacije fenolnih kiselina [32, 33, 85, 86].

U reakciji transesterifikacije 3,4-dihidroksifenilsiréetne kiseline i dihidrokafene
kiseline sa uljem rac¢i¢a u sistemu bez rastvaraca, pokazalo se da je efikasnost Lipozyme
TL IM sli¢na kao Novozyme 435, medutim ponovljivost eksperimenta je znatno niza u
slu¢aju Lipozyme TL IM, pa je Novozyme 435 i u ovoj reakciji izabran kao pogodan
biokatalizator. Veliku oscilaciju u ostvarenim prinosima sa Lipozyme TL IM autori
pripisuju neuniformnoj raspodeli Cestica koja moze da dovede do promenjenih interakcija
izmedu enzima i supstrata na granici faza [33]. Katsoura i saradnici su ispitali sva tri
pomenuta komercijalna preparata imobilisane lipaze uz Lipolase 100T prilikom sinteze
fenolnih estara u 1-butil-3-metilimidazolium heksafluoroboratu ([omim]BF6). Pokazalo
se da je sinteza moguca jedino sa Lipozyme RL IM i Novozyme 435, dok je njihova
efikasnost bila razlicita i zavisila je od strukture fenolnog supstrata. Derivati cimetne
kiseline su esterifkovani sa n-oktanolom u visem prinosu (%) koriste¢i Lipozyme RL IM,
dok je Novozyme 435 pokazao veci afinitet prema p-hidroksifenilsiréetnoj i propionskoj

kiselini [88].
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Tabela 2.4. Reakcioni uslovi sinteze razlicitih fenolnih estara.

Lipaza Acil donor Acil akceptor Reak_c_lonl Reakcioni uslovi Prinos Ref.
medijum
Novozyme 435
Lipozyme RM ~100 %
IM o Ricinusovo Molski odnos 1:1 Lipofilni i hidrofilni
Lipozyme TL Fegli?iekrﬁle;;na ulje Bez rastvarada Koli¢ina enzima 20% w/w ferulovani lipidi 62.6% i [32, 89]
IM Monostearin v 73 °C 23h/90 °C 72h 37.3%, !
“Amano” 6 Monoolein Vakum 10 mm Hg 98.3 % konverzija etil-
Pankreasna ferulata
lipaza
(Entsa?nil 20 mmol/dm? kafena kiselina
p(R §)2- Anhidrovani 420 mmol/dm? hiralni alkohol 338+1,8%
Novozyme 435 Kafena kiselina ’ 50,8 mg lipaze E vrednost >100 za (R)-1- [90]
heptanol oktan g L
0,5 ml rastvaraca metilbutil-kafeat
(R,S)-2- 67°C, 52 h
oktanol ’
Cimetna klsel_maz Dihidrokafena 10-60 mmmol/dm? acil donor
iselina, 40-50 mg lipaze
Novozyme 435 | 3,4-dihidroksifenil sir¢etna kiselina, Laneno ulje Bez rastvaraca giip o 48,6 — 86,5% [85, 87]
. . I 150 o/min 55°C,
3,4-dimetoksi benzoeva kiselina,
e - aw 0,38, 7 dana
ferulna kiselina sinapinska kiselina
10 mmmol/dm? dihidrokafene kiselina ~100 %
Novozvime 435 Linoleil heksan/2- 80 mmmol/dm? alkohol (57% za Lipozyme RM IM
ovozy Dihidrokafena kiselina alkohol . 9 cm?® rastvaraca u heksan/terc-butanol sa
Lipozyme RM o . - butanon 75:25 . S [86, 91]
IM Ferulna kiselina Linolenil (WIV) 25 mg lipaze linoleil alkoholom)
alkohol 150 o/min 55 °C (16% ferulna kiselina i
7 dana linolenil alkohol)
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Cimetna kiselina, kafena kiselina, p-
kumarinska kiselina

5 mmmol/dm?® kiseline
40 mmmol/dm? lanenog ulja

73,9% za cimetnu kiselinu
11,3% za kafenu kiselinu

3,4-dihidroksifenil sir¢etna kiselina, heksan/2- 30 mg lipaze 60% za n-kumarinsku
Novozyme 435 etil-ferulat, ferulna kiselina Laneno ulje butanon 85:15 10 cm?® smesa rastvaraca k?selinu [92]
Sinapinska kiselina (V/v) 9-10 dana 8.7-68.9%
3,4-dihroksibenzoeva kiselina 2.2 mg/ml silika gela ’ ’
3,4-dimetoksicimetna kiselina 150 o/min 55 °C
40 mmmol/dm? metil estra
240 mmmol/dm? 1-oktanol
metil-p-kumarat Holin-hlorid 50 mg lipaze
Novozyme 435 metil-ferulat 1-oktanol (ChCI) sa ureom 5 cm?® rastvaraca ~100% [93]
(UW)(ChCL:U) 200 o/min 60 °C,
azot atm
aw0.1572h
20 mmmol_/dm3 3,4_—d|r_1|drok5|fenll 75% za 3,4-dihidroksifenil
Novozyme 435 o S — sircetna kiselina ., PR
- 3,4-dihidroksifenil sir¢etna kiselina L y 3 . y sir¢etnu kiselinu 1
Lipozyme TL Dihidrokafena kiselina Ulje raci¢a Bez rastvaraca 2cm rea_kcwne smese Novozyme 435 [33]
IM 154 o/min 60 °C 48 h
62 mg/cm® Novozyme 435
fosfolipaza A 1:5 molarni odnos supstrata (etil-
Novozyme 435 ferulat:fosfatidilholin)
Lipozyme TL . Fosfatidilholin toluen/ 5 cm? rastvaraca S 40’5% N
Etil-ferulat N hloroform 31 (hidroliza fosfatidilholina u [77]
IM iz soje 90:10 (VIV) 60 mg/cm?® lipaze toku 1,5 h)
Lipozyme RM ' 100 mg/cm?® molekulska sita ’
IM 55°C 200 o/min, 4 dana
0,4 mmol/dm?® acil donor 86 %
1:38 molarni odnos supstrata 212 mmmol/dm?®g/h za
Dihidrokafena kiselina (dihidrokafena kiselina:1-oktanol) dihidrokafqu kiselinu
Novozyme 435 Ferulna kiselina 1-oktanol tOMA TEA 1-oktanol/tOMA.TFA 12:1 (v/v) koncentracija 1,6 M [94]
K Lo ' 0,5 cm® tOMA.TFA ferulna kiselina 86 % posle
afena kiselina :
100 mg lipaze 16 dana
100 mg molekulskih sita kafena kiselina 60 % posle
70 °C 300 o/min, 5 dana 12 dana
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2 g supstrata
1:6 molarni odnos supstrata (ferulna

Novozyme 435 Ferulna kiselina Laneno ulje naﬂgglcm kiselina:laneno ulje) 57,6% [95]
2 -
15 % (w/w) lipaze
80°C 215bar27,5h
Novozyme 435 5 mmmol/dm? acil donor
- 3 aci
Lipozyme RM N o o Riblje jetreno heksan/2 ) 20 mmmol/dm _aC|I akceptor 83%
3,4-dihidroksifenil sir¢etna kiselina d butanone smesa 30 mg lipaze . [96]
IM ulje , 3 > y 15 % sa Lipozyme RM IM
75:25 (viv) 9 cm® smese rastvaraca
150 o/min 55 °C 8 dana
1 mmmol/dm? kafena kiselina
1:71 molski odnos supstrata (kafena
Novozyme 435 Kafena kiselina 2-fenil-etanol izooktan kiselina:2-fenil-etanol) 93% [97]
293,8 mg lipaze
70°C 9,6 h 2 W/cm?
Cimetna kiselina kumarna kiselina,
kafena kiselina, metanol
Novozyme 435 p-hidroksifenil etanol [emim]BF4
Lipozyme TL siréetna kiselina ronanol [omim]BF4 20 mmmol/dm?3 fenolna kiselina 0,4-55,6% za Novozyme 435
IM p-hidroksifenil prop [bmim]BF4 20-250 mmmol/dm?® alifati¢ni alkohol |  4,9-59,2 % za Lypozyme
. . L butanol - 31 [88]
Lipozyme RM propionska Kkiselina heksanol [emim]PF6 80 mg/cm? lipaze RM IM
IM 2,4-dihidroksihidro eraniol [omim]PF6 50-60 °C 250 o/min
Lipolase 100T cimetna kiselina, %ktanol [omim]PF6

3,4-dihidroksihidro
cimetna kiselina
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Medutim, prilikom ispitivanja operativne stabilnosti upotrebljenih enzima, pokazalo
se da je Novozyme 435 zadrzao istu aktivnost tokom sedam ciklusa, dok je aktivnost
Lipozyme RL IM pala za 50% nakon Cetiri ciklusa [88]. Sli¢no, Stamatis i saradnici su
pokazali da Lipozyme RL IM pokazuje veci afinitet od Novozyme 435 prema ferulnoj
kiselini sa istim acil akceptorom, dok su s druge strane Kompton i saradnici objavili da je
enzimska sinteza ovog estra moguca jedino ako se kao biokatalizator koristi Novozyme
435 [78, 83].

Fokus novih istrazivanja u oblasti sinteze estara fenolnih kiselina, svakako je stavljen
na pronalazenje novih biokatalizatora koji bi omoguc¢ili da cena procesa proizvodnje ovih
jedinjenja bude niza. ReSenja se nalaze kako u pronalazenju novih biokatalizatora
testiranjem enzima iz novih sojeva koji ranije nisu ispitivani u ovim reakcijama, kao i u
modifikovanju postoje¢ih enzima kako genetskim inzenjerstvom, tako i povecanjem
njihove aktivnosti imobilizacijom ili aktivacijom jonima [81, 98-101]. Tako su lipaza iz
R. oryzae i Y. lypolytica uspesno koriS¢ene u sintezi oktil-metoksicinamata i 2-feniletil-
acetata, respektivno [102, 103].

2.4.1.2 Uticaj vrste acil donora na sintezu fenolnih estara

Lipaze pokazuju promenljiv stepen selektivnosti prema supstratima sa kojima
reaguju. Sterne smetnje (grananje, nezasi¢enost i duzina lanca) i elektronski efekti
supstrata su dva glavna faktora koja odreduju selektivnost. Uticaj navedenih faktora na
esterifikaciju zavisi od tipa kori$¢ene lipaze i enzimske specificnosti. Prinos fenolnih
estara u enzimski katalizovanoj sintezi zavisi u velikoj meri od strukture fenolne kiseline
(slika 2.22), odnosno od prirode supstituenata i zasic¢enosti acil niza na aromati¢cnom
prstenu. Dobro je dokumentovano da su prinosi u reakcijama esterifikacije katalizovanim
lipazom B znacajno nizi ukoliko fenolna kiselina poseduju hidroksilnu ili metoksi grupu
U p-polozaju na aromaticnom prstenu [62, 74-76]. Autori ovaj inhibitorni efekat
pomenutih supstituenata pripisuju kombinaciji elektronskog i sternog efekta. Naime,
elektron donorske grupe na prstenu deaktiviraju elektrofilni ugljenikov atom karboksilne
grupe za nukleofilni napad na alkohol, Sto rezultira slabijom reaktivnos¢u enzima [74,
77]. Ovaj fenomen uocili su jo§ Gijot i saradnici, kada su tokom esterifikacije niza
fenolnih kiselina sa n-butanolom, najvisi prinos, 97%, ostvarili upravo sa

nesupstituisanom cimetnom kiselinom [76]. Buisman i saradnici nedugo posle Gijota
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dolaze do istih zakljucaka [104], isti¢uéi jo§ da prisustvo supstituenta na prstenu u blizini
karboksilne grupe benzoeve kiseline i nefleksibilnost konjugovane trans dvostruke veze

cimetne kiseline, doprinose slabijem vezivanju supstrata za aktivni centar enzima [104].
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Slika 2.22. Esterifikacija derivata a) benzoeve; b) cimetne kiseline

Uoceno je da se stepen inhibicije znacajno smanjuje sa zasi¢enjem dvostruke veze
bocnog lanca konjugovanog sa aromati¢nim prstenom, razotkrivajuci tako dominantnu
ulogu elektronskog efekta na inhibiciju enzima [85, 91, 92, 105]. Prisustvo dodatnih
hidroksi ili metoksi grupa na prstenu ima sli¢no inhibitorno dejstvo na aktivnost enzima,
ali stepen inhibicije zavisi od reakcionih uslova kao i prirode acil akceptora [91].
Karboune i saradnici su pokazali da zamena jedne hidroksilne grupe kafene kiseline sa
jednom ili dve metoksi grupe (ferulna i sinapinska kiselina) potencirana porast, dok
zamena obe hidroksilne grupe sa metoksi grupama dovodi do pada prinosa u reakciji

acidolize ulja lanenog semena [74]. Slican trend zabeleZen je u esterifikaciji fenolnih
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kiselina sa feniletanolom, sa izuzetkom 3,4-dimetoksi cimetne kiseline s kojom je
ostvaren dobar prinos [65, 75]. Nasuprot tome, esterifikacija kafene kiseline sa n-
heksanolom, oktanolom i dodekanolom bila je efikasnija u poredenju sa ferulnom
kiselinom [78]. Zapravo, inhibitorni uticaj metoksi grupe u mnogome zavisi od drugih
supstituenata na aromatiénom prstenu. Niski prinosi estara 3,4-dihidroksi benzoeve
kiseline mogu se pripisati njenoj krutoj koplanarnoj konformaciji, koja je posledica
blizine supstituenata i karboksline grupe [76, 92]. Feruloil estaraza iz Fusarium
oksiporum, s druge strane, pokazuje najveéi afinitet prema p-hidroksilovanim derivatima
cimetne kiseline, dok nema afinitet prema cimetnoj kiselini [79, 80].

U sintezi ferulnih lipida ricinusovog ulja, pokazalo se da je etil-ferulat bolji acil donor
od same ferulne kiseline, jer poseduje nizu temperaturu topljenja pa je njegova
rastvorljivost u ulju znacajno bolja [89]. Reakcija je izvedena u vakuumu (10 mm Hg),
jer se na taj nacin omogucava uklanjanje etanola koji nastaje kao sporedni proizvod, ¢ime
se favorizuje pomeranje ravnoteze ka stvaranju proizvoda, ali se i spreCava moguca
inaktivacija enzima viskom etanola. Ispostavilo se da je koriSéenje rotacionog vakuum
uparivaca (150 o/min) efikasnije nego kada je vakuum ostvaren u sistemu sa mehanickim
meSanjem (300 o/min). Razlog je efikasnije odvodenje etanola iz sistema, kao i smanjenje
spoljasnjeg otpora prenosu mase efikasnim mes$anjem faza [106-108]. Ista grupa autora,
bavi se 1 sintezom ferulnih derivata glicerola 1 oleinske kiseline u vakuumu koriste¢i etil-
ferulat kao donor ferulne grupe u sistemima bez rastvaraca i jonskim te¢nostima [84, 107,
109, 110]. Autori su dosli do zakljucka da je mnogo efikasnije postupak izvoditi
dvostepeno, pri ¢emu prvo nastaje 1-gliceril-ferulat, koji u slede¢em stupnju reaguje sa

oleinskom kiselinom i daje mono- i diacilferuloil glicerol (slika 2.23) [106].
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Slika 2.23. Dvostepena enzimska sinteza mono- i diacilglicerola [106]
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Ovaj fenomen se moze pripisati ¢injenici da je glicerol bolji acil akceptor od mono
i diacilglicerola, jer poseduje viSe hidrokslinih grupa, a s druge strane etil-ferulat u
reakciji transesterifikacije kao voluminozan supstrat pravi vece sterne smetnje nego
alifati¢ni acil donori, u ovom slu¢aju oleinska kiselina [106, 109]. Sli¢no je pokazao
Kompton u reakciji etil-ferulata i trioleina [83]. S druge strane prilikom sinteze
ferulovanih derivata lanenog ulja izvedenoj na atmosferskom pritisku ferulna kiselina se
pokazala kao bolji acil donor od etil-ferulata. Razlog je moguéa pomenuta inaktivacija
enzima etanolom, ali i moguéa kompetetivna reakcija etanola i ferulne kiseline [92]. Ju i
saradnici su problem nastanka etanola kao sporednog proizvoda u sintezi ferulovanih
derivata trioleina prevazisli tako $to su koristili vinil-ferulat kao acil donor. Naime,
acetaldehid koji nastaje kao sporedni proizvod ove reakcije, ne ucestvuje dalje u reakciji

pa ne favorizuje pomeranje ravnoteze ka povratnoj reakciji [111].

2.4.1.3 Uticaj vrste acil akceptora

Lipaze pokazuju promenljiv stepen selektivnosti i prema acil akceptorima sa kojima
reaguju, medutim kako je molekul alkohola nukleofil koji vrsi deacilovanje acil-enzim,
izbor alkohola manje zavisi od aktivnog centra. Izbor alkohola zavisi od oblasti koja
okruzuje aktivni centar enzima. Medutim, u slu¢aju CALB, kanal u kom se vezuje
alkoholni supstrat je uzi od kanala u kom se vezuje kiselina, pa ovaj enzim pokazuje veéu
selektivnost prema acil akceptorima [51]. Kako alkohol ne ucestvuje u stvaranju acil
enzim kompleksa, ukupna brzina reakcije odredena je difuzijom molekula alkohola do
aktivnog centra enzima. Katsoura i saradnici su pokazali da Novozyme 435 i Lipozyme
RL IM pokazuju razli¢itu specifi€nost prema alifatiénim alkoholima 1 geraniolu u sintezi
estara ferulne kiseline u jonskoj te¢nosti [bmim]PFe [88]. Pokazalo se da poc¢etna brzina
reakcije 1 prinos reakcije opadaju sa porastom duZine ugljenikov niza alkohola za
Novozyme 435, i najniZi prinos je ostvaren sa geraniolom. Kod Lipozyme RL IM je
situacija nesto drugacija, naime prinos raste sa porastom broja C atoma alkohola do C4,
nakon Cega pada i ostaje priblizno isti za C6, C8 i geraniol [88]. 1z dobijenih rezultata se
vidi da je Novozyme 435 pokazuje mali afinitet prema razgranatom geraniolu, §to je u
skladu sa pomenutom diskusijinom o aktivnom centru ovog enzima. Uticaj vrste alkohola
na prinos sinteze estara ferulne kiseline ispitan je i u heksanu 1 uocen je sli¢an trend, s tim

Sto esterifikacija nije uspesno izvedena sa metanolom, a uspeSno je izvedena sa
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aromati¢nim benzil alkoholom [112], a isti trend zadrzan je i u sistemu rastvaraca
heksan/butanon (75/25) dok je u sistemu bez rastvaraca esterifikacija bila moguca jedino
sa alkoholima sa 8 i vise C atoma [76].

U sintezi estara cimetne kiseline u n-heksanu, pokazalo se da duzina alifaticnog niza
alkohola nema uticaj na prinos esterifikacije, a najnizi prinosi ostvareni su sa aromati¢nim
benzil i cinamil alkoholom, dok je visok prinos ostvaren sa cikloheksil alkoholom [112].
Ovakav rezultat ukazuje na veéi uticaj elektronskog efekta u odnosu na sterni i u
vezivanju aromati¢nih acil akceptora. U sistemu bez rastvaraca, kao najbolji acil akceptori
pokazali su se n-butanol i n-oktanol [76].

U reakciji transesterifikacije etil-ferulata i monostearina i monooleina, zna¢ajno visi
prinosi ostvareni su sa monostearinom, najverovatnije zbog manjih sternih smetnji

stearinske u odnosu na oleinsku kiselinu [32].

2.4.1.4 Uticaj molskog odnosa supstrata

Tipi¢no, sinteza lipofilnih fenola se sprovodi u visku acil akceptora, a molski odnosi
acil donora i acil akceptora idu ¢ak i do 1:100 [97]. Medutim, vecina istrazivanja izvedena
je pri molskim odnosima do 1:10 [77, 92, 95, 105, 113, 114]. U reakciji sinteze derivata
dihidrokafene kiseline i lanenog ulja, pokazalo se da je smanjenje molskog odnosa od 8
do 1 (ulje:kiselini) dovelo do povecanja enzimske aktivnosti 2,5 puta. Prisustvo vece
koli¢ine wulja doprinosi vecoj koncentraciji mono- 1 diacil glicerola, ¢ime se

termodinamicka ravnoteza reakcije pomera ka stvaranju fenolnih lipida [113].
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Karbourne i saradnici su dosli do istih zakljuc¢aka u sintezi razli¢itih fenolnih derivata
lanenog ulja, kada je povecanje molskog odnosa od 4 do 8 (n(acil akc.): n(acil don.))
dovelo do povecanja prinosa u opsegu od 5-60 do 7-74%, ali je stepen povecanja zavisio
od strukture fenolne kiseline [92]. Prilikom acidolize ulja riblje jetre sa
dihidroksifenilsir¢etnom kiselinom, kao optimalni molski odnos pokazao se 4, kada je
nakon 8 dana prinos reakcije iznosio 83%, dok je pri molskom odnosu od 8, prinos
reakcije bio 52%. S druge strane Karbourne i saradnici sa istim supstratom i lanenim
uljem u istom vremenskom periodu bolji prinos ostvarili pri molskom odnosu od 8 [92,
96]. Ovakav rezultat ukazuje na efekte polarnosti i viskoznosti reakcione smese na
raspodelu supstrata i njegovu dostupnost enzimu.

U reakciji transesterifikacije cimetne kiseline i trioleina (TO), pri nizim molskim
odnosima, 1:3-1:4,5 (n(acil don.): n(acil akc.)) prinos reakcije ostvaren tokom prvih 5
dana znac¢ajno je visi u odnosu na prinos ostvaren pri molskom odnosu od 1:6, ali nakon
toga stepen konverzije pri ovom molskom odnosu raste i prevazilazi prinos ostvaren pri
nizim molskim odnosima. Ovakav trend ukazuje na inhibitorno dejstvo pocetnog viska
TO, koji se sa napredovanjem reakcije smanjuje. Naime, inhibicija trioleinom
najverovatnije potice od velike viskoznosti reakcione smese i promene polarnosti u
mikrookolini enzima koja dovodi do limitacija u prenosu mase i/ili promene u raspodeli
supstrata u reakcionoj smesi, a ne do deaktivacije enzima [116].

Visak linoleil alkohola u reakcionoj sme$i pogodovao je sintezi linoleil-
dihidrokafeata i najveci prinos je ostvaren pri najvecoj koncentraciji linoleil alkohola, tj.
molskom odnosu od 1:8 [86]. Ipak, uticaj molskog odnosa supstrata u mnogome zavisi
od primenjenog rastvaraca, pa su Katsoura 1 saradnici pokazali da je najvisi stepen
konverzije u sintezi oktil-ferulata u jonskoj te¢nosti [bmim]PFg dobijen pri ekvimolarnim
koncentracijama supstrata [88].

Variranjem molskog odnosa moze se promeniti selektivnost enzima prema supstratu,
jer se menja polarnost reakcionog medijuma a samim tim i dostupnost supstrata enzimu.
U sintezi strukturnih lipida lanenog ulja i dihidrokafene kiseline, poveéanje koncentracije
ulja u reakcionoj smesi dovelo je do povecanja ukupnog prinosa reakcije (%), ali i
favorizovanje nastanka fenolnih diacilglicerola u odnosu na monoacilglicerole (slika
2.24-2.25). Razlog je bolja rastvorljivost nepolarnih diacilglicerola u ulju, ¢ime se

povecava njihova koncentracija u mikrookolini enzima [113]. Sli¢no, u reakciji sinteze
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cinamoil-mono- i dioleilglicerola povecanjem koncentracije TO u reakcionoj smesi,
menja se selektivnost reakcije i1 ravnoteza pomera ka nastanku lipofilnijih cinamoil-

diacilglicerola [116].
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Slika 2.25. Proizvodi sinteze fenolnih lipida na primeru ferulne kiseline i ricinusovog ulja [115].

2.4.1.5 Uticaj temperature

Optimalne temperature za enzimsku sintezu estara fenolnih kiselina najcesce se
nalaze u opsegu od 55-70 °C [33, 77, 85, 90, 93, 109]. Medutim, ukoliko se kao
biokatalizator ne Kkoristi termostabilna lipaza B, optimalna temperatura sinteze fenolnih
estara moze biti znaCajno niza, ¢ak i samo 28°C [103, 117]. Prijavljene su i viSe
temperature kao optimalne za sintezu fenolnih estara, pa su tako Sun i saradnici nedavno
pokazali da je porast temperature od 60 do 90°C doveo do zna¢ajnog porasta u konverziji
etil-ferulata u reakciji transesterifikacije sa ricinusovim uljem, pa je tako optimalna
temperatura za ovu reakciju, katalizovanu sa Novozyme 435, ¢ak 90°C [89]. Kao razlog
ovako visoke optimalne temperature, autori navode olakSan transfer acil donora u
reakcionoj smesi na viSoj temperaturi usled smanjenog viskoziteta reakcione smese [89].
Sli¢no, usled olaksane difuzije reaktanata u natkriticnom ugljen-dioksidu na 80°C, na ovoj
temperaturi su ostvareni najbolji prinosi u reakciji transesterifikacije etil-ferulata sa TO i
lanenim uljem [95, 118]. Temperatura od 90°C optimalna je i za sintezu ferulovanih
glicerola u jonskim te¢nostima zahvaljuju¢i zastitnom efektu ovih jedinjena protiv
termicke deaktivacije, jer je optimalna temperatura za sintezu ovih jedinjenja u sistemu
bez rastvaraca 60°C [84, 106].
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2.4.1.6 lzbor reakcionog medijuma

Nedavni napredak u primeni biotransformacija zahteva koris¢enje nevodene sredine
zbog niza prednosti koje nadmasuju nedostatke izvodenja ovi reakcija u organskim
rastvaraCima. Pre svega poboljSane rastvorljivosti hidrofobnih supstrata, pomeranju
termodinamicke ravnoteze ka sintezi, a ne prema hidrolizi, sporedne reakcije koje
zahtevaju vodu se svode na minimum, smanjuje se¢ ili u potpunosti iskljuc¢uje moguénost
kontaminacije mikroorganizmima, menja se specificnost enzima prema odredenim
supstratima, olakSano je odvajanje enzima i njegova ponovna upotreba, a moguce je
postizanje bolje termostabilnosti enzima [119].

Generalno se organski rastvaraci sa visokom logP vrednoS¢u smatraju dobrim
reakcionim medijumima za izvodenje reakcija katalizovanim lipazama u nevodenim
sredinama, jer ne uticu na mikrovodeni sloj neophodan za normalnu kataliti¢ku aktivnost
enzima [119]. Prema studiji koju su izveli Lane i saradnici, optimalni reakcioni medijumi
za biotransformacije su rastvaraci ¢ija je logP vrednost ve¢a od 4 [120]. Medutim, u
reakcijama sinteze fenolnih estara situacija je neSto drugacija usled veoma male
rastvorljivosti fenolnih kiselina u nepolarnim sredinama. Tako je Kompton ustanovio da
sinteza oktil-ferulata nije moguc¢a u nepolarnom n-heksanu i toluenu, ve¢ je kao reakcioni
medijum kori$¢en terc-butanol [83]. Jang i saradnici su sintezu ferulovanih derivata
fosfatidilholina isprobali u vise rastvara¢a umerene polarnosti sa opsegom logP vrednosti
od 0,37-3,5. lako je rastvorljivost oba supstrata bolja u polarnim supstratima, zbog
negativnog efekta ovih rastvaraca na aktivnost enzima autori su se odlucili za rastvarace
umerene polarnosti. Pokazalo se da je najbolji stepen konverzije ostvaren u toluenu
(logP=2,5), pri ¢emu je prinos reakcije dalje povecan izvodenjem reakcije u smesi toluena
i hloroforma [77]. Naime, kako bi se prevaziSao problem male rastvorljivosti fenolnih
kiselina nekad je neophodno reakciju sinteze fenolnih estara izvoditi u binarnim
sistemima rastvaraca kako bi se povecala rastvorljivost kiseline u reakcionom medijumu
[77,86,92, 105, 114]. Sabali i saradnici su pokazali da su u sintezi linoleil-dihidrokafeata
postignute vece pocetne aktivnosti reakcije esterifikacije u smesi heksan/terc-butanol
nego u smesi heksan/2-butanon, medutim, u smesi heksan/2-butanon ostvaren je veci
prinos reakcije pa je izabran kao optimalan, a kasnije je primenjen i u sintezi drugih
fenolnih lipida (tabela 2.4) [86]. Utvrdeno je da odnos rastvarac¢a u binarnom sistemu

utiCe na aktivnost, ali i na selektivnost primenjene lipaze [92, 113], pa je tako uo¢eno da
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je sinteza fenolnih diacilglicerola favorizovana kada je ve¢i udeo nepolarne faze u smesi
rastvaraca, $to je posledica vece rastvorljivosti diacilglicerola u mikrookolini enzima [92,
96, 113].

Drugi nain da se prevazide problem male rastvorljivosti fenolnih kiselina je
izvodenje reakcije sinteze fenolnih estara u jonskim tecnostima, koje predstavljaju
interesantan reakcioni medijum za enzimski katalizovane reakcije zbog svojih
jedinstvenih fizicko-hemijskih karakteristika. Ova jonizovana jedinjenja koja su te¢na na
sobnoj temperaturi su odli¢ni rastvaraci, imaju veliku termostabilnost, odli¢nu jonsku
provodljivost, nizak napon pare, i veoma nisku toksi¢nost, zbog ¢ega se pocetak njihove
primene naziva “zelenom® hemijskom revolucijom [88, 94, 119]. Zastitni efekat jonskih
teCnosti protiv toplotne deaktivacije enzima omogucio je rad na viSim temperaturama u
sintezi ferulovanih glicerola, pri ¢emu je optimalna temperatura reakcije iznosila 90°C,
dok se prilikom izvodenja ove reakcije u sistemu bez rastvaraca kao optimalna pokazala
temperatura od 60 °C [81, 97]. Pregledom relevantnih literaturnih radova iz ove oblasti,
dolazi se do zakljucka da uticaj anjona jonske tecnosti ima veéi uticaj na sintezu fenolnih
estara od katjona, pri ¢emu se kao izuzetno dobri isti¢u slabo koordinisani anjoni [BF4],
[PFe] i [Tf2N] [84, 121]. Od pomenutih anjona [BF4] se pokazao kao najmanje pogodan
u sintezi fenolnih estara, jer zbog svoje hidrofilne prirode odvla¢i vodu neophodnu za
normalnu katalitiCku aktivnost enzima [84, 94]. Uticaj katjona zavisi od duzine bo¢nog
niza na imidazolovom prstenu. Pokazalo se da sa povecanje broja C atoma bo¢nog niza
dovodi do pada aktivnosti Novozyme 435 u sintezi feniletil-kafeata (CAPE) i oleil-
ferulata [121, 122]. S druge strane Sun je pokazao da prinos ferulovanih glicerola raste sa
porastom duzine ovog niza, a sli¢no je pokazano i u sintezi etil-ferulata [84, 88].

Ciftci i Saldana su zakljuéili da superkriticni CO2 (SCCO>) predstavlja adekvatan
reakcioni medijum za "zelenu” sintezu fenolnih lipida [95]. Da bi enzimska sinteza bila
efikasna u SCCO2 neophodno je da se odigrava u homogenoj tecnoj fazi, pa su zbog toga
autori prikazali izgled ovog trofaznog reakcionog medijuma (ferulna kiselina-¢vrsto,
laneno ulje-te¢no i SCCO2-gas) na razli¢itim temperaturama i pritiscima (slika 2.26).
Crne tacke na slici 2.26 predstavljaju nerastvorenu ferulnu kiselinu koja moze da dovede
do zatvaranja pora imobilisanog enzima odnosno difuzionih limitacija. Vidi se da sa
porastom temperature od 40-80°C raste rastvorljivost kiseline (slika 2.26a-c) i da je

najhomogeniji reakcioni medijum postignut na 80°C, $to je i potvrdeno eksperimentalnim
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rezultatima, jer je na ovoj temperaturi dobijen stepen konverzije od 58%. S druge strane,
porast pritiska doveo je takode do stvaranja homogenog reakcionog medijuma, ali je
najveci stepen konverzije ostvaren na pritisku od 215 bar. Razlog je otezan prenos mase

na pritisku od 345 bar prouzrokovan povecanom gustinom SCCO2 na ovom pritisku [95].

Slika 2.26. Prikaz smese lanenog ulja, ferulne kiseline i COz nakon 27,5 h na razlicitim
temperaturama i pritiscima. (a) 40°C/215 bar, (b)60 °C/215 bar, (c) 80°C/215 bar; (d) 60°C/85
bar; (e) 60°C/215 bar; (f) 60°C/345 bar [95].

Kako je jedan od glavnih prepreka za sintezu fenolnih estara u ve¢im razmerama niska
vrednost volumetrijske produktivnost procesa u organskim rastvara¢ima [33, 123],
reakcije sinteze fenolnih estara se Cesto izvode u sistemu bez rastvaraca, ¢ime je
omogucen rad u malim zapreminama, odnosno ve¢im koncentracijama supstrata [32, 33,

85, 89].

2.4.1.7 Uticaj vode na sintezu estara fenolnih kiselina

Kontrola aktivnosti vode je jedan od nacina da se poveca prinos fenolnih estara, jer
pored aktivnosti enzima, voda uti¢e i na ravnotezu reakcije. Dodavanje molekulskih sita,
314 A, u reakcioni medijum predstavlja jednu od primenjenih strategija za odrzavanje
aktivnosti vode na Zeljenom nivou [77, 105, 124]. lako ovakav pristup ima niz prednosti
poput niske cene adsorbenta, jednostavne separacije i regeneracije, s druge strane zahteva

paZzljivu optimizaciju koli¢ine molekulskih sita, jer prevelike koli¢ine ovog adsorbenta u
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reakcionom medijumu mogu da dovedu do pada u prinosu [77, 116]. Jedan od nacina da
se ukloni suviS$na voda iz sistema, a istovremeno i smanji spolja$nji otpor prenosu mase
je izvodenje reakcije u rotacionom vakuum uparivacu, pa se tako u sintezi ferulovanih
moacil- i diacilglicerola pokazalo da je ova strategija efikasnija od molekulskih sita [106].
Drugi nacin kontrole vode u reakcionom medijumu je dodavanje parova hidrata soli [85,
111, 125]. Pokazalo se da su najveci prinosi postignuti u reakcionim medijumima u kojim
je bila mala aktivnost vode, $to je postignuto preekvilibracijom reakcione smese sa LiBr
(aw =0,07), LiCl (aw =0,11) i CH3COOK (aw =0,23) [85, 111, 126]. Ipak Xin je pokazao
da je u reakciji transesterifikacije etil-ferulata i trioleina optimalna aktivnost vode od aw
=0,75. Autori ovakav rezultat objaSnjavaju ¢injenicom da je prisustvo vode u reakcionom

medijumu uticalo na hidrolizu trioleina do monooleina i dioleina [108].

2.4.2 Kinetika sinteze estara fenolnih kiselina

Enzimska kinetika se bavi uticajem razliCitih faktora: koncentracije enzima, supstrata
i proizvoda, pH, temperature itd., na brzinu enzimske reakcije. Osnovni zadatak kineticke
analize je odredivanje zakona brzine enzimske reakcije pomocu koga se moze izraunati
vreme odigravanja 1 prinos reakcije pod odredenim uslovima, $to je polazna osnova za
projektovanje enzimskih reaktora i optimizaciju enzimskih procesa [127].

Klilend je precizno definisao pravila za nomenklaturu viSesupstratnih reakcija.
Supstrati se obelezavaju sa A,B,C,.., prema redosledu vezivanja za enzim, a proizvodi se
prema redosledu oslobadanja obelezavaju sa P,Q,R. Enzim se u razli¢itim stanjima
obelezava sa E,F,G. Supstrati i proizvodi vezani za enzim u obliku kompleksa,
obelezavaju se EA, EP, dok se ternarni kompleks predstavlja sa EAB [128, 129]. Prema
nomenklaturi Klilenda dvosupstratne reakcije se klasifikuju u dve velike grupe ping-pong
1 sekvencijalne reakcije. ViSesupstratne reakcije kod kojih se svi supstrati veZzu za enzim
pre oslobadanja proizvoda, odvijaju se po sekvencijalnom mehanizmu, koji se moze
ostvariti kao pravilan i nasumic¢an. Kod reakcija koje se odvijaju po ping-pong
mehanizmu, proizvod se oslobada pre nego S$to se svi supstrati vezu i formiraju kompleks
sa enzimom. Po Klilandovom modelu, ovaj mehanizama se moze prikazati kao na slici

2.27.
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Slika 2.27. Sematski prikaz ping-pong bi-bi mehanizma.

Kineticki model se izvodi uz pretpostavku o stacionarnom stanju za oba kompleksa,
primenom ovog uslova dobija se:

Vimax[Al[B]
V' = KB[A] + aKA[B] + [A][B] (2.1)
gde su kA = Xitle gp _ Kostlag, ks

k1 k3 ka
Pri kineti¢kim ispitivanjima enzimski katalizovane sinteze estara neophodno je uzeti
u razmatranje i fenomen inhibicije viskom supstrata. U reakcijama esterifikacije, u
zavisnosti od toga da li inhibitorno dejstvo ispoljava alkohol (jed. 2.2 ) ili kiselina (jed.
2.3) ili oba supstrata (jed. 2.4), kineticki modeli u skladu sa ping-pong bi bi mehanizmom

su razli¢iti [3].

b Vinax[41[K] -
KE[A] (1 +20) + akAK] + [A][K] 22)
b Vinax[AI[K ] ,
KK[A] + aKA[K (1 ) Al[K] (2.3)
_ Vinax[41[K]
v = (2.4)

KE[AT(1+2) + akAlK] (1432 + [A1[K]

Veéina bisupstratnih reakcija katalizovanih lipazom se odvija prema ping-pong bi bi
mehanizmu, koji neretko ukljucuje inhibiciju nekim od supstrata. U literaturi je dostupan
mali broj radova vezanih za kinetiku sinteze estara fenolnih kiselina, a prema dostupnim
podacima moze da se zakljuci da se i sinteza estara fenolnih kiselina odvija prema ping-
pong bi bi mehanizmu [109, 115]. Naime, Sun i saradnici su ispitali kinetiku sinteze
ferulovanih lipida u reakciji etil-ferulata i ricinusovog ulja, kao i reakciji glicerol-ferulata

i oleinske kiseline, pri ¢emu su obe reakcije katalizovane sa Novozyme 435 i1 pokazalo se
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da se obe reakcije odvijaju prema pomenutom mehanizmu pri ¢emu nije uocena inhibicija
nijednim od supstrata [109, 115]. Na slici 2.28 se je prikazan izgled Lajnviver-Burkovog
dijagrama sinteze ferulovanih diacilglicerola [109]. Kao $to se moze primetiti, primenjeni
model se odli¢no slaze sa eksperimentalnim rezultatima, medutim autori su kineticku
studiju izveli u sistemu bez rastvaraca, tako da je ispitana samo jedna koncentracija
oleinske kiseline pa je nemoguce utvrditi da li bi u sistemu postojala inhibicija glicerol-
ferulatom. U narednoj studiji, sintezi ferulovanih lipida u reakciji transesterifikacije etil-
ferulata i ricinusovog ulja u BMIMPFe, autori su varirali koncentracije oba supstrata i
dobijen je Lajnviver-Burkov dijagram karakteristi¢an za ping-pong bi bi mehanizam bez
inhibicije supstratima. Naime, variranjem vrednosti koncentracije etil-ferulata pri
razli¢itim konstantnoj koncentraciji ricinusovog ulja u Lajnviver-Burkovom dijagramu
su dobijene prave jednakog nagiba, Sto je karakteristicno za ovaj mehanizam (slika
2.28)[115]. Interesantno je da u ovoj reakciji kao proizvod nastaje etanol, koji u veé¢im
koncentracijama moze da inhibira Novozyme 435 [76, 130], medutim kako se reakcija
izvodi u vakuumu, etanol se kontinulano odvodi iz sistema, pa je isklju¢ena moguénost

inhibicije enzima proizvodom [115].

y=0.05x +0.19
R?=0.995

= 144
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Slika 2.28. Zavisnost pocetne brzine sinteze ferulovanih diacilglicerola prikazana Lajnviver-

Burkovim dijagramom.

Kako u literaturi nema veliki broj radova vezanih za kinetiku sinteze estara fenolnih
kiselina sa Novozyme 435, u nastavku ¢e biti predstavljeni primeri sinteze drugih estara
katalizovanih sa ovim enzimom.

Bezbradica i saradnici su se bavili ispitivanjem Kinetike sinteze askorbil-oleata u

acetonu sa Novozyme 435, pri ¢emu su koncentracije oba supstrata varirane u opsegu od
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0,05-1 mol/dm?. Rezultati dobijeni u ovoj studiji prikazani su na slici 2.29. U grafickom
prikazu kineticke studije se lako uocava da uticaj koncentracije oleinske kiseline, pri
konstantnoj koncentraciji askrobinske kiseline, na brzinu reakcije ima izgled klasi¢ne
Mihaelis-Mentenove krive, dok je uticaj koncentracije askrobinske kiseline nesto
komplikovaniji. Naime, do koncentracije od 0,2 mol/dm® sa porastom koncentracije
askrobinske kiseline raste 1 poCetna brzina reakcije, medutim pri ve¢im koncentracijama
dolazi do pada brzine usled inhibicije enzima supstratom u visku [131], pa je za opisivanje
pocetne kinetike sinteze askorbil-oleata koris¢en ping-pong bi bi mehanizam sa
inhibicijom acil akceptorom u visku (jed. 2.2). Inhibiciju Novozyme 435 sa askorbinskom
kiselinom su objasnili ¢injenicom da se, kada se u reakcionoj smesi nalazi velika
koncentracija ovog supstrata, pove¢ava verovatnoca vezivanja alkohola za lipazu pre
stvaranja acil-enzim kompleksa. Tako dobijeni kompleks je neaktivan ("dead-end”
kompleks) i na njega se ne moze vezati molekul Kkiseline. Dobijeni kineti¢ki model se
zasniva na pocetnim brzinama reakcije pa ne opisuje adekvatno zavisnost koncentracije
proizvoda od vremena reakcije nakon duzeg vremenskog perioda. Autori su pokazali da
se eksperimentalni rezultati i rezultati predvideni modelom pokazali dobro slaganje samo
nakon pocetnih 90 min reakcije, nakon kojih je doSlo do velikih odstupanja koja se
pripisuju uticaju povratne reakcije hidrolize na prinos reakcije. Ova hipoteza potvrdena
je dodavanjem molekulskih sita u reakcioni medijum kada je linearan porast koncentracije
proizvoda sa vremenom produzen do 4 h trajanja reakcije. Kako bi dobili odgovarajuci
model koji opisuje zavisnost koncentracije proizvoda od vremena bilo je neophodno u
model ukljuciti i povratnu reakciju hidrolize. KoriS¢enjem modela koji ukljucuje
hidrolizu estra dobijeno je dobro slaganje modelovanih i eksperimentalnih rezultata i

nakon 90 h trajanja reakcije [131].
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Slika 2.29. Reprezentativne krive kinetickog modela sinteze askorbil-oleata a)0,3 mol/dm®
askorbinske kiseline; b) 0,1 mol/dm? oleinske kiseline.

Lopresto je ispitao kinetiku sinteze heksil-oktanoata u n-dekanu, variranjem
koncentracije oba supstrata u velikom intervalu. Sematski prikaz mehanizma ove reakcije

prikazan je na slici 2.30 [132].
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Slika 2.30. a) Sematski prikaz mehanizma sinteze heksil-oktanoata;b) graficka zavisnost brzine
reakcije od koncentracije heksanola pri konstantnoj koncentraciji oktanske kisleine;c) graficka
zavisnost brzine reakcije od koncentracije oktanske kiseline pri konstantnoj koncentraciji
heksanola [132].

Kao $to se vidi na slici 2.30 rezultati dobijeni u ovoj studiji upucuju na inhibiciju

enzima sa oba supstrata, poSto s porastom koncentracije oba supstrata dolazi do pada
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brzine reakcije. Inhibiciju enzima supstratima u visku objaSnjena je nastajanjem
neaktivnih ("dead-end”) kompleksa. Dobijene vrednosti kinetickih konstanti ukazuju da
enzim ima veéi afinitet prema alkoholnom nego prema kiselinskom supstratu (KA=1,205
mol/dm3, a KX=17,09 mol/dm?), a vrednosti konstanti inhibicije da je oktanska kiselina
jaéi inhibitor enzima (K;,=0,107 mol/dm?, a K;,=0,355 mol/dm?) [132]. Autori su ispitali
primenljivost dobijenog kinetickog modela za predvidanje ishoda reakcije nakon duzeg
reakcionog vremena i pokazalo se da se rezultati dobijeni modelom i eksperimentalni
rezultati dobro slazu u pocetnim fazama reakcije sinteze, dok je s produzenjem
reakcionog vremena odstupanje sve veé¢e. Kao mogu¢ razlog ove pojave autori navode
aglomeraciju Cestica enzima koja dovodi ¢ime se smanjuje broj aktivnih centara enzima
raspolozivih supstratu. Takode, model pokazuje veca odstupanja pri vecim
koncentracijama supstrata [132]. Razlog ovakvog odstupanja eksperimentalnih rezultata
od rezultata predvidenih modelom autori objasnjavaju slede¢im hipotezama: povecanoj
koncentraciji vode koja dovodi do stvaranja dvofaznog sistema u kom se rastvara deo
heksanola; inaktivacijom enzima usled termicke denaturacije i uticajem povratne reakcije
hidrolize estra. Kao zakljucak, dobijeni kineticki model valjano predstavlja kinetiku
sinteze heksil-oktanoata do koncentracije oba supstrata od 1 mol/dm?, iznad ovih
vrednosti koncentracije odstupanja modela i eksperimentalnih rezultata su velika [132].

2.5 Konfiguracija proto¢nih reaktora primenjenih u
enzimskoj sintezi estara fenolnih kiselina

Prilikom izbora enzimskog reaktorskog sistema u obzir se uzima veliki broj faktora,
pre svega izbor enzima: slobodan ili imobilisan; kontrola pH vrednosti i temperature,
hemijska 1 bioloSka stabilnost supstrata i proizvoda, ucestalost izmene biokatalizatora,
inhibicija supstratom ili proizvodom itd. Za imobilisane enzime treba izabrati nosac
odgovarajuc¢ih fizickih i hemijskih karakteristika, odgovaraju¢u veli¢inu cestica
imobilisanog enzima, neophodno je ispitati moguénost regeneracije imobilisanog enzima
itd. U procesima sa imobilisanim enzimima koriste se: reaktor sa meSanjem, reaktor sa
pakovanim i fluidizovanim slojem, air-lift reaktor i membranski reaktor. Za reakcije sa
slobodnim enzimom najvise se koristi Sarzni reaktor sa ili bez meSanja i protoc¢ni reaktor

sa ultrafiltracijom. U tabeli 2.5 su dati opsti kriterijumi za izbor reaktorskog sistema:
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Tabela 2.5. Kriterijumi za izbor reaktora [133]

Sarzni reaktor

Cevni reaktor sa

Proto¢ni reaktor sa

pakovanim slojem mesanjem
Reakcioni medijum
jednofazni da da da
dvofazni da nepogodan da
Kinetika reakcije
Inhibicija
supstratom Nepogodan Nepogodan da
Inhibicija da da nepogodan
proizvodom
Imobilisan nepogodan (mala da (velika nepogodan (mala
katalizator koncentracija) koncentracija) koncentracija)
Agg:g;i’;a Moguca Neuobicajena Moguca
Stabilnost Mala dosta velika dosta velika

Bez obzira na visoku cenu enzimskih preparata u poredenju sa reagensima koji se
koriste u hemijskoj sintezi estara, moguce je razviti ekonomican i efikasan proces za
proizvodnju estara fenolnih kiselina koriste¢i proto¢ne bioreaktorske sisteme koji
omogucavaju ponovnu upotrebu enzima sve dok zadrzava svoju kataliticku aktivnost
[134]. Koris¢enje imobilisanih enzima u $arznim reaktorima u industrijskim procesima
ima svojih prednosti, s obzirom na jednostavnost izvodenja procesa i mogucénost reciklaze
enzima, medutim prilikom rada sa imobilisanim enzimima treba uzeti u obzir fizi¢ke 1
hemijske karakteristike nosaca na koji je enzim imobilisan, s obzirom na mehanicki stres
kojem je enzimski preparat izloZzen prilikom meSanja. Kao posledica izlaganja
mehani¢kom stresu javlja se gubitak aktivnosti enzimskog preparata usled denaturacije 1
spiranja enzima sa nosaca, Sto dovodi do smanjene efikasnosti i ekonomicnosti procesa.
S druge strane, za proizvodnju na industrijskom nivou, upotreba reaktora sa pakovanim
slojem predstavlja isplativije reSenje zahvaljuju¢i kontinualnom radu, efikasnom
recikliranju enzima bez prethodnog razdvajanja, kao i blazim reakcionim uslovima, ¢ime

se potencijalno produzava radni vek biokatalizatora [135-137].
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U poslednjih par godina, nekoliko autora je predloZilo izvodenje sinteze estara
fenolnih kiselina u razli¢itim konfiguracijama kontinualnih enzimskih reaktora sa
pakovanim slojem [136-140].

Laslo i saradnici su medu prvima izvrsili sintezu fenolnih lipida u kontinualnom
reaktoru sa pakovanim slojem. Naime, ova grupa nauc¢nika je za sintezu ferulnih mono- i
diacilglicerola koristila hromatografsku kolonu napakovanu sa Novozyme 435, tako da je
zapremina pakovanog sloja iznosila 85 ml [136]. Reakciona smesa, temperature 60°C je
peristaltickom pumpom uvodena na vrh kolone protokom od 2 ml/min. Efluent je po
izlasku iz reaktora sakupljan u rezervoaru koji se nalazi u atmosferi azota uz konstantno
mesanje odakle je pomoc¢u pumpe recirkulisan u kolonu, kao $to se vidi na slici 2.31. Po

potrebi je dodavana kolona sa molekulskih sita izmedu pumpe i kolone.
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Slika 2.31. Sematski prikaz reaktora sa pakovanim slojem za proizvodnju ferulnih mono- i
diacilglicerola [111].

Najvisi prinos od 64% ostvaren je nakon 144 h rada. Ispitivanjem operativne
stabilnosti reaktora ustanovljeno je da se sa jednom Sarzom enzima moze izvesti nekoliko
eksperimenata sa istom efikasnos¢u, dok se nakon dve nedelje rada konverzija proizvoda
spustila malo ispod 60%. U naredne cetiri nedelje rada stepen konverzije kretao se u
intervalu od 52 do 58%. Male promene u efikasnosti sistema nakon nekoliko prvih
eksperimenata autori pripisuju gubitku aktivnosti enzima usled termicke denaturacije i/ili
promena u aktivnosti vode, a ne neefikasnom radu reaktora usled zacepljenja ili pojave

kanala u pakovanom sloju [136]. Poredenjem reaktora sa pakovanim slojem sa Sarznim
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reaktorom sa meSanjem ustanovljeno je da je reaktor sa pakovanim slojem efikasniji ali
ne u velikoj meri. Naime, pocetna brzina reakcije u Sarznom reaktoru je znatno veca, pa
se za 20 h ostvaruje konverzija od 30% dok je u reaktoru sa pakovanim slojem reakcija
gotovo duplo sporija. Medutim, s vremenom, brzina reakcije u Sarznom reaktoru znacajno
opada da bi nakon 144 h konverzija ostvarena u reaktoru sa pakovanim slojem bila za
15% veca u odnosu na Sarzni reaktor. Razlog vece pocetne brzine reakcije u Sarznom
reaktoru, autori pripisuju kumulativnom efektu vece specificne povrsSine enzimskog
preparata u Sarznom reaktoru koji je posledica usitnjavanja nosaca meSanjem i aktivnosti
slobodnog enzima koji je u tom procesu osloboden [136].

Josida i saradnici su dizajnirali reaktor sa pakovanim slojem za sintezu alkil-ferulata
(Slika 2.32). Da bi prevazisli problem male rastvorljivosti ferulne kiseline u alkoholima
koji su koriS¢eni i kao supstrati i kao rastvaraci, jednu kolonu su napakovali ferulnom
kiselinom 1 sonicirali je da bi se kiselina $to bolje rastvorila u alkoholu. Nakon prolaska
alkohola kroz kolonu sa kiselinom, reakciona smesa, koja je sada na granici zasi¢enosti
ferulnom kiselinom upumpavana je na vrh druge kolone napakovane sa Novozyme 435,
koja je na red vezana sa kolonom sa ferulnom kiselinom. Da bi spre¢ili zapuSavanje cevi
neproreagovalom ferulnom kiselinom ceo reaktorski sistem je smesten u pe¢ koja je

odrzavana na temperaturi od 90°C [138].

@ ©)

a

Slika 2.32. Sematski prikaz reaktora sa pakovanim slojem dizajniranog za sintezu alkil ferulata.
1) rezervoar alkohola; 2) pumpa; 3) peé; 4) prethodno zagrejani kalem; 5) kolona sa
pakovanim slojem ferulne kiseline; 6) kolona sa pakovanim slojem imobilisanog enzima; 7)
rezervoar

Ispitivanjem rastorljivosti ferulne kiseline u alifati¢cnim alkoholima na razli¢itim

temperaturama, pokazalo se da je entalpija rastvaranja ferulne kiseline ve¢a u alkoholima
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sa duzim ugljeni¢nim nizom. Na osnovu dobijenih rezultata autori su se odluéili za rad na
temperaturi od 90°C, na kojoj je rastvorljivost kiseline u svakom od ispitivanih alkohola
najveca, a samim tim moguce je dobiti i najvece koncentracije proizvoda. Izmedu
ispitanih alkohola, n-petanola, n-heksanola i n-heptanola, najvece konverzije, oko 90%,
ostvarene su sa alkoholima duzeg ugljeni¢nog niza, pri ¢emu su postignute koncentracije
od 0,55 mol/dm? i 0,51 mol/dm? za heksil- i heptil-ferulat, respektivno. Uoéeno je da se
sa povecanjem vremena zadrzavanja povecava ostvareni stepen konverzije, pa su najvisi
stepeni konverzije postignuti kada je vreme zadrzavanja iznosilo 60 h. Ovakav rezultat je
u skladu sa ocekivanim, jer se povefanjem vremena zadrzavanja povecava vreme
kontakta izmedu enzima i supstrata, omogucavajuci vezivanje supstrata za aktivni centar
enzima. Reakcija sinteze heptil-ferulata na temperaturi od 90 °C i vremenu zadrzavanja
od 44 h iskoris¢ena je kao model reakcija za ispitivanje operativne stabilnosti datog
sistema. Pokazalo se da reaktor moze stabilno da radi dve nedelje bez ikakvih gubitaka u
konverziji, sa produktivnoséu od 0,093kg/(dan dm?®) [138]. U sintezi monoacil estara
Secernih alkohola dobijene su znatno vece produktivnosti reaktora iste konfiguracije 0,6-
0,8 kg/(dan dm?), medutim relativno niske koncentracije ferulne kiseline u reakcionoj
smesi kao i mala specificnost Novozyme 435 prema ferulnoj kiselini dovele su do nizih
produktivnosti primenjenog reaktorskog sistema u sintezi alkil-ferulata [141]. Treba
napomenuti da su ostvarene konverzije znacajno viSe u odnosu na literaturne podatke
vezane za SarZne reaktore, gde se kao razlog niskih vrednosti stepena konverzije u sintezi
estara ferulne Kiseline navodi inhibitorno dejstvo hidrokrilne grupe u p-polozaju
aromati¢nog prstenu na Novozyme 435 zbog kombinovanog elektronskog i sternog efekta
[92].

Grupa autora sa Univerziteta u Tajvanu razvila je bioreaktor sa pakovanim slojem
koji je smesten u termostatirano ultrazvu¢no kupatilo kao $to je prikazano na slici 2.33.
Autori su posli od pretpostavke da ¢e mehanizam dejstva ultrazvuka poboljSati efikasnost
Novozyme 435 koji je koriS¢en kao biokatalizator. Naime, uz prisustvo ultrazvuka
omoguceno je efikasnije meSanje u samoj koloni, dok se pretpostavlja da energija koja se
oslobada pri tom procesu moze pozitivno da uti¢e na brzinu reakcije koja se odigrava u
koloni, bilo da je re¢ o hemijskoj ili enzimskoj reakciji. Kao biokatalizator kori$¢en je

Novozyme 435.
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Slika 2.33. Sematski prikaz reaktora sa pakovanim slojem i ultrazvukom. A)pumpa,
B)ultrazvucno kupatilo [114, 115].

Reaktor ove konfiguracije uspesno je koris¢en u sintezi CAPE i oktil-
hidroksifenilpropionata (OHPP) [139, 140]. Prilikom sinteze OHPP-a reakcija je
izvedena u sistemu bez rastvaraca, tj. u velikom visku alkohola, dok je u sintezi CAPE
kori$¢ena binarna smesa rastvaraca terc-butanola i izooktana u odnosu 1:9. Kao kljucni
faktori u optimizaciji procesa sinteze fenolnih estara u reaktoru sa pakovanim slojem i
ultrazvukom, pokazali su se snaga ultrazvuka, protok reakcione smeSe i temperatura
reakcije. Da bi se ustanovio i razumeo medusobni odnos izmedu ispitivanih parametara,
autori su koristili statistiCke alatke Boks-Benken eksperimentalni dizajn i metodu
odzivanih povrSina. Na osnovu dobijenih regresionih jednacina moze se zakljuciti da
najveci efekat na ispitivani odziv, konverziju, imaju koeficijenti koji opisuju negativnu
interakcije temperature sa protokom i pozitivnu interakciju temperature sa snagom
ultrazvuka. Nezavisno od sintetisanog estra, optimalni uslovi pri kojima su ostvarene
konverzije od skoro 100%, su bili gotovo identi¢ni, i iznosili su: 73°C, 0,046 cm®/min i
1,46 W/cm? za CAPE i 65°C, 0,05 cm®/min i 1,74 W/cm? za OHPP [139, 140]. Sli¢no kao
i kod Joside i saradnika, smanjenje protoka, tj. poveéanje vremena zadrzavanja, pozitivno
uti¢e na konverziju, dok su najvisi prinosi ostvareni pri viSim ispitivanim vrednostima
temperature [138].

Cen i saradnicu su reakciju sinteze CAPE izveli i u reaktoru sa pakovani slojem bez
ultrazvuka i kao $to se vidi sa slici 2.34, reaktor sa ultrazvu¢nim mesanjem je pri nizim
protocima znacajno efikasniji od reaktora sa pakovanim slojem, dok je pri veéim
protocima efikasnost reaktora ista. Razlog ovakvog rezultata moze biti u Cinjenici da je
pri ve¢im protocima nedovoljno vreme kontakta izmedu lipaze i supstrata, pa tako efekat

dodatnog mesSanja ultrazvukom nema uticaj na konverziju. S druge strane pri duZem
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kontaktu enzima 1 supstrata, dodatno meSanje reakciono smesSe nastalo delovanjem
ultrazvuka uti¢e na poboljSanje prenosa mase, dovodec¢i do vecih vrednosti stepena
konverzije. Ispitivanjem operativne stabilnosti reaktora ustanovljeno je da reaktor moze

da radi bez oscilacija u ostvarenim stepenima konverzije barem 6 dana [140].
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Slika 2.34. Uticaj protoka na stepen konverzije u reaktoru sa pakovanim slojem i reaktoru sa
pakovanim slojem i ultrazvukom [115].

Ista grupa autora sintezu CAPE izvela je i1 u SarZnom reaktoru sa ultrazvukom. U
ovakvom sistemu ostvaren je prinos od 96% za 9,6 h, dok je izvodenjem reakcije u
kontinualnom sistemu prinos od 92% postignut za 1,5h [97, 140]. Medutim, autori nisu
naveli koncentracije supstrata pri kojima je reakcije izvedena u kontinualnom sistemu, pa
samo poredenje efikasnosti reaktora gubi na zna¢aju. Sarzni reaktor sa ultrazvukom
pokazao se kao efikasniji od SarZnog reaktora sa mesanjem, u kom su pri istim reakcionim
uslovima ostvareni nesto nizi prinosi. Razlog ovakvog rezultata je bolji prenos mase u
reaktoru sa ultrazvukom usled efikasnijeg meSanja u poredenju sa mehani¢kim mesanjem.

Sinteza CAPE izvedena je 1 u neSto drugacijoj konfiguraciji reaktora sa pakovanim
slojem. Naime, Wang i saradnici su razvili mikroreaktor sa pakovanim slojem koji je
uspesno kori$¢en u sintezi CAPE [137]. Autori isticu nedostatke primene reaktora sa
pakovanim slojem i ultrazvukom u industrijskim procesima zbog velikih utroSaka
energije, kao i zahteva za specificnom opremom. Takode, postavlja se i pitanje vezano za
izbor acil donora, s obzirom na inhibitorno delovanje hidroksilnih grupa na aromati¢cnom
prstenu kafene kiseline na Novozyme 435, kao i vode koja nastaje kao sporedni proizvod

1 utice na pomeranje ravnoteze reakcije ka hidrolizi uz negativan uticaj na aktivnost
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lipaze. Kao alternativu autori predlazu reakciju transesterifikacije izmedu alkil-kafeata i
feniletanola u jonskim te¢nostima [137].

Mikroreaktori sa pakovanim slojem dobijaju sve S$iru primenu u biokatalizi,
zahvaljujuéi svojim karakteristikama, pre svega efikasnom prenosu mase i toplote,
jednostavnosti rukovanja i radu sa malim zapremina [137, 142-144]. Na ovaj nacin
smanjuje se potreba za ljudstvom, a takode se smanjuje i1 proizvodnja otpada, kao i
potros$nja reagenasa, dovodeci do smanjenja ukupnih troskova proizvodnje [145]. Autori
isticu da mikroreaktori sa pakovanim slojem mogu da budu efikasnije reSenje u
biokatalizi u odnosu na tradicionalne Sarzne reaktore zahvaljujuci boljem prenosu mase i
toplote koji se mogu pripisati vecoj kontaktnoj povrSini enzima sa reakcionom smesom.
Takode, pod odredenim uslovima izvodenje reakcije u ovakvim sistemima moze uticati

na povecanje selektivnosti procesa.

Spric pumpa

z333yf Fez

z \
» Novozym 435 «

S &
Reaktanti | Proizvodi

Slika 2.35. Sematski prikaz mikroreaktora [144].

Mikroreaktor (slika 2.35), koris¢en u sintezi CAPE, sastoji se od dve poli-di-metil-
siloksan ploce, spojene u strukturu nalik sendvicu koja omogucava strukturu mikrokanala
u koje se pakuje Novozyme 435 [137, 144]. Mikroreaktor je smeSten na kutiju sa
termostatiranjem, i reakciona smesa koja se sastojala od razli¢itih alkil-kafeata i fenil-
etanola u [Bmim][Tf.N] upumpavana je u mikroreaktor pri razli¢itim protocima.

Izmedu ispitivanih acil donora razli¢itog ugljeni¢nog lanca (C1-C8), pokazalo se da
se bolji prinosi ostvaruju kada su kao acil donori korisc¢eni alkil-ferulati sa manjim brojem
C atoma. Ovakav rezultat pripisan je loSijem kontaktu izmedu enzima i supstrata u slu¢aju
alkil ferulata sa ve¢im brojem C atoma, usled vecih sternih smetnji. Optimalna
temperatura reakcije zavisila je od primenjenog protoka i1 pri vecim protocima stepen

konverzije je rastao sa pove¢anjem temperature. Ovakav rezultat ukazuje da je reakcija
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pri ve¢im protocima difuziono limitirana, pa sa povecanjem temperature reakcije raste
stepen konverzije usled porasta koeficijenta difuzije.

Ipak, najveci stepeni konverzije ostvareni su pri najnizem protoku, kada se 60°C
pokazalo kao optimalna temperatura. Visak feniletanola pozitivno utiCe na stepen
konverzije, $to se objaSnjava pomeranjem ravnoteze reakcije transesterifikacije ka sintezi
CAPE, a ujedeno se i poboljSava prenos mase, jer se povecanjem udela alkohola u
reakcionoj smesi smanjuje viskozitet primenjene jonske te¢nosti. Medutim veliki viSak
fenil-etanola pri malim protocima, dovodi do inhibicije lipaze alkoholom, pa je molski
odnos od 1-25 izabran kao optimalni. Pri ve¢im protocima, ne uocava se efekat inhibicije
lipaze viSkom alkohola, zbog kraceg vremena kontakta izmedu enzima i supstrata.
Najveci prinos od 92,6% kome odgovara produktivnost od 19 mmol/(g h) ostvaren je pri
protoku od 2 ul/min, tj. vremenu zadrzavanja od 2,5 h. Reaktor sa pakovanim slojem
pokazao se kao efikasniji od Sarznog reaktora u kome je postignuta produktivnost od 7,4
mmol/(g h). Pored toga optimalna temperatura za sintezu CAPE u Sarznom reaktoru
iznosila je 80°C, §to pokazuje da je izvodenjem reakcije u reaktoru sa pakovanim slojem
moguce ostvariti znac¢ajnu ustedu energije pri radu u industrijskim razmerama. Razlog
ovakvog rezultata posledica je vefeg odnosa povrSine biokatalizatora i zapremine
reaktora u kontinualnom sistemu, tako da je u svakom trenutku veci broj aktivnih centara
enzima dostupan molekulima supstrata. Takode, u reaktoru sa pakovanim slojem
zapremina reaktora je toliko mala da su molekuli supstrata >’primorani’’ da budu u
kontaktu sa enzimom, a ostvaruju se i bolji prenos mase i toplote [137].

Autori su istu konfiguraciju reaktora koristili i u sintezi propil-kafeata u
[Bmim][CF3SOs3], pri ¢emu je prinos maksimalni prinos od 99,5% ostvaren za 2,5 h.
[144].

2.6 Imobilizacija enzima i njihova primena u sintezi estara
fenolnih kiselina

Bez obzira na to $to enzimi mogu da katalizuju veliki broj sloZzenih hemijskih procesa
pod izuzetno blagim reakcionim uslovima, njihova upotreba na industrijskom nivou
ograniena je visokom cenom komercijalno dostupnih enzimskih preparata. Naime,

uprkos smanjenju energetskih troskova procesa kao i troSkova pre¢is¢avanja finalnog
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proizvoda cena enzimski katalizovanih industrijskih procesa i dalje nadmasuje hemijski
katalizovane procese.

Jedan od nacina da se poveca efikasnost i smanji cena enzimskih postupaka nalazi se
U primeni imobilisanih enzima ¢ime se omogucava njihova ponovna upotreba a
istovremeno se pojednostavljuje izdvajanje enzimskog preparata iz reakcione smese. S
druge strane visestruka upotreba enzima zahteva dizajniranje veoma stabilnog enzimskog
preparata, Cija funkcionalna svojstva, pre svega aktivnost i selektivnost, treba da
zadovolje potrebe procesa za koji su namenjene, a sam proces imobilizacije treba da bude
jednostavan i isplativ. Da bi se ispunili ovi zahtevi dizajniranje efikasne metode
imobilizacije enzima je postalo jedan od glavnih zadataka prilikom razvijanja
ekonomi¢nih industrijskih enzimskih postupaka. Medutim, trenutni udeo imobilisanih
enzima u ukupnom trzistu enzima (slika 2.36) je veoma mali, i drasti¢no je pao u odnosu

na 1990. kada je iznosio ¢ak 20% trzista industrijskih enzima [4].
Procenjena ukupna trZiSna vrednost enzima

2010. godine iznosilla je $5,8 milijardi

B Sto¢na hrana
m Dijagnostika

3%_9% 6% 69

12% 7% Ostalo
(]

Farmaceutska industrija
15% m Prehrambena industrija

E Tkanina i domacinstvo

B Biotehnologija istrazivanje
m Biokatalizator

m Biogorivo

Slika 2.36. Raspodela svetskog trzista enzima po sektorima 2010. godine [4].

Razlog je niza cena slobodnih enzima, pa je sa stanovista proizvoda¢a neophodno da
cena proizvodnje imobilisanog enzima bude opravdana njegovim poboljSanim
karakteristikama ili novim poljima upotrebe u odnosu na slobodni enzim. S druge strane,
u industriji se ¢esto odlucuju za kupovinu slobodnog enzima koji kasnije sami imobilisu
[4]. Prednosti i mane biokatalitickih procesa sa imobilisanim enzimima prikazani su u
tabeli 2.6.
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Tabela 2.6. Poredenje imobilisanih i slobodnih biokatalizatora

Procesi sa slobodnim Procesi sa imobilisanim
enzimima enzimima
Cena procesa Nema dodatnih troskova Dodatni troskovi vezani
za dizajn nosaca i metodu
imobilizacije
Ukupna produktivnost Gubitak skupog Ponovna upotreba skupog
procesa biokatalizatora, niska biokatalizatora, niska
produktivnost procesa (kg | produktivnost procesa (kg
proizvoda/kg enzima) proizvoda/kg enzima)
Prenos mase i difuzione | Interakcija sa okolinom bez Moguce limitacije u
limitacije difuzionih limitacija prenosu mase u zavisnosti
od nosaca
Proces separacije Otezana separacija Olaksana separacija iz
enzima/supstrata/proizvoda reakcionog medijuma
Kontaminacija Poveéan rizik kontaminacije Smanjen rizik
proizvoda kontaminacije proizvoda
Stabilnost Mala stabilnost Povecéana operativna
stabilnost (pH,
temperatura)
Industrijska primena Primena u razli¢itim grana Za primenu u nekim
industrije industrijama je
neophodno poboljsati
tehnike imobilizacije i
pronaci bolje nosace

Prema jednoj od definicija imobilisan enzim je enzim koji je lokalizovan u prostornoj
oblasti ograni¢enoj imaginarnom 1ili fizickom barijerom, propustljivom za supstrate i
proizvode reakcije, koji je mogucée odvojiti iz reakcione smese. lako je prva primena
imobilisanog enzima zabeleZena jo§ davne 1916. godine, prava ekspanzija u ovoj oblasti
enzimologije dogodila se u proteklih 30-40 godina [127]. U ovom periodu razvijeno je
mnostvo imobilizacionih metoda, ali fokus je bio 1 na nalaZenju nosaca odgovarajuc¢ih
karakteristika.

Jedan od nacina za klasifikaciju metoda imobilizacije je podela na reverzibilne i
ireverzibilne metode, pri ¢emu se smatra da je jaCina veze izmedu nosaca i enzima u
suprotnosti sa reverzibilno$c¢u procesa [146]. Tako se u ireverzibilne metode svrstavaju
metode pri kojima se enzim nakon imobilizacije ne moZe odvojiti od nosaca a da se pri

tom ne unisti bilo kataliticka aktivnost enzima ili sam nosac¢. U ove metode spadaju:
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e kovalentno vezivanje enzima na ¢vrste nosace (slika 2.37a)
e obuhvatanje enzima matricom nosaca (slika 2.37b)
e umrezavanje enzima (Slika 2.37c)

A G

a) kovalentna b) obuhvatanje enzima ¢) umreZavanje enzima
imobilizacija matricom nosaca

Slika 2.37. Graficki prikaz ireverzibilnih metoda imobilizacije [35].

S druge strane, prilikom imobilizacije enzima reverzibilnim metodama, moguce je
pod blagim usovima odvojiti enzim od nosaca bez gubitka kataliticke aktivnosti zbog
prirode veza koje se formiraju izmedu enzima i nosaca. U ovu grupu metoda spada

e adsorpcija enzima na ¢vrstim nosa¢ima (slika 2.38)
e imobilizacija preko disulfidnih veza.

Slika 2.38. Graficki prikaz reverzibilnih metoda imobilizacije [35].
Tema imobilizacije enzima ve¢ je detaljno obradena u vise razlicitih disertacija i

knjiga objavljenih na Katedri za biohemijsko inZenjerstvo 1 biotehnologiju TehnoloSko-

metalurS§kog fakulteta u Univerziteta u Beogradu [3, 127, 147].
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2.6.1 Adsorpcija enzima

Imobilizacija enzima adsorpcijom predstavlja najjednostavniju metodu imobilizacije,
koja se najcesce izvodi tako Sto se vodeni rastvor enzima dovede u kontakt sa nosacem,
pri ¢emu ¢e do imobilizacije do¢i ukoliko su interakcije izmedu enzima i nosaca dovoljno
jake. Kako se odvija pod blagim uslovima koji ne smanjuju aktivnost enzima, glavne
prednosti ove metode su ocuvanje enzimske specificnosti i aktivnosti. Takode, jos jedna
od osnovnih prednosti imobilizacije enzima adsorpcijom je pristupacnost i niska cena
adsorbenasa koji se koriste kao nosaci. S druge strane, osnovna mana ove metode
imobilizacije je moguénost desorpcije lipaze, koja je veca u vodenoj sredini nego u
organskim rastvara¢ima [3]. Brzina i stepen desorpcije zavise od vrste i jacine interakcija
izmedu molekula enzima i1 nosaca, koje se menjaju promenom temperature, pH ili jonske
jacine rastvora. Tako se u rastvorima velike jonske jacine desorbuje enzim vezan jonskim
interakcijama, dok se pri tim uslovima postize maksimalna hidrofobna adsopcija.
Hidrofobna adsorpcija je favorizovana pH vrednostima koje su blizu izoelektri¢ne tacke
enzim, dok je za vezivanje jonskim vezama potrebno da se imobilizacija odvija u
rastvorima ¢ija je pH vrednost iznad ili ispod vrednosti izoelektri¢ne tacke [147]. Kada
se govori o lipazama, adsorpcija se uglavnom odvija usled postojanja hidrofobnih
interakcija izmedu enzima 1 nosaca, ali do adsorpcije moZe do¢i 1 usled postojanja jonskih
interakcija [35].

Medutim, ne mora uvek da bude smanjena operativna stabilnost imobilizata dobijenih
adsorpcijom. Kao jedan od izuzetaka isti¢e se Novozyme 435, imobilizat koriS¢en u izradi
ove disertacije. Kao §to je ve¢ pomenuto, Novozyme 435 je komercijalni imobilisani
preparat lipaze B iz C. antarctica, kompanije Novo Nordisk. Lipaza je imobilisana na
akrilatni polimer Lewatit VP OC 1600. Za ovaj preparat je karakteristino da ima veliku
koli¢inu vezanih proteina koji su uglavnom, ali ne isklju¢ivo, locirani na spoljasnjoj
povrsini nosaca [35].

Adsorpcija i vezivanje proteina na glinene materijale odvija se usled postojanja
razli¢itih interakcija poput izmene katjona, elektrostatickih i hidrofobnih interakcija,
vodoni¢nih veza i Van der Valsovih sila [148]. Kako glineni materijali imaju
permanentno negativno i varijabilno povrsinsko naelektrisanje, naelektrisani molekuli

mogu da se adsorbuju na povrSinu glinenih materijala putem elektrostatickih interakcija.
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Takode, ovi materijali poseduju hidrofilne/hidrofobne regione koji takode mogu da budu
odgovorni za adsorpciju enzima na gline [148]. Adsorpcija ne glinene materijale odvija
se na spoljasnjoj povrsini gline ili u intralamelarnim kanalima, a na kom ¢e se mestu
vezati protein zavisi od prirode kako enzima tako i same gline. Tako, kaolin, koji
predstavlja dostupan, vrlo koristan materijal koji zbog svoje hemijske inertnosti,
otpornosti na bakterije, kao i svojih mehanickih svojstava, predstavlja veoma interesantan
materijal za imobilizaciju enzima, ima vezuju¢a mesta samo na spoljasnjoj povrsini, zbog

svojih slojeva koji se prosiruju [148].

2.6.1.1 Primena imobilisanih enzima u sintezi estara fenolnih kiselina

U literaturi ne postoji veliki broj radova koji se bave sintezom estara fenolnih kiselina
imobilisanim enzimima koji nisu komercijalni preparati. Uglavnom se imobilizacija
izvodi adsorpcijom ili obuhvatanjem enzima matricom nosa¢a. Zumpanioti je uspesno
sintetisao oktil- estre p-hidroksifenilsiréetne i propionske kiseline pomocu lipaze B iz C.
antarctica imobilisane u organogel, dok je sinteza oktil-cinamata, oktil-kumarata i oktil-
ferulata izostala. KoriS¢ena je lipaza B iz C. antarctica je imobilisana u
hidroksipropilmetilcelululozni (HPMC) organogel zasnovan na mikroemulzijama bez
surfaktanata. Mikroemulzije su dobijene mesanjem n-heksana/l-propanola/TRIS pufera
sa enzimom (47,2:50,8:2). Ovako pripremljene mikroemulzije su meSane sa HPMC kako
bi se dobila lipaza imobilisana u organogel. Pored lipaze B koriS¢ena je 1 lipaza iz R.
miehei, medutim nisu dobijeni prinosi estara. Dobijeni rezultati ukazuju da je inhibitorni
efekat dvostruke veze bo¢nog niza i hidroksilne grupe u para poloZaju u potpunosti
inhibirao lipazu [98]. Nesto veci inhibitorni efekat uocen je kada je cimetne kiselina
koriS¢ena kao supstrat, jer su prinosi estara cimetne kiseline sa Novozyme 435 dobro
dokumentovani, dok su prinosi ferulne i p-kumarinske kiseline u skladu sa literaturnim
podacima [76, 104]. Izmedu tri izomera hidroksifenilsircetne kiseline najveéi prinosi
dobijeni su sa para supstituisanim izomerom u odnosu na orto i meta supstituisane
izomere hidroksifenilsiréetne. Ovakav rezultat pripisan je najmanjim sternim smetnjama
izmedu enzima i supstrata u slucaju kada se hidroksilna grupa nalazi u para polozaju pa
je najudaljenija od karboksilne funkcije kiseline. Sa ovom kiselinom prinos n-oktil-p-
hidroksifenilacetata je nakon 26 dana reakcije iznosio 94%, pri ¢emu je koncentracija

supstrata bila 100 mmol/dm? a koli¢ina enzima nije jasno definisana [98].
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Horhani i saradnici su prijavili sintezu eugenol-benzoata katalizovanu sa lipazom iz
S. aureus imobilisanom na CaCOs. Reakcija je optimizovana sa aspekta postizanja $to
veéeg stepena konverzije koriste¢i eksperimentalni dizajn i metode odzivnih povrSina.
Dobijeno je da se maksimalni prinos estra od 75% dobija kada se reakcija izvodi sa 240
IU, pri molskom odnosu benzoeve kiseline i eugenol od 1,22 rastvorenih u 4,6 cm?®
hloroforma na 41°C [101]. Treba napomenuti da autori nisu navodili proces optimizacije
imobilizacije enzima, ve¢ samo optimizaciju njegove primene u sintezi estara.

Kumar je prijavio sintezu etil-ferulata pomoéu komercijalne Steapsin lipaze
imobilisane na celit-545. Pokazalo se da korisé¢enje umrezavajuceg agensa, glutaraldehida
(1% v/v), povoljno uti¢e na stabilnost imobilisanog enzima. Kao pufer za imobilizaciju
koris¢en je TRIS pH 8,5, jer prinos sintetisanog estra u zavisnosti od pH ima izrazen
maksimum pri ovoj pH vrednosti. Pokazalo se da je sinteza favorizovana u sredinama sa
manje vode, pa je rastvara¢, dimetilsulfoksida, dehidratisan dodatkom molekulskih sita.
Neki joni, poput Co?*, Ba?" i Pb?*, takode su imali pozitivan uticaj na prinos reakcije. Pri
optimalnim uslovima reakcije, 45°C i koncentraciji enzima od 10 mg/cm? je nakon 6h
dobijen prinos estra od 68 mmol/dm?, odnosno 68% [100].

Mezoporozni materijali su poslednjih godina veoma popularni nosaci za imobilizaciju
enzima zahvaljujuéi velikom kapacitetu za vezivanje enzima i poboljSanoj aktivnosti
zahvaljuju¢i smesStanju enzima unutar pora nosaca [81]. Torn i saradnici su ispitali
mogucnost sinteze butil-ferulata pomocu feruloil esteraze imobilisane na mezoporoznu
siliku. Ova grupa autora izvrSila je adsorpciju enzimskog preparata Depol 740 na
mezoporoznu siliku (SBA-15) sa dve veli¢ine pora (5 nm, MPS-5 i 9 nm MPS-9).
Pokazano je da se imobilizacije odvija veoma brzo, i da je ve¢ nakon 10 min postignuto
ravnotezno stanje. Kako je Depol 740 meSavina velikog broja enzima, supernatanti
dobijeni nakon imobilizacije enzima su testirani u hidrolizi Cetiri fenolna estra kako bi se
utvrdilo da li je doslo do promene specifi¢nosti u odnosu na polazni preparat. UoCeno je
da je nakon imobilizacije na MPS-5 nije doslo do promene specifi¢nosti prema fenolnim
supstratima, §to ukazuje na ¢injenicu da nije doslo do selektivne imobilizacije izoenzima
feruloil esteraze, dok se u slucaju MPS-9 pokazalo da je doslo do selektivne adsorpcije
izoenzima feruloil esteraze. Pokazano je da je na MPS-9 imobilisano dva puta vise enzima
nego na MPS-5, iako se na osnovu zapremine pora ova dva nosaca moze zakljuciti da

MPS-9 moze da veze 60% viSe proteina. Uzevsi u obzir i da je specificna povrSina MPS-
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5 dva puta ve¢a od MPS-9, autori su dosli do zakljucka da je veliina pora ograni¢avajuci
faktor u imobilizaciji feruloil esteraze na MPS-5 i da je veéina proteina imobilisana na
povrsini enzima, uz pretpostavku da su se veéi proteini zaglavili na ulazu u pore i na taj
nacin zaklonili celu unutrasnjost za druge proteine. U skladu sa vezanim proteinima bila
je 1 transesterifikaciona aktivnost dobijenih imobilizata, pa je MPS-9 bio znacajno
efikasniji u sintezi butil-ferulata, pri ¢emu je specifi¢na aktivnost transesterifkacije bila
3,5 puta veca. Rezultati ukazuju na povecanu aktivnost enzima prilikom imobilizacije u
MPS, pri ¢emu nije razjasnjen mehanizam po kom se povecava aktivnost enzima prilikom
njegovog smestanja u pore nosaca. Imobilizacijom feruloil esteraze doslo je do promene

specificnosti enzima nevezano od veliCine pora.
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3 EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 Materijali i metode
3.1.1 Materijali

U reakcijama sinteze estara fenolnih kiselina koriS¢eni su slede¢i enzimski preparati:

Lipaza iz C. antarctica, Novozyme 435 (Novo Nordisk, Danska).

Lipaza iz C. antarctica, Novozyme L (Novo Nordisk, Danska).

Lipaza iz R. miehei, Lipozyme RM IM (Novo Nordisk, Danska).

Lipaze iz: P. aeruginosa san-ai, P. putida B21, R. oryzae i A.niger izolovane na
katedri za Biohemijsko inzenjerstvo i1 biotehnologiju TehnoloSko-metalurSkog
fakulteta, Univerziteta u Beogradu.

Lipaza iz C. rugosa (Novo Nordisk, Danska).

Lipaza iz svinjskog pankreasa (Novo Nordisk, Danska).

Kao acil donori u enzimskoj sintezi estara fenolnih kiselina koriS¢eni su sledeci

supstrati:

o

o

o

Cimetna kiselina (Sigma Aldrich, SAD)

p-kumarinska kiselina (Sigma Aldrich, SAD)

ferulna kiselina (Sigma Aldrich, SAD)

kafena kiselina (Sigma Aldrich, SAD)

dihidrokafena kiselina (Sigma Aldrich, SAD)
p-hidroksifenilpropionska kiselina (Acros Organics, SAD)
p-metoksicimetna Kiselina sintetisana na Katedri za Organsku hemiju
Tehnoloskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu

etil cinamat (Sigma Aldrich, SAD)

Kao acil akceptori u reakcijama sinteze estara fenolnih kiselina koris¢eni su sledeci
alkoholi:

etanol (Zorka Pharma, Republika Srbija),
propanol (Lach-Ner, Republika Ceska)
butanol (Lach-Ner, Republika Ceska)
pentanol (Lach-Ner, Republika Ceska)
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heksanol (Fluka, Svajcarska)

heptanol (Lach-Ner, Republika Ceska)
oktanol (Sigma Aldrich, SAD)

oleil alkohol (Sigma Aldrich, SAD)
benzil alkohol (Fluka , Svajcarska)
eugenol (Sigma Aldrich, SAD)

Rastvaraci kori§¢eni kao reakcioni medijumi u sintezi estara fenolnih kiselina su:

aceton (Zorka Pharma, Republika Srbija)
terc-butanol (Sigma Aldrich, SAD)
hloroform (Sigma Aldrich, SAD)
n-heksan (Carlo Erba, Italija)

izooktan (Centrohem, Republika Srbija)
heksadekan (Sigma Aldrich, SAD)

Kao nosac za imobilizaciju lipaze su kori$¢eni:

o Kaolin (Carlo Erba, Italija)

Za odredivanje antioksidativne i antikoagulacione aktivnosti koris¢ene su sledece

hemikalije:

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, DPPH (Sigma Aldrich, SAD)
4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina, HEPES (Sigma Aldrich,
SAD)

Natrijum-hlorid (NaCl) (Centrohem, Republika Srbija)

Kalcijum-hlorid (CaCly) (Centrohem, Republika Srbija)

Ostale hemikalije koje su koriS¢ene za odredivanje koncentracije sintetisanih estara,

kao i pripremu potrebnih reagenasa su:

metanol (Lachema, Ceska)

etanol (96%) (Zorka Pharma, Republika Srbija)

fenolftalein (Merck-Alkaloid, Makedonija)

natrijum-hidroksid (NaOH, Lachema, Republika Ceska)
dinatrijum-hidrogenfosfat (Na2HPO4-2H20, Centrohem, Republika Srbija)
natrijum-dihidrogenfosfat (NaH-POas, Centrohem, Republika Srbija)
Natrijum-acetat (CH3COONax3H>0, EuroHemija, Srbija)
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3.1.2

glacijalna siréetna kiselina (Lachema, Ceska)

glicin (Sigma Aldrich, SAD)

p-nitrofenil butirat (Sigma Aldrich, SAD)

dioksan (Sigma Aldrich, SAD)

molekulska sita, 3 A, 1,6 mm (Sigma Aldrich, SAD)

Instrumenti

UV-Vis spektrofotometar (Ultrospec™ 3300 Amersham Biosciences, Velika
Britanija)

Peristalticka pumpa (Labor-Schlauchpumpe PLP 66, Behr Labour-Technik,
Nemacka)

vodeno kupatilo (VEB MLW Prufgerate-Werk, Nemacka)

vodeneo kupatilo sa Sejkerom (MS3 Memmert, Nemacka)

orbitalna tresilica (IKA® KS 4000, IKA, Nemacka)

magnetna mesalica (IKA, Nemacka)

Uredaj za te¢nu hromatografiju visokih performansi (Dionex Ultimate 3000
Thermo Scientific, Thermo Scientifics, SAD)

ELISA reader (RT 6100, Rayto, Kina)

Potenciometar/galvanometar (SP-200 BioLogic Science Instruments, Francuska)
Infracrveni spektrometar (Bomem MB 100, Hartmann & Braun, Nemacka)
Skenirajuci elektronski mikroskop (Mira3 XMU, TESCAN, SAD)

pH metar (inoLab pH 720 WTW, Nemacka)

Tehnicka vaga (Chyo Balance Corp., MP-3000, Japan)

Analiti¢ka vaga (Mettler AJI00, Svajcarska)

Ultrazvucno kupatilo, tip USK 28, radna frekvencija 40 kHz (EI Ni§, Srbija)
Elektri¢na pe¢ za zarenje (Instrumentaria (50-1200°C), Hrvatska)

Uredaj za merenje srednje veli¢ine Cestica i zeta potencijala (Zetasizer Nano ZS,
Malvern Instruments, Velika Britanija)

Centrifuga (MiniSpin Eppendorf, SAD)
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3.1.3 Metode

3.1.3.1 Enzimska sinteza estara fenolnih Kiselina u $arZznom reaktoru

Reakcija esterifikacije fenolnih  kiselina, katalizovana komercijalnim
imobilisanim lipazama razli¢itog porekla (Novozyme 435 i Lipozyme RM IM), izvodena
je u erlenmajerima od 100 cm?®. Tipi¢no se reakciona smesa, 5 cm?®, sastojala od 0,835
mmol fenolne kiseline, 12,525 mmol alkohola i izooktana koji se dodavan do postizanja
zeljene reakciona zapremine. U slucaju ferulne i kafene kiseline koris¢ene su manje
koli¢ine reaktanata zbog loSe rastvorljivosti ovih jedinjenja i to 0,1 mmol kiseline i 1,5
mmol alkohola. Kako bi se inicirala reakcija sinteze estara, u reakcionu smesu je
dodavano 75 mg odgovarajuceg preparata lipaze. Reakcije su prekinute nakon 7 dana
odvajanjem imobilisanog enzima od reakcione smese. Pre svake reakcije, u supstrate i
rastvara¢ su dodavana aktivirana molekulska sita od 3 A koja su nakon 24 h odvojena, a
supstrati dalje koris¢eni u reakcijama sinteze. Koncentracija proizvoda je dalje
odredivana prema metodama 3.1.3.4 i 3.1.3.5. Reakcije su izvedene u Sejkeru sa

termostatom na 55°C 1 250 o/min.

3.1.3.2 Optimizacija sinteze estara cimetne Kiseline
3.1.3.2.1 Odabir acil akceptora

U cilju odabira najboljeg acil akceptora za reakciju sinteze estara cimetne kiseline
koris¢eni su: etanol, n-propanol, n-butanol, n-pentanol, n-heksanol, n-heptanol, n-
oktanol, oleil i benzil alkohol i eugenol. Ostali reakcioni parametri su imali iste vrednosti
kao u metodi 3.1.3.1, s tim §to je uticaj acil akceptora ispitan i pri vrednosti molskog
odnosa od 1:3 (n(kis):n(alk)). Uticaj prirode acil akceptora na stepen konverzije cimetne

kiseline, takode je ispitan i sa reaktantima koji nisu dehidrirani sa molekulskim sitima.
3.1.3.2.2 Odabir reakcionog medijuma

Organski rastvaraci Sirokog opsega polarnosti koriS¢eni su kao reakcioni medijumi u
sintezi estara cimetne kiseline, pri ¢emu su svi ostali reakcioni parametri imali vrednosti
kao u metodi 3.1.3.1. Ispitani su: aceton (logP=-0,23), terc-butanol (logP=0,35), n-
butanol (logP=-0,8), hloroform (logP=2,0), n —heksan (logP=3,5), n —heptan (logP=4,0),
heksadekan (logP=4,5). Svi ostali reakcioni parametri imali su vrednosti kao u metodi
3.1.3.1.
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3.1.3.2.3 Odabir brzine mesanja

Uticaj intenziteta meSanja na aktivnost Novozyme 435 u reakciji sinteze etil- i oleil-
cinamata ispitana je variranjem broja obrtaja u opsegu od 100-250 o/min. Svi ostali

reakcioni parametri imali su vrednosti kao u metodi 3.1.3.1.

3.1.3.2.4 Odabir molskog odnosa supstrata

U cilju nalaZzenja optimalnog molskog odnosa reakcije sinteze etil-cinamata u
izooktanu, molski odnos supstrata variran je od 1:3 (n(kis):n(alk)) do 1:20 (n(kis):n(alk)),
odnosno koncentraciji etanola od 0,51-2,34 mol/dm?3, pri koncentracija enzima od 15

mg/cm? i 200 o/min.

3.1.3.2.5 Odabir reakcione temperature

Nalazenje optimalne temperature sinteze etil-cinamata izvedeno je variranjem
temperature u opsegu od 35-75°C, pri ¢emu su ostali parametri imali svoje optimalne
vrednosti. Energija aktivacije (E,) sinteze etil-cinamata izracunata je prema Arenijusovoj
jednacini:

E
vy = Ae_ﬁ (31)
gde je vy pocetna brzina reakcije na odgovarajucoj temperaturi, A je konstanta, R je

univerzalna gasna konstanta (8,314 mol/J/K), T temperatura reakcije u K.
3.1.3.2.6 Sinteza oleil-cinamata alkoholizom etil-cinamata

Reakcija sinteze oleil cinamata izvedena je u izookatnu pri koncentraciji etil-cinamata
od 0,17 mol/dm?® i koncentraciji oleil alkohola od 0,51 i 2,55 mol/dm® u ukupnoj
zapremini od 5 cm?®. Reakcije su izvedene u erleOnmajerima od 100 cm? pri koncentraciji

enzima od 15 mg/ cm?® na 55°C i 250 o/min.

3.1.3.3 Enzimska sinteza etil-cinamata u reaktoru sa fluidizovanim slojem
Operativne karakteristike imobilisane lipaze u proto¢nom sistemu ispitane su

staklenoj cilindricnoj koloni (136 mmx9mm) sa spoljasnjim omotacem koji sluzi za

odrzavanje temperature na 55+0,5°C, koja je tipi¢no bila napunjena sa 0,375 g Novozyme

435. Reakciona smesa (50 cm®) koja se sastojala od cimetne kiseline (0,17 mol/dm?) i

75



etanola (0,51 mol/dm?) u terc-butanolu upumpavana je u kolonu pomoéu peristalticke

pumpe pri konstantnom protoku kao $to je prikazano na slici 3.1.

(o Eﬂ

F 3

Slika 3.1. Sematski prikaz reaktora sa fluidizovanim slojem, a) magnetna mesalica; b)
rezervoar, c) perstalticka pumpa,; d)kolona sa fluidizovanim slojem; e)Jomotac kolone.

Reakcija esterifikacije se odvijala stalnom recirkulacijom reakcione smese kroz
reaktor sa fluidizovanim slojem, a napredovanje reakcije je praceno uzorkovanjem iz
rezervoara u razli¢itim vremenskim intervalima. Prilikom izvodenja reakcije vodilo se
racuna da vazduh iz sistema bude potpuno uklonjen, jer znacajno uti¢e na smanjenje
kontaktne povrSine izmedu enzima i supstrata. Reakcija je najceS¢e pracena Sest Casova
pri éemu su uzorci uzimani sa razmakom od etiri sata. Uzimao se 1 cm?® reakcione smese
iz rezervoara koji se prenosio u erlenmajer, zatim se dodavao 1 cm® 1% rastvora
fenolftaleina u metanolu i smesa je titrisana 0,05 mol/dm? rastvorom natrijum-hidroksida
do pojave ruziCaste boje. Prinos estra se odredivao volumetrijski po metodi 3.1.3.4.

Variranje protoka reakcione smese je koriS¢eno u cilju dobijanja odnosa izmedu
stepena konverzije i vremena zadrZavanja, jer vreme zadrzavanja odreduje vreme
kontakta izmedu enzima i supstrata (jed. 3.1). Protok reakcione smeSe variran je izmedu
0,9 cm®/min i 5,1 cm*min §to odgovara zapremini fluidizovanog sloja izmedu 2,7 i 6,1

cm?®, odnosno vremenu zadrzavanja izmedu: 1,2 min do 3,21 min.
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Va
T = 7 (32)

gde je Va zapremina fluidizovanog sloja, V zapreminski protok reakcione smese i 7q je

vreme zadrzavanja.

3.1.3.4 Ispitivanje pocetne Kkinetike sinteze etil-cinamata u reaktoru sa
fluidizovanim slojem i SarZznom reaktoru

Pocetna kinetika sinteze etil-cinamata u oba bioreaktorska sistema izvedena je u terc-
butanolu, na 55°C, pri koncentraciji enzima od 7,5 mg/cm?®, pri éemu je koncentracija
cimetne Kiseline varirana u opsegu od 0,1-0,7 mol/dm?, dok je koncentracija etanola
varirana u opsegu od 0,05-2,51 mol/dm?. Da bi se pratila pogetna kinetika, odnosno da bi
bili sigurni da je proreagovalo manje od 20% supstrata, eksperimenti u SarZznom

bioreaktoru su prekinuti nakon 23 h, a u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem nakon 6 h.

3.1.3.5 Enzimska sinteza estara fenolnih kiselina u SarZznom reaktoru sa lipazom
imobilisanom na metakaolin

Sli¢no kao u metodi 3.1.3.1 sve reakcije su izvedene u erlenamjerima zapremine 50
cm? u Sejkeru sa termostatom na 55°C i 200 o/min, pri ¢emu je koncentraciji fenolne
kiseline iznosila 0,17 mol/dm?3, a koncentracija alkohola od 0,51 mol/dm3. Reakciona
smesa je do ukupne zapremine od 2,5 cm® dopunjena izooktanom, pri ¢emu su reakcije

inicirane dodatkom 20 mg lipaze B imobilisane na metakaolin.

3.1.3.6 Odredivanje prinosa estra volumetrijskim odredivanjem sadrzaja

neproreagovale fenolne Kkiseline

Koli¢ina neproreagovale kiseline odredivana je titracijom 0,05 mol/dm? rastvorom
NaOH. Kao indikator kori$¢en je fenolftalein. Kraj titracije odreden je pojavom svetle
ruziCaste boje u sistemu, koja je stabilna oko 1 minut. Reakciona smesa titrisana je na

pocetku 1 na kraju reakcije, a stepen esterifikacije, Y(%) racunat je prema jednacini:
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(Vsp - Vu)

Y (%) =%
sp

- 100 (3.3)

gde je Vsp- zapremina rastvora NaOH utroSenog na titraciju pocetne reakcione smese

(slepa proba), Vu- zapremina rastvora NaOH utroSenog na titraciju uzorka.

3.1.3.7 Odredivanje prinosa estra RP-HPLC metodom

Uzorak za analizu pripremljen je tako §to je prvo uparen do suva, a zatim rastvoren u
0,5 cm® metanola i dodatno razblazen u zavisnosti od sintetisanog estra. Analiza
razblazenog uzorka je vrSena primenom RP-HPLC metode (reverzno-fazna tec¢na
hromatografija visokih performansi) na Dionex Ultimate 3000 Thermo Scientific uredaju.
Kao stacionarna (nepolarna) faza, koris¢ena je C18 kolona (Hypersil gold C18, 150 mm
x 4.6 mm, 5 pm). Eluent je bio metanol sa 0,1% mravlje kiseline, i propustan je kroz
kolonu protokom od 1 cm®/min. Retenciona vremena i povrsine pikova, dobijeni su UV
detekcijom na 280 nm, osim za kafenu 1 ferulnu kiselinu kada je detekcija vrSena na 324
nm. U slu¢aju analize uzoraka etil-cinamata protok eluenta je bio 0,4 cm®min. U slucaju
etil-, propil- i butil-ferulata eluiranje se vrsi u gradijentu 97-100% (B) u toku 7,5 min, pri

¢emu je sastav mobilnih faza sledec¢i: A- voda i B-metanol sa 0,1% mravlje kiseline.

3.1.3.8 Imobilizacija lipaze B iz C.antarctica na kaolin

Pre imobilizacije kaolin se hidrira vodom do sadrzaja od 50%, a zatim se peCe u
laboratorijskoj pec¢i na 550°C u toku 2 h [149]. Ovako pripremljeni uzorak se zatim
temeljno ispere vodom, centrifugira, susi i cuva do imobilizacije.

Imobilizacija je izvedena u vialama zapremine 5 cm?, tako $to je 50 mg prethodno
pripremljenog kaolina pomesano 2 cm?® rastvora CALB L (12,5-125 I1U/cm3) u
odgovaraju¢em puferu. Korisc¢eni su puferi koji omogucavaju radu u Sirokom opsegu pH
vrednosti, pH 4-10, pri ¢emu je za pH 4 i pH 5 korisc¢en acetatni pufer, za pH 7 i pH 8
fosftani pufer i pH 9 i pH 10 glicin-NaOH. Na optimalnoj pH vrednosti ispitan je uticaj
jonske jagine primenjenog pufera i to koriste¢i 10 mmol/dm?3, 100 mmol/dm? i 1 mol/dm?
pufer. Imobilizacija je izvedena uz blago mesanje, 100 o/min, na sobnoj temperaturi u
toku 4 h, osim ako nije pracena kinetika imobilizacije, kada je imobilizacija trajala 24 h.
Po zavrSenoj imobilizaciji, uzorci su centrifugirani i ispirani dva puta sa odgovaraju¢im

puferom.
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3.1.3.9 Odredivanje aktivnosti slobodne i imobilisane lipaze

Za odredivanje lipoliti¢ke aktivnosti slobodne i imobilisane lipaze B iz C.antarctica
koris¢ena je metoda koja se zasniva na spektrofotometrijskom odredivanju koncentracije
p-nitrofenola (pNF), koji nastaje u reakciji hidrolize p-nitrofenol-butirata (pNFB)
katalizovanoj lipazom.

Stok rastvor 50 mmol/dm? pNFB se pripremi u dioksanu i neposredno pred merenje
lipoliticke aktivnosti uzorka, ovaj rastvor je potrebno razblaziti 125 puta u 25 mmol/dm?
fosfatnom puferu pH 8. Reakciona smesa se sastoji od 0,99 cm?® ovako pripremljenog
supstrata i 0,01 cm® rastvora lipaze. Napredovanje reakcije je praceno
spektrofotometrijski na 410 nm na svakih 20 s u toku 3 min. Prilikom rada sa
imobilisanim enzimom, metoda se malo modifikuje, pa se u spektrofotometrijsku kivetu
sipa 3 cm?® rastvora supstrata i doda 5 mg imobilisanog enzima, koji se uz pomoé magneta
neprekidno meSa na magnetnoj mesalici. Apsorbanca se prati 3 min na svakih 20 s.
Jedinica enzimske aktivnosti (IU) je definisana kao koli¢ina enzima koja oslobada 1pumol
pNF po minuti pri opisanim uslovima (A=¢-c-1, &= 1500 dm3/(mol cm)).

Prinos imobilizacije i prinos aktivnosti racunati su prema slede¢im formulama:

P
Yi(%) = P—(l)- 100 (3.4)

A
Ya(%) = A—;- 100 (3.5)

gde, P:1 predstavlja koli¢inu vezanih proteina, Po koli¢inu unetih proteina, A; je

aktivnost imobilizata, dok je A, uneta aktivnost.

3.1.3.10 Karakterizacija nosaca i imobilisanog enzima

3.1.3.10.1 Furijeova transformacijska infracrvena spektroskopija (FT-IR)

Za FT-IR analize kori$c¢eno je 3 mg uzorka koji se pomesa i sprasi sa 147 mg kalijum
bromida. Smesa se zatim komprimuje u tabletice pod pritiskom od 11 t, u trajanju od oko
2 min. Dobijeni spektri su u rasponu talasnog broja od 400-4000 cm™, i na rezoluciji

spektra od 4 cm™.
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3.1.3.10.2 Difrakcija X zracima

Fazni sastav dobijenih uzoraka odredivan je rendgenskom difrakcijom praha na
Ital Structure APD 2000 difraktometru sa Brag-Brentanovom geometrijom sa CuK,
zraenjem (Ni filter). Uzorci su ispitani na sobnoj temperaturi u opsegu 26 5-70° sa

korakom 0,02° i vremenskim zadrzavanjem 2 s na svakom koraku.

3.1.3.10.3 Skenirajuéa elektronska mikroskopija

Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM) je koris¢ena u cilju vizuelizacije
morfologije povrSine kaolina i metakaolina. Pre snimanja uzorci su presvuc¢eni Au-Pd
smeSom pomocu rasprsivaca. Za mikroskopiranje je koriS¢en uredaj TESCAN Mira3

XMU na 20 kV.

3.1.3.10.4 Odredivanje raspodele veli¢ina Cestica i zeta potencijala

Prosecna veliCina Cestica (hidrodinamicki prosecan precnik, eng. intesity-weighted
mean diameter, z-average) razblazene suspenzije kaolina i metakaolina (0,1 mg/cm?),
merena je na uredaju Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Velika Britanija) na 25+
0,1°C, primenom tehnike dinamickog rasipanja svetlosti (Dynamic Light Scattering,
DLS, tzv. foton korelaciona spektroskopija, Photon Correlation Spectroscopy, PCS).
Ovom tehnikom meri se stepen fluktuacije intenziteta rasute svetlosti (A= 633 nm
dobijene He—Ne laserom pod uglom rasipanja od 173°) usled Braunovog kretanja Cestica
u uzorku i prevodi u veli¢inu Cestica pomocu Stoks-Ajnstajnove jednacine. Uzorci su pre
merenja 500 puta razblaZeni visokopreciS¢enom vodom, a merenje je izvedeno u
polistirenskim kivetama za jednokratnu upotrebu, pri ¢emu je svaki uzorak je meren tri
puta.

Isti uredaj koriscen je i za odredivanje zeta potencijala (eletrokineti¢kog potencijala)
Cestica metakaolina, kao mere stabilnosti koloidnog sistema, na osnovu njihove
elektroforetske pokretljivosti, a primenom Smoluhovski jednacine: &= un/e, gde je &-zeta
potencijal, u-pokretljivost, n-viskoznost suspenzije, a e-dielektri¢na konstanta rastvaraca.
Takode, promena zeta potencijala Cestica sa promenom pH odredivana je u stabilizovanoj
disperziji metakaolina u 1 mmol/dm® KCI (0,1 mg/cm®). U ovim eksperimentima,

promena pH vrednost ispitivane disperzije vrSena je postepenim dodavanjem rastvora
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hlorovodoniéne kiseline (0,5 mol/dm® HCI) i natrijum hidroksida (0,5 mol/dm*® NaOH)

primenom MPT-2 autotitratora (Malvern Instruments, Velika Britanija).

3.1.3.11 Odredivanje sadrZaja proteina metodom po Bradfordu [150].

Odredivanje sadrzaja proteina ovom tehnikom se bazira na promeni maksimuma
apsorpcije kiselog rastvora Coomassie Briliant Blue G-250 (CBB G 250) boje sa 465 nm
na 595 nm pri vezivanju za proteine. Anjonski (plavi) oblik boje stabilizuje hidrofobne i
jonske interakcije sa proteinom, $to prouzrokuje vidljivu promenu boje. Boja se menja iz
crveno-smede u plavu. Boja prvenstveno reaguje sa ostacima arginina, ali reaguje i sa
ostacima histidina, lizina, tirozina, triptofana i fenilalanina. Osetljivost metoda je oko 5 -
200 pg proteina, u zavisnosti od kvaliteta boje, a linearna zavisnost je u opsegu od 0 — 2
mg proteina.

Priprema reagensa:

Odmeri se 100 mg CBB G 250 u normalni sud od 1dm?®. U njega se doda 100 cm?
85% ortofosforne kiseline 50 cm® 95% metanola, oko 300 cm?® destilovane vode i mesa 2
Casa na sobnoj temperaturi. Normalni sud se zatim odlozi na tamno mesto preko noci.
Sutradan se dopuni vodom do zapremine 1 dm? i profiltrira kroz grubi filter papir u tamnu
bocu. Reagens je stabilan vise meseci. Cuva se na tamnom i hladnom mestu.

Procedura:

Odmeri se 5 cm® Bredfordovog reagensa i 1 cm? rastvora enzima u epruvetu. Dorbro
promuckati i ostaviti 5 minuta da se razvije plava boja. Nakon toga se meri apsorbanca
na 595 nm.

Odredivanje standardne krive:

Pre svake serije eksperimenata odredena je standardna kriva. Kao standard koriS¢en
je preparat lipaze. Standardni rastvori u opsegu 0,1 do 0,5 mg/cm® dobijeni su
razblaZivanjem osnovnog rastvora koncentracije, a sadrZaj proteina u rastvorima poznate

koncentracije odredivan je po ve¢ opisanoj proceduri.

3.1.3.12 Odredivanje antioksidativne aktivnosti sintetisanih estara pomoéu DPPH
metode

DPPH metoda je jedna od najcesée koriscenih in vitro metoda za odredivanje

antioksidativne aktivnosti zahvaljujuéi jednostavnosti, ekonomicnosti i taénosti [151].
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Odredivanje antioksidativne aktivnosti DPPH metodom, zasniva se na sposobnosti
jedinjenja da doniraju vodonik ili elektron, pri ¢emu stabilni azotni DPPH" radikal prelazi
u redukovani neutralni DPPH-H (slika 3.2). Ova reakcija pracena je promenom boje
ljubicasto obojenog stabilnog DPPH" radikala do zuto obojene redukovane forme-

dijamagneti¢nog molekula hidrazina.

g 00 00 m

+ RH—> HN + R
-
l O,N NO, 03N NO, A
.
NO, NO,
DPPH" DPPH-H

Slika 3.2. Redukcija DPPH* radikala do neutralnog DPPH-H.

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti koristi se sveze pripremljeni 0,1 mmol/dm3
rastvor DPPH" radikala u metanolu. Ovako pripremljen rastvor DPPH" meSa se sa
spremljenim uzorcima fenolnih kiselina i precis¢enih sintetisanih estara razli¢itih
koncentracija. Finalna koncentracija fenolnih kiselina i estara u reakcionoj smesi zavisi
od vrste kiseline/estra, pa se tako koncentracije za ferulnu kiselinu koja je poznati
antioksidans kre¢u u opsegu od 1-50 pmol/dm?, dok su u sluaju cimetne kiseline i njenih
estara koncentracije dosta veée 0,05-0,17 mol/dm?. Reakciona smesa koja se sastoji od
0,2 cm® uzorka i 1,8 cm? pripremljenog DPPH" rastvora, dobro se izmesa na vorteksu i
ostavi 30 min u mraku, nakon ¢ega se apsorbanca meri spektrofotometrijski na 517 nm.
Antioksidativna aktivnost odredena primenom DPPH metode izrazava se kao RSC

vrednost, tj. kapacitet ““hvatanja'" radikala, a izraCunava se prema sledecoj formuli:

0 Au - Ab
RSC (%) = (1 — A—k) -100 (3.6)

de je Ay izmerena apsorbanca uzorka, A, izmerena apsorbanca uzorka sa metanolom, tzv.
blank i Ak je izmerena apsorbanca slepe probe (metanol i rastvor DPPH). Antioksidativna
aktivnost svih uzoraka uradena je u triplikatu. ICsg vrednost, definisana kao koncentracija
kiseline/estra potrebna da neutralise 50% DPPH radikala (RCS=50%), pri prethodno
definisanim eksperimentalnim uslovima, dobijena je racunski iz zavisnost izmedu

vrednosti RSC (%) i koncentracije fenolne kiseline/estra.
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3.1.3.13 Odredivanje antioksidativnih osobina estara metodom cikli¢ne voltametrije

Eksperiment su izvedeni u tro-elektrodnoj elektrohemijskoj ¢eliji na sobnoj
temperaturi. Staklena ugljeni¢na elektroda je koriS¢ena kao standardna, platinasta
elektroda je koris¢ena kao kontra, dok je zasi¢ena kalomelova elektroda koris¢ena kao
referentna (slika 3.3). Pre ispitivanja, radna elektroda je polirana 0,05 um suspenzijom
aluminjuma i zatim dva puta ispirana destilovanom vodom. Cikli¢ni voltamogrami su
snimljeni pri brzini promene potencijala od 50 mV/s, pocevsi od potencijala otvorenog
kola od 2,0 V (za cimetnu kiselinu) i 1,2 V (za etil-cinamt). Eksperimenti su izvedeni na

SP-200 (BioLogic Science Instruments) potenciometru/galvanometru.

Slika 3.3. Sematski prikaz aparature za ciklicnu voltametriju (1-radna elektroda; 2-pomocna
elektroda; 3-referentna elektroda).

3.1.3.14 Odredivanje antikoagulacionih osobina estara fenolnih Kiselina

Za odredivanje antikoagulacione aktivnosti jedinjenja koristi se krvna plazma bez
trombocita (platelet poor plasma, PPP), koja se dobija nakon §to se sveza citrirana krv
centrifugira 15 min na 1500 o/min [152]. U mikrotitarskoj plo¢i se pomesa 0,05 cm?®
ovako pripremljene plazme sa 0,05 cm?® uzorka estra razli¢itih koncentracija pripremljenih
u 10 mmol/dm® HEPES puferu sa 0,15 mol/dm® NaCl pH 7.4. Nakon toga se
multikanalnom pipetom u sve uzorka doda 0,05 cm? rastvora CaCl, zagrejanog na 37°C i
odmah se meri apsorbanca na 670 nm [153, 154]. Merenje se nastavlja na svaki minut u
narednih pola sata. Ostar porast apsorbance nakon lag faze ukazuje na zgrusavanje krvi.

Merenje se vrsi u odnosu na radni pufer.
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4 REZULTATI I DISKUSIJA

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je razvoj efikasnog enzimskog postupka za
proizvodnju lipofilnih antioksidanasa, estara fenolnih kiselina. Da bi se ostvario ovaj cilj,
neophodno je izvrSiti optimizaciju procesnih parametara koji ukljucuju: izbor
odgovarajuceg biokatalizatora i reakcionog medijuma, pocetne koncentracije supstrata,

biokatalizatora i vode, temperature i vremena reakcije.

4.1 Uticaj vrste biokatalizatora i prirode acil donora na prinos
reakcije esterifikacije

4.1.1 Izbor odgovarajuceg enzimskog preparata za sintezu estara
fenolnih kiselina

Kako je cena enzimskog preparata najceSée ograni¢avajuéi faktor u industrijskoj
primeni enzimskih procesa, izbor odgovaraju¢eg enzima, kao i optimizacija pocetne
koncentracije enzima su od izuzetne vaznosti u svakoj enzimski katalizovanoj reakciji.
Na osnovu literaturnih podataka moze se zakljuciti da se u sintezi estara fenolnih kiselina
gotovo iskljucivo koriste tri komercijalna imobilisana preparata poput Lipozyme RM IM
20, Lipozyme TL IM i Novozyme 435 (tabela 2.4).

Prvi korak u optimizaciji sinteze estara fenolnih kiselina ¢inio je izbor izmedu dva
komercijalna preparata Lipozyme RM IM i Novozyme 435. Da bi se odabrao
odgovaraju¢i enzim u pocetnim ispitivanjima je izvrSena sinteza alifaticnih estara
razli¢itih fenolnih kiselina. Naime, struktura fenolne kiseline, tj. priroda supstituenata na
aromati¢nom jezgru utiCe na specifiénost enzima, pa je radi odabira adekvatnog
enzimskog preparata za sintezu lipofilnih antioksidanasa neophodno ispitati uticaj
razli€itih acil donora na ispitivane enzime.

Kao reakcioni medijum koriS¢en je izooktan, dok je pocetna koncentracija
odgovarajuce fenolne kiseline (cimetne, p-metoksicimetne, p-kumarinske, dihidrokafene,
p-hidroksifenilpropionske) iznosila 0,167 mol/dm3, molski odnos supstrata 1:15 (n(kis):
n(alk)), koncentracija biokatalizatora 15 mg/ml i temperatura 55°C. U eksperimentima u
kojima su ferulna i kafena kiselina koriS¢ene kao acil donori, pocetna koncentracija

fenolne kiseline bila je 20 mmol/dm?3 zbog njihove male rastvorljivosti.
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Sa slike 4.1 se vidi da stepeni konverzije dobijeni u sintezi razli¢itih alifati¢nih estara
fenolnih kiselina variraju u opsegu od 5-98%. Lako se uo¢ava da sinteza oleil estara: p-
hidroksifenilpropionske, dihidrokafene i ferulne kiseline ima isti trend, samo je pomereno
vreme postizanja maksimalnog stepena konverzije, a koje za pomenute kiseline iznosi 20,
40 i 96 h, respektivno. Takode se uo¢ava da sintezu estara cimetne kiseline karakterise
period u kom dolazi do smanjenja brzine reakcije u odnosu na poc¢etnu brzinu. Ovaj period
najkrace traje u sintezi oleil-cinamata od 23-29 h, dok se u sintezi etil- i butil-cinamata
pad brzina desava izmedu 36-48 h, odnosno 24-36 h. Nakon ovog perioda dolazi do
poraste brzine reakcije koja dostize vrednost pocetne brzine. Nakon dostizanja
maksimalnog stepena konverzije produzenje reakcionog vremena gotovo kod svih estara
dovodi do blagog pada stepena konverzije. Slican trend uocen je u reakciji acidolize ulja
riblje jetre sa dihidroksifenilsir¢etnom kiselinom, kao i u sintezi linoleil-dihidrokafeata
[86, 96].
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Slika 4.1. Uticaj strukture acil donora na stepen konverzije sa Novozyme 435

S druge strane u reakcijama katalizovanim sa Lipozyme RM IM (slika 4.2) stepen
konverzije je u stalnom porastu sve vreme trajanja reakcije u sintezi oleil-p-
hidroksifenilpropionata i oleil-dihidrokafeata, dok se u sintezi oleil-cinamata i oleil-
ferulata plato postize nakon 96, odnosno 53 h. U sintezi oleil-p-kumarata su dobijeni
zanemarljivi stepeni konverzije i nakon 7 dana reakcije. U sintezi linoleil-dihidrokafeata,
oktil-p-hidroksifenilpropionata, kao i u sintezi fenolnih lipida iz ulja riblje jetre i

dihidroksifenilsiréetne kiseline takode je uocen konstantan rast stepena konverzije [78,
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86, 96], dok je u reakciji izmedu etil-ferulata i monostearina reakcija uSla u ravnotezno

stanje nakon samo 12 h [32].
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Slika 4.2. Uticaj strukture acil donora na stepen konverzije sa Lipozyme RM IM.

Moze se zakljuciti da se za 7 dana, koliko je trajala svaka od reakcija, Novozyme 435
pokazao kao superioran biokatalizator u odnosu na Lipozyme RM IM za svaki od
sintetisanih estara. Jedino su u sintezi oleil-p-hidroksifenilpropionata i oleil-
dihidrokafeata postignuti zadovoljavaju¢i stepeni konverzije sa Lipozyme RM IM,
medutim reakcija je i dalje dosta spora u odnosu na reakciju katalizovanu sa Novozyme
435, $to se moze zakljuéiti uporedivanjem pocetnih brzina reakcije (Tabela 4.1).

Pregledom rezultata prikazanih u tabeli 4.1 vidi se da su reakcije sinteze oleil-p-
hidroksifenilpropionata i oleil-dihidrokafeata pet, odnosno ¢etiri puta brze sa Novozyme
435 u odnosu na Lipozyme RM IM. Stamatis i saradnici su u sintezi oktil-p-
hidroksifenilpropionata stigli do sli¢nih zakljucaka. Naime sa Lipozyme RM IM je
ostvaren solidan stepen konverzije od 57%, ali je enzimska aktivnost od 0,45 IU/g enzima
bila priblizno 10 puta manja od one postignute sa Novozyme 435 4,63 1U/g enzima [78].
Esterifikaciona aktivnost dobijena u ovom eksperimentu za oleil-p-hidroksifenilpropionat
iznosi 7,66 1U/g enzima sa Novozyme 435, odnosno 2,57 IU/g enzima sa Lipozyme RM
IM.

Razlika u katalitickoj aktivnosti ova dva imobilisana preparata poti¢e od razlike u
afinitetu enzima prema ispitanim fenolnim supstratima, ali 1 od prirode nosaca na koji su

imobilisani, kao i od sadrzaja vode u imobilisanom preparatu [77, 96].
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Tabela 4.1. Pocetne brzine esterifikacije fenolnih kiselina sa Novozyme 435 i Lipozyme RM IM.

Novozyme 435 Lipozyme RM IM
. Pocetna brzina Pocetna brzina
Vrsta Acil donora Acil reakcije Acil reakcije
akceptor (mmol/dm?3/h) akceptor (mmol/dm?3/h)
1 N Etanol 0,820
Butanol 1,450 Oleil alkohol 0,211
Cimetna kiselina Oleil alkohol 0,851
0
H,CO = o
Oleil alkohol 0,105 Oleil alkohol 0,014
HO

Ferulna kiselina

o]
= OH
HO Oleil alkohol 0,042 Oleil alkohol n.d.

OH
Kafena kiselina

o]
OH
o Oleil alkohol 4,952 Oleil alkohol 1,122

OH
Dihidrokafena kiselina

o}
S oH Etanol 0,224
Oleil alkohol n.d.
HO Oleil alkohol 1,360
p-Kumarinska kiselina
o
OH
Oleil alkohol 12,850 Oleil alkohol 2,569
HO
p-Hidroksifenilpropionska
kiselina
o}
= OH
Butanol 0,232

HyCO
p-Metoksicimetna kiselina

Kako su oba pomenuta preparata komercijalni imobilisani enzimi ¢ija je cena najcesci
ograniCavaju¢i faktor u komercijalnoj primeni enzimski sintetisanih lipofilnih
antioksidanasa, kao nov cilj se postavlja pronalazenje novih enzima koji bi mogli da
sintetisu estre fenolnih kiselina. Imajuci to u vidu u ovom radu je ispitana esterifikaciona
aktivnost nekoliko lipaza izolovanih na Katedri za Biohemijsko inZenjerstvo i

biotehnologiju, i to lipaze iz P. aeruginosa san-ai, P.putida B21, R. oryzae i A. niger
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[155]. Esterifikaciona aktivnost pomenutih lipaza prema cimetnoj Kiselini ispitana je
nakon preciS¢avanja i liofilizacije. Takode, mogucnost esterifikacije cimetne kiseline
ispitana je i sa dve slobodne komercijalne lipaze, i to lipazom iz C.rugosa i lipazom iz
svinjskog pankreasa, ali ni u jednom slu¢aju nisu detektovani proizvodi nakon tri dana

reakcije.

4.1.2 Odredivanje specificnosti CALB i RLM prema acil donorima sa

razli¢itim supstituentima na aromati¢nom prstenu

Razli¢ita priroda i polozaj supstituenata na aromati¢nom prstenu, kao i duzina i stepen
zasi¢enosti/nezasi¢enosti bo¢nog niza, direktno uticu na stepen konverzije u reakciji
esterifikacije fenolnih kiselina. Iz tabele 4.1 i sa Slika 4.1-4.3 se moze videti da je najveci
stepen konverzije, nevezano od primenjenog enzima, ostvaren kada je p-
hidroksifenilpropionska kiselina koriS¢ena kao supstrat. Sa ovom kiselinom je nakon
samo 22,5 h ostvaren stepen konverzije od 93% sa Novozyme 435 i 90% za 168 h sa
Lipozyme RM IM. Za isto vreme (22,5, odnosno 168 h) je sa dihidrokafenom kiselinom
ostvaren prinos od 67% sa Novozyme 435 i 78% za Lipozyme RM IM. Struktura ove dve
kiseline se razlikuje za jednu hidroksilnu grupu u polozaju tri na aromati¢nom prstenu
(tabela 4.1) tako da se nesto manji stepen konverzije sa dihidrokafenom kiselinom moze
pripisati sternim smetnjama prouzrokovanim dodatnom hidroksilnom grupom.
Kompjuterskim modelovanjem reakcija sinteze aromati¢nih estara glukoze, Oto i
saradnici su dosli do zakljucka da je fenilpropionska kiselina jedan od boljih acil donora
za ovu reakciju, kao i da hidroksilovanje u para i meta polozaju ne uti¢e na smanjenje
stepena konverzije. Naime, autori tvrde da je hidrofobni dzep aktivnog centra CALB
dovoljno Sirok da se izbegnu nezeljene sterne smetnje usled postojanja hidroksilnih grupa
u para ili meta polozaju [156]. Medutim, nije ispitan uticaj supstrata sa dve hidroksilne

grupe u para i meta polozaju koji prema rezultatima dobijenim u ovoj studiji dovodi do
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pada stepena konverzije usled sternih smetniji.
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Slika 4.3. Uticaj strukture fenolne kiseline na stepen konverzije sa Novozyme 435 i Lipozyme
RM IM.

Kao $to se vidi na slici 4.3, nesto niZi stepeni konverzije sa Novozyme 435 ostvareni
su u reakcijama esterifikacije u kojima je cimetna kiselina koriS¢ena kao acil donor.
Ovakav rezultat ukazuje na inhibitorni efekat dvostruke veze na bo¢nom lancu
konjugovane sa aromati¢nim prstenom. Razlog je najverovatnije krutost trans dvostruke
veze konjugovane sa aromati¢nim prstenom, §to rezultira slabijim vezivanjem supstrata
za aktivni centar [104]. Iz prikazanih rezultata se moze zakljuciti da stepen konverzije
cimetne kiseline sa Novozyme 435 zavisi od vrste acil akceptora, kao 1 da je najveci
stepen konverzije ostvaren sa butanolom, 50%, sto je u skladu sa ispitivanjima dobijenim
u studiji koju su sproveli Gijot i saradnici [76]. U skladu sa rezultatima dobijenim u ovoj
disertaciji, pomenuta grupa autora je dobila znatno veéi stepen konverzije u reakciji
sinteze oleil-dihidrokafeata, 90% u poredenju sa stepenom konverzije oleil-cinamata koji
je iznosio 56% [76]. Sli¢an inhibitorni efekat dvostruke veze konjugovane sa aromati¢énim

prstenom potvrden je i u sintezi oktil estara p-hidroksifenilpropionske kiseline i cimetne
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kiseline [78]. S druge strane Sorour i saradnici su u reakciji sinteze fenolnih lipida
koriste¢i laneno ulje, dosli do zakljucka da je cimetne kiselina bolji acil donor u odnosu
na dihidrokafenu kiselinu [85].

Rezultati dobijeni prilikom esterifikacije cimetne kiseline sa oleil alkoholom
katalizovanom sa Lipozyme RM IM, ukazuju na postojanje istog inhibitornog efekta kao
kod Novozyme 435, s tim Sto je efekat inhibicije znatno visSe izrazen, Sto se vidi iz
ostvarenog stepena konverzije koji je nakon 7 dana iznosio svega 7%. Suprotno nasem
zapazanju, Stamatis i saradnici su prilikom sinteze oktil estara fenolnih kiselina dobili
gotovo isti stepen konverzije sa cimetnom Kiselinom kao sa p-hidroksifenilpropionskom
kiselinom u sistemu bez rastvaraca [78]. Razlog ovakvih protivureénosti sa literaturnim
podacima moze biti u razli¢itim reakcionim uslovima, naime priroda reakcionog
medijuma uti¢e na mikrovodeni sloj enzima [120], a s druge strane broj molekula vode u
aktivnom “dzepu” direktno uti¢e na specifi¢nost CALB [62].

Postojanje metoksi i hidroksilne grupe u para polozaju na aromatiénom prstenu
dovodi do drasticnog pada u ostvarenom stepenu konverzije u poredenju sa
nesupstituisanom cimetnom kiselinom. Ovakav rezultat moze se objasniti inhibitornim
delovanjem elektron donorskih grupa u para polozaju na prstenu koje deaktiviraju
elektrofilni ugljenikov atom karboksilne grupe za nukleofilni napad na alkohol (Slika
4.4). Rezultati dobijeni sa p-hidroksifenilpropionskom kiselinom ukazuju da je sterni
efekat zanemarljiv u odnosu na elektronski, jer hidroksilna grupa u para polozaju u
sluc¢aju kada nije konjugovana sa dvostrukom vezom u bocnom nizu nije prouzrokovala
inhibiciju enzima. Ovakav rezultat je u skladu sa rezultatima dobijenim u nekoliko
odvojenih istrazivanja sinteze estara fenolnih kiselina [92, 157]. Suprotno nasem
zapazanju Stivenson i saradnici su u sintezi estara feniletanola dobili dobre stepene
konverzije sa p-metoksicimetnom kiselinom [124]. Sli¢no, Li i saradnici su u visokom
prinosu sintetisali oktil-p-metoksicinamat u izooktanu na temperaturi od 75°C [158].
Razlicit efekat metoksi 1 hidroksilne grupe u para polozaju na aromaticnom prstenu moze
biti prouzrokovan razli¢itim intenzitetom negativnog induktivnog efekta ovih grupa, koji
zarazliku od pozitivnog rezonantnog efekata utice na povecanje pozitivnog naelektrisanja
na ugljeniku karbonilne grupe. Takode, neki izvori navode da je elektron-donorski efekat
metoksi grupe manje izraZzen u odnosu na elektron-donorski efekat hidroksilne grupe, pa

je moguce da na taj nacin metoksi grupa inhibira enzim u manjoj meri u odnosu na
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hidroksilnu grupu [159]. Na kraju razlog ovakve protivure¢nosti literaturnih podataka i
rezultata dobijenih u ovoj studiji, moze da ukaze na pogresan izbor reakcionih uslova za
ovu esterifikaciju. Naime, pokazalo se da uticaj metoksi grupe zavisi u mnogome od
drugih supstituenata na prstenu [92], kao i od reakcionih uslova [76], pa se detaljnom
optimizacijom procesnih parametara pre svega izborom acil akceptora i reakcionog
medijuma moze uticati na povecanje prinosa esterifikacije.

Sli¢no, rezultati dobijeni sa lipazom iz R. miehei ukazuju na postojanje istog
inhibitornog efekata kao kod CALB, s obzirom da je prinos sa p-kumarinskom kiselinom
i oleil alkoholom zanemarljiv.

Uvodenje dodatne hidroksilne grupe u poloZaju tri aromati¢nog prstena dovodi do
potpune inhibicije Novozyme 435, a sli¢no je i sa Lipozyme RM IM, $to se vidi iz stepena
konverzije ostvarenog sa kafenom kiselinom. Jaci uticaj elektronskog efekta na inhibiciju
primenjene lipaze u odnosu na sterni efekat primecuje se i kada se uporede stepeni
konverzije dobijeni sa kafenom i dihidrokafenom kiselinom. Sli¢no kao i1 sa kafenom
kiselinom, i u slu¢aju ferulne kiseline, koja umesto hidroksilne grupe u meta polozaju ima
metoksi grupu, ostvareni stepeni konverzije su manji nego sa nesupstituisanom cimetnom
kiselinom, ali ve¢i nego sa kafenom. Do sli¢nih rezultata dosli su 1 drugi istrazivaci,
medutim stepen inhibicije lipaze prouzrokovan dodatnim supstituentima na prstenu
zavisio je dosta od reakcionih uslova i vrste acil akceptora. Karbone je pokazao da stepen
konverzije reakcije acidolize lanenog ulja raste kada se jedna hidroksilna grupa kafene
kiseline zameni sa metoksi grupom, slicno kao u ovoj disertaciji, medutim zamena obe
hidroksilne grupe metoksi grupama (dimetoksicimetna kiselina) dovela je do pada
stepena konverzije [92]. Sli¢an trend ostvaren je u reakciji esterifikacije fenolnih kiselina
feniletanolom s izuzetkom dimetoksicimetne kiseline s kojom je dobijen dobar stepen
konverzije [88, 124]. S druge strane, u reakciji esterifikacije kafene kiseline razli¢itim
alifaticnim alkoholima ostvaren je bolji stepen konverzije nego sa ferulnom kiselinom
[105].
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Slika 4.4. Prikaz mehanizama reakcije sinteze estara fenolne kiseline na primeru cimetne
kiseline.

4.2 Optimizacija enzimske sinteze estara cimetne kiseline

Cimetna kiselina se koristi u prehrambenoj industriji kao modifikator ukusa i mirisa,
iako je njena primarna uloga u proizvodnji metil-, etil-, benzil- estara koji se koriste u
industriji parfema. Medutim, zahvaljuju¢i nizu dokazanih fizioloSkih osobina koje
ukljucuju: antioksidativnu, antikancerogenu, antitrombocitnu, antimalariénu 1
depigmentizacionu aktivnost, gastro-protektivni efekat i hipoglicemijski efekat [160-
167], poraslo je interesovanje za primenu cimetne Kiseline i njenih derivata kao
potencijalnih dijetetskih suplemenata i konzervanasa. Esterifikacija cimetne kiseline ima
za cilj dobijanje proizvoda boljeg kvaliteta sa povoljnim bioloSkim funkcijama. S druge
strane povecava se mogucénost primene cimetne kiseline u uljanim formulacijama, jer se
uvodenjem alifaticnog ugljenicnog niza, povecava njena rastvorljivost u nepolarnim

sredinama.
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4.2.1 Uticaj vrste acil akceptora na stepen konverzije cimetne kiseline

S ciljem povecanja rastvorljivosti cimetne kiseline u nepolarnim sredinama, izvedena
je sinteza razlicitih estara cimetne kiseline, gde su kao acil akceptori koris¢eni zasi¢eni
alifati¢ni alkoholi sa 2-8 ugljenikovih atoma, kao i nezasiceni oleil alkohol. Sintetisanim
estrima je odredena antioksidativna aktivnost pomo¢u DPPH metode. Reakcije su
izvedene u izooktanu pri koncentraciji cimetne Kiseline od 0,167 mol/dm?, koncentraciji
alkohola od 2,51 mol/dm?® na 55°C i 250 o/min.

Sa slike 4.5. se vidi da su najveci stepeni konverzije, postignuti kada su kao alkoholni
supstrati kori§éeni alkoholi sa kratkim ugljeni¢nim nizom, butanol i etanol. Sa porastom
duzine ugljovodoni¢nog lanca alifaticnog alkohola, moze se re¢i, da prinos estara cimetne
kiseline opada, ali ne u velikoj meri. Dakle, Novozyme 435 pokazuje veliki afinitet prema
butanolu §to je u skladu sa literaturnim podacima [76, 104]. Posto alkoholi ne uéestvuju
u procesu stvaranja acil-enzim intermedijera i brzina reakcije esterifikacije uglavhom
zavisi od difuzije molekula alkohola u rastvoru, manji molekuli etanola i butanola ¢e lakse
pri¢i aktivnom centru enzima nego molekuli viSih alkohola. Pored toga, mnogi nauc¢nici
na osnovu strukture aktivnog centra CALB smatraju da su kraci alkoholi bolji supstrati
za lipazu B jer se mogu komotno smestiti u Supljinu oko aktivnog centra koja se suzZava i
ima oblik levka [168]. Kasani i saradnici su u sintezi estara cimetne kiseline pokazali da
duzina alifaticnog alkohola ne uti¢e bitno na stepen konverzije, ali slicno kao 1 u naSem
istrazivanju nesto veci stepeni konverzije ostvareni su sa alkoholima kraceg ugljeni¢nog
niza [112].
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Slika 4.5. Uticaj duzine ugljenicnog niza acil akceptora na stepen konverzije cimetne kiseline.
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Do sliénih rezultata dosli su 1 Katsoura 1 saradnici u sintezi estara ferulne kiseline
[88]. Razlog veceg stepena konverzije ostvarenog u butanolu u odnosu na vise alkohole,
moze biti i u polarnosti reakcione smese tj. boljoj rastvorljivosti cimetne kiseline u smesi
izookatana i butanola u odnosu na vise alkohole. Naime, poznato je da se fenolne kiseline
loSe rastvaraju u nepolarnim sredinama, tako da veci udeo polarnog supstrata u reakcionoj
smeSi moze da dovede do povecanja brzine reakcije zahvaljuju¢i boljem rastvaranju
supstrata. lako bi se o¢ekivalo da stepen konverzije bude jo$ veci u sluc¢aju kada je etanol
acil akceptor, veliki viSak etanola moze da dovede do inhibicije enzima, kao $to potvrduju
literaturni podaci [76]. Naime, etanol koji je potpuno mesljiv sa vodom moze da dovede
do narusavanja mikrovodenog sloja neophodnog za odrzavanje nativne konformacije
enzima.

Koncentracija vode u reakcionoj smeSi je bitan parametar koji u reakcijama
esterifikacije utice na aktivnost enzima, kao i na konstantu ravnoteze reakcije. Naime, za
enzimsku aktivnost je neophodna mala koli¢ina vode neophodna da se odrzi nativna
konformacija enzima, dok s druge strane pri ve¢im sadrzajima vode dolazi do pomeranje
ravnoteze reakcije ka hidrolizi estra usled zakona o dejstvu masa. Takode vece
koncentracije vode dovode do inaktivacije enzima usled veée fleksibilnosti
trodimenzionalne konformacije molekula [169]. Dodavanje molekulskih sita u rastvara¢
1 alkoholne supstrate pre izvodenja reakcija sinteze estara je imalo povoljan efekat na
ostvarene stepene konverzije, kao $to se vidi na slici 4.5.

Molekulska sita su mikroporozne supstance sacinjene od kristalnih alumino-silikata
koji pripadaju klasi zeolita. Ove supstance je moguce potpuno osuSiti bez promene
njihove kristalne strukture. Veli¢ina pora varira od 0,3-1 nm u zavisnosti od tipa katjona
koji formira elektrostaticke interakcije sa osnovom reSetke. Razdvajanje molekula se vrsi
na osnovu polarnosti 1 veli¢ine molekula, pa su zato jako dobri adsorbensi za odvajanje
vode od jedinjenja ve¢e molekulske mase. Za razdvajanje molekula vode od etanola,
neophodno je koristiti molekulska sita sa veli¢inom pora od 0,3 nm. Kako je osnovna
pogonska sila adsorpcije polarna unutrasnjost pora, molekuli vode ¢ije je precnik 0,275
nm bivaju adsorbovani u pore, dok etanol ¢iji je pre¢nik molekula 0,32 nm ostaje van
molekulskog sita. Sli¢no je i sa ostalim alkoholnim supstratima ve¢e molekulske mase,

pa su za izvodenje ovog eksperimenta koris¢ena molekulska sita veli¢ine pora 0,3 nm.
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Iz dobijenih rezultata se vidi da su za aktivnost Novozyme 435 neophodne minimalne
koli¢ine vode. Kako sam imobilisani preparat sadrzi 1,4% vode [170], ¢ini se da je ta
koncentracija dovoljna da se odrzi nativha konformacija enzima. Literaturni podaci
ukazuju na sli¢nu toleranciju Novozyme 435 na sredine sa malom aw [169, 171]. Pored
uticaja vode na trodimenzionalnu konformaciju enzima, u literaturi se inaktivacija
Novozyme 435 usled viska vode pripisuje 1 fizickom efektu, jer dolazi do aglomeracije

enzima [169, 172].

4.2.1.1 Antioksidativne osobine estara cimetne Kiseline

Antioksidativna aktivnost estara cimetne Kiseline ispitana je pomo¢u DPPH metode.
Reakcija fenolnih kiselina sa molekulom DPPH odvija se putem dva mehanizma i to:
HAT ili ET mehanizma [173]. Medutim, u slucaju cimetne kiseline koja nema
supstituente na benzenovom prstenu reakcija sa DPPH se odvija preko HAT mehanizma.
Kao §to se vidi na slici 4.6, antioksidativna aktivnost cimetne kiseline je zanemarljiva, $to
je u skladu sa literaturnim podacima [116, 173, 174]. Vidi se da se esterifikacijom cimetne
kiseline pozitivno uti¢e na antioksidativnu aktivnost, medutim dobijeni estri i dalje imaju
jako malu antioksidativnu aktivnost u poredenju sa drugim fenolnim kiselinama poput

ferulne kiseline.
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Slika 4.6. Antioksidativna aktivnost estara cimetne kiseline.

Porast antioksidativne aktivnosti estara u poredenju sa kiselinom je najverovatnije
posledica zamene H iz karboksilne grupe sa alkil grupama. Alkil grupe mogu induktivno

da doniraju elektrone benzenovom prstenu, ¢ime se povecava reaktivnost benzenovog
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prstena prema elektrofilnoj supstituciji, pa se tako esterifikacijom povecava reaktivnost
benzenovog prstena prema HAT reakcijama [173]. Interesantno je da nije bilo moguce
odrediti antioksidativnu aktivnost oleil i oktil estra cimetne kiseline, jer je uzorak
pokazivao vecu apsorbancu od DPPH kontrole. Sli¢ni problemi u eksperimentalnom radu
su zabelezeni i u drugim istrazivanjima [173]. Kako se pokazalo da je etil-cinamat najbolji
antioksidans od svih sintetisanih estara cimetne kiseline, u nastavku je antioksidativna
aktivnost ovog estra ispitana i metodom cikli¢ne voltametrije.

Kao $to se vidi na slici 4.7, nije doslo do oksidacije cimetne kiseline, jer nema
primetnog anodnog pika, §to je u skladu sa literaturom [175]. S druge strane, na cikli¢cnom
voltamogramu etil-cinamata je moguée uociti proces oksidacije sa Sirokim anodnim
pikom na Ea 0,7 V. Medutim, anodni pik je na vis§em potencijalu od uobicajenog za dobre
antioksidanse (Ea<0,45) [175], pa su ciklicnom voltametrijom samo potvrdeni rezultati
dobijeni DPPH metodom. Naime, esterifikacijom cimetne kiseline dolazi do poboljSanja

antioksidativnih svojstava estara, ali su estri cimetne kiseline i dalje losi antioksidansi.

[ | 0.0020 |
12} /.‘
10 “JI | 0.0015 |-
os| / /
» [
06| /‘ /,‘

04 / ‘

. F —h/// 0.0000 | //

-0.0005 |-

0.0010 [

I/ mA

TimA

0.0005 [

0.2 1 i 1 i
0.0 0.5 1.0 15 20 | NP TR [N S I E——
0.0 02 0.4 0.6 08 1.0 1.2
E/Vvs. SCE

E/Vvs. SCE

Slika 4.7. Cikli¢ni voltamogram cimetne kiseline i etil-Cinamata.

4.2.1.2 Antikoagulaciona aktivnost etil-cinamata

Kalcijum je jedan od glavnih faktora zgruSavanja krvi unutrasnjim putevima.
Koris¢enjem rekalcifikacione tehnike moguée je odrediti antikoagulacione osobine
odredenih jedinjenja, $to je u ovoj disertaciji i uradeno koriS¢enjem etil-cinamata. Kao
Sto se vidi na slici 4.8, krv koagulise od 11-15 min. Dodavanjem etil-cinamata dolazi do
blagog pomeranja vremena koagulacije, koja se sa ovim uzorcima zavrsava na 17 min.
Ljubic¢astom bojom je predstavljena koagulacija krvi u prisustvu 0,4 mg/ml aspirina, vidi

se da se koagulacija u ovom slucaju zavrsava u isto vreme kao i sa etil-cinamatom.
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Medutim, kao zaklju¢ak moze da se izvede da etil-cinamat poseduje jako slaba
antikoagulaciona svojstva, jer u slucaju jakih antikoagulanasa koagulacije ne pocinje ni

nakon 30 min eksperimenta [154].
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Slika 4.8. Rekalcifikacioni dijagram za etil- cinamat.

4.2.2 Uticaj reakcionog medijuma na stepen konverzije cimetne kiseline

Uticaj vrste organskog rastvarata na sintezu etil- i butil-cinamata ispitan je
izvodenjem reakcije u Sirokom opsegu logP vrednosti rastvaraca, od logP =-0,23 do logP
=8,8. Reakcije su izvedene na 55°C, pri koncentraciji kiseline od 0,167 mol/dm?
molskom odnosu od 1:15 (n(kis):n(alk)). Koris¢eni rastvaraci, njihove logP vrednosti i
dobijeni stepeni konverzije su prikazani u tabeli 4.2.

Iz dobijenih rezultata prikazanih u tabeli 4.2, se jasno vidi da su najbolji rezultati
postignuti kada su kao reakcioni medijum kori$¢eni nepolarni organski rastvaraci. Sli¢ni
rezultati su dobijeni u sintezi velikog broja estara fenolnih kiselina [90, 122, 158, 176].
Jedno od objasnjenja za ovakav rezultat je da je za odigravanje enzimske reakcije,
neophodna mala koli¢ina vode oko enzima kako bi odrZao svoju nativnu konformaciju i
aktivnost. Polarni rastvaraci imaju veci kapacitet za apsorpciju vode od nepolarnih jer
formiraju vodoni¢ne veze sa molekulima vode, pa se smatra da oni odvlace vodu sa
enzima, narusavaju¢i tako njegovu nativhu konformaciju [3, 177]. S druge strane
nepolarni rastvaraci dovode do hidrofobne hidratacije, kada nepolarne grupe rastvaraca
favorizuju interakcije izmedu samih molekula vode, ¢ime se voda “zamrzava” u

klasterima oko hidrofobne povrsine [61].
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Tabela 4.2. Zavisnost stepena konverzije cimetne kiseline od logP vrednosti rastvaraca.

Stepen konverzije (%)

Rastvaraé logP otil- butil-
cinamat  cinamat
Aceton -0,23 Tragovi -
terc-butanol 0,35 20 28
n-Butanol 0,8 - 21
Hloroform 2,0 Tragovi 9
n —Heksan 3,5 22 19
n —Heptan 4,0 23 -
Izooktan 4,5 30 45
Heksadekan 8,8 6 16

Prilikom modelovanja strukture i fleksibilnosti molekula CALB u razlic¢itim
rastvaracima, Trodler i Plajs su potvrdili razlike u efektima polarnih i nepolarnih
rastvaraca na povrsinski vezanu vodu CALB [61]. Pored uticaja rastvara¢a na vodu
esencijalnu za aktivnost enzima, u pomenutoj studiji su pokazali da usled interakcija
enzima 1 rastvaraca fleksibilnost CALB u organskim rastvaracima opada sa povecanjem
logP vrednosti usled smanjenja hidrofilne povrsine enzima, ¢ime se povecava stabilnost
enzima jer dolazi do boljeg pakovanja aminokiselinskih ostataka [61].

Sa slike 4.9 se vidi da nezavisno od sintetisanog estra stepen konverzije pokazuje istu
zavisnost od logP-a, pri ¢emu su lako uocljiva dva maksimuma. Kontinuirani rast stepena
konverzije sa porastom logP vrednosti od 2-4,5 u skladu je sa istrazivanjima Lanea i
saradnika koji su istakli da su rastvaraci sa logP >4 bolji medijumi za enzimsku sintezu
estara od hidrofilnih rastvaraca [120]. Sli¢an trend uocen je u velikom broju enzimski

katalizovanih sinteza estara [3, 169, 178, 179].
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Slika 4.9. Uticaj logP-a rastvaraca na stepen konverzije estara cimetne kiseline.

Sa slike 4.9 se takode uocava da sa smanjivanjem logP vrednosti ispod 2 dolazi do
rasta stepena konverzije koji dostize maksimum kada se kao rastvara¢ koristi terc-
butanol. Razlog ovakvog ponaSanja najverovatnije je bolje rastvaranje supstrata, cimetne
kiseline, u ovim rastvara¢ima ¢ime se povecava njihova dostupnost enzimu, $to za
posledicu ima vecu aktivnost enzima. Najmanji stepen konverzije ostvaren je u acetonu,
Sto je u skladu sa drugim istrazivanjima [176]. Interesantno je da je aceton dobar reakcioni
medijum za sintezu lipofilnih askorbil estara sa Novozyme 435 [180]. Razlog ovolikog
odstupanja u izboru optimalnog reakcionog medijuma pored rastvorljivosti supstrata
moze da bude posledica vode vezane u katalitickom dZzepu molekula CALB koja utice na
afinitet enzima prema supstratu [180].

Na osnovu dobijenih rezultata izooktan je izabran kao optimalni reakcioni medijum i
sve naredne reakcije sinteze estara cimetne kiseline su izvedene u ovom reakcionom
medijumu.

4.2.3 Uticaj brzine meSanja na stepen konverzije cimetne Kiseline

Kako se sinteza estara fenolnih kiselina odvija u heterogenom sistemu, od velikog je
znaaja naci uslove pod kojima dolazi do efikasnog prenosa mase uz minimalnu
inaktivaciju enzima. Naime, s pove¢anjem brzine meSanja dolazi do smanjena grani¢nog
sloja oko poroznih Cestica enzima, ¢ime se smanjuju difuzione limitacije, ali S druge

strane, prevelike brzine mesSanja mogu da dovedu do inaktivacije enzima usled velikih
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tangencijalnih napona. Da bi se nasao kompromis izmedu ova dva protivurena zahteva,
sinteza etil-cinamata je ispitana u opsegu brzina mesanja od 100-250 o/min.
Sa slike 4.10 se vidi da sa porastom brzine meSanja stepen konverzije raste do 200
o/min najverovatnije usled smanjenja grani¢nog sloja oko enzima, odnosno smanjenja

difuzionih limitacija. Dalji porast brzine meSanja dovodi do pada stepena konverzije.
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Slika 4.10. Uticaj intenziteta mesanja na stepen konverzije

Ovakvi rezultati upuéuju na mogucu inaktivaciju enzima usled velikih tangencijalnih
napona pri velikim brzinama mesanja §to za posledicu ima pad stepena konverzije.
Takode, treba uzeti u obzir i postojanje tzv. “out of phase” uslova meSanja pri kojima
tecnost u erlenmajeru ne cirkuliSe u fazi za Sejkerom pa vecina tecnosti ostaje nepokretna
na dnu erlenmajera [181, 182], ¢ime se smanjuje efikasnost meSanja supstrata, ali se
takode smanjuje i1 kontakt enzima i supstrata. Neki autori istiCu i da pri velikim brzinama
mesanja ¢estice enzima bivaju rasute po reakcionom sudu pri ¢emu deo enzima ostaje bez
vode esencijalne za enzimsku aktivnost, dok pri manjim brzinama mesanja ne dolazi do

ovog fenomena, jer su Cestice enzima u neposrednoj blizini pa dele dostupne molekule

vode [179].

4.2.4 Uticaj koncentracije enzima na stepen konverzije cimetne kiseline

Uticaj koncentracije enzima na stepen konverzije cimetne kiseline ispitan je u sintezi
butil-cinamata. Reakcije su se odvijale u izooktanu pri koncentraciji kiseline od 0,17
mol/dm? kiseline i koncentraciji alkohola od 2,51 mol/dm?®. Da bi se inicirala reakcija
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sinteze estra u reakcionu smesu su dodate razli¢ite koli¢ine enzima od 50-150 mg, kojima

odgovaraju koncentracije od 10-30 mg/cm?, odnosno 1-3 % (w/v).

Kao $to se vidi sa slike 4.11 stepen konverzije raste sa porastom koncentracije enzima,
1 najveci stepen konverzije od 61 % ostvaren je pri najvecoj koncentraciji enzima od 30
mg/cm?®. Ovakav trend je oéekivan s obzirom da sa porastom koncentracije enzima raste
stepen konverzije, jer se u reakcionoj smesi nalazi vise aktivnih centara, ¢cime se povecava
verovatnoca stvaranja acil-enzim kompleksa, odnosno odvijanja enzimske reakcije. S
porastom koncentracije enzima od 10-20 mg/cm? stepen konverzije raste gotovo linearno,
a nakon toga dolazi do blagog usporavanja. Pri ve¢im koncentracijama enzima dolazi do
aglomeracije Cestica enzima ¢ime se smanjuje kontakt enzima i supstrata odnosno dolazi

do losijeg prenosa mase usled postojanja difuzionih limitacija.
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Slika 4.11. Zavisnost stepena konverzije butil-cinamata i specifi¢ne aktivnosti enzima od
koncentracije enzima.

Kako je cena enzima bitan faktor u oceni ukupne rentabilnosti procesa, pored stepena
konverzije pracena je 1 specificna aktivnost enzima, koja u obzir uzima i1 potroSnju
enzima. Naime, ideja je da se nade minimalna koli¢ina enzima s kojom se dobijaju
zadovoljavajuce koliCine estra. Sa slike 4.11 se vidi da zavisnost specificne aktivnosti
enzima od koncentracije enzima ima potpuno drugaciji trend od stepena konverzije.
Naime, najveca specificna aktivnost od 0,6 IU/g ostvarena je pri najmanjoj koncentraciji
enzima od 10 mg/cm3, dok je s porastom koncentracije enzima do 30 mg/cm?, specifiéna
aktivnost pala za gotovo 40%. S druge strane, pri koncentraciji enzima od 15 mg/ml,

postignuta je neSto manja produktivnost, i duplo ve¢i stepen konverzije, pa je ova
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koncentracija enzima izabrana za dalju optimizaciju sinteze estara fenolnih kiselina.
Smanjena efikasnost po jedinici mase enzima sa porastom koncentracije enzima
zabelezena je i u drugim enzimskim sintezama fenolnih estara [32, 109]

Generalno se moze zakljuciti da su za esterifikaciju cimetne kiseline potrebne velike
koncentracije enzima i dugo reakciono vreme, §to ovaj proces ¢ini manje interesantnim
za industrijsku upotrebu. Rezultati dobijeni u drugim studijama potvrduju ovu
konstataciju, pa su tako Stamatis i saradnici ostvarili stepen konverzije od 82% za 12 dana
sa 150 mg lipaze i koncentraciji kiseline od 100 mmol/dm?3, odnosno E/S odnosu od 300
g/mol [78]. Sli¢no, Buisman i saradnici su prijavili stepen konverzije od 85% za 5 dana u

sintezi butil-cinamata pri E/S odnosu od 150 g/mol [104].

4.2.5 Uticaj molskog odnosa na stepen konverzije cimetne kiseline

U cilju povecanja stepena konverzije etil-cinamata, reakcija esterifikacije je izvedena
pri razli¢itim molskim odnosima supstrata. Naime, kako je reakcija esterifikacije
ravnotezna reakcija, povecanjem koncentracije supstrata moze se uticati na ravnotezu
reakcije usled delovanja Zakona o dejstvu masa. S druge strane, prevelika koncentracija
supstrata moze da dovede od inhibicije enzima supstratom, pa je neophodno naci
optimalnu vrednost pri kojoj se nalazi kompromis izmedu ova dva zahteva. Generalno se
reakcije sinteze estara fenolnih kiselina izvode u viSku acil akceptora, pa je varirana
koncentracija alkohola [77, 92].

Uticaj pocetnog molskog odnosa kiseline 1 alkohola u reakcionoj smesi ispitan je
variranjem koncentracije alkohola pri konstantnim vrednostima ostalih reakcionih
parametara. Sve sinteze su izvedene u izooktanu na 55°C pri koncentraciji enzima od 15
mg/ml i koncentraciji kiseline od 0,167 mol/dm?®. Koncentracija etanola je varirana u
opsegu od 0,5-3,34 mol/dm?® odnosno pri molskim odnosima kiseline i alkohola od 1:3-
1:20. Naslici 4.12 su prikazani dobijeni stepeni konverzije pri razli¢itim koncentracijama
supstrata.

Sa slike 4.12 se vidi da sa smanjenjem molskog odnosa (n(alk):n(kis)) od 20 na 3
stepen konverzije etil-cinamata kontinualno raste i pri najmanjem molskom odnosu iznosi
88%. Ovakav rezultat upucuje na zakljucak da viSak alkohola pogoduje sintezi estra do

odredene koncentracije, nakon ¢ega dolazi do drasti¢nog pada stepena konverzije koji
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nakon toga i dalje opada s porastom koncentracije alkohola, ali u manjoj meri i za najveéi
molski odnos ima najmanju vrednost od 30%. Odreden viSak etanola u reakcionoj smesi
dovodi do boljeg rastvaranja supstrata, ¢cime se usled veée koncentracije cimetne kiseline
u mikrookolini enzima favorizuje sinteza estra. Naime, specificnost enzima prema
supstratu ne zavisi samo od interakcija enzim-supstrat, ve¢ i od hemijske reaktivnosti
supstrata 1 njegove rastvorljivosti u datom sistemu. S druge strane viSak etanola u
reakcionoj smesi moze da dovede do inhibicije enzima supstratom usled narusavanja
vodenog mikrosloja neophodnog za aktivnost enzima. Ovakva inhibicija Novozyme 435

viskom etanola je ve¢ registrovana u literaturi [76, 130].
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Slika 4.12. Zavisnost stepena konverzije etil-cinamata od molskog odnosa supstrata
(n(kis):n(alk)).

Uticaj viSka etanola ispitan je 1 preko logP vrednosti poCetne reakcione smese i
rezultati su prikazani u tabeli 4.3. Vrednosti logP za reakcione smese pri razli¢itim

koncentracijama alkohola, izracunate su prema sledecoj formuli [178]:

(logP)rs= Xras'(IOgP)ras + Xalk'(IOgP)alk+ ins'(logp)kis (4.1

gde sSu Xras, Xak 1 Xkis molski udeli izooktana, etanola i cimetne Kkiseline, a
(IogP)ras, (1ogP)aik, (logP)kis njihove logP vrednosti koje u ovom sistemu iznose logP
=45, logP =-0,18, i logP= 2,13, respektivno.
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Tabela 4.3. Uticaj molskog odnosa supstrata na logP vrednost smese

Molski odnos (logP)rs
3 4,08
5 3,81
7 3,61
9 3,41
10 3,32
12 3,15
15 2,94
17 2,75
20 2,54

Kao $to se vidi iz tabele 4.3, logP vrednost poéetne reakcione smese se krece u opsegu
od logP=2,54 do logP =4,08. Ovakav rezultat potpuno se slaze sa istrazivanjem Laane-a
i saradnika po kojem je za enzimsku sintezu optimalna vrednost logP>4, dok se u opsegu
2 <logP<4 o¢ekuje umerena biokataliza [120]. Kao optimalna vrednost molskog odnosa
uzeta je (n(alk):n(kis))=3, i sva dalja ispitivanja su izvedena pri ovom molskom odnosu.
Ovakav rezultat je u skladu sa literaturnim podacima, jer se gotove sve sinteze fenolnih
estara izvode u visku acil akceptora koji u nekim slu¢ajevima ide i do (n(alk):n(kis))=100
[97], ali je veéina izvedena pri molskim odnosima do (n(alk):n(kis))=10 [95, 113, 114].

Kao S§to se vidi iz dobijenih rezultata, variranjem molskog odnosa dolazi do promena
u polarnosti reakcione smeSe pa se na taj nacin menja selektivnost enzima prema
supstratu. Imajuéi to u vidu, afinitet Novozyme 435 prema alifati¢énim alkoholima ispitan
je i pri molskom odnosu 1:3 i rezultati su prikazani na slici 4.13.

Sa slike 4.13 se vidi da zavisnost stepena konverzije od duZine ugljeni¢nog niza ima
jedan maksimum, i to kada je kao nukleofil koris¢en etanol. Sa porastom duzine
ugljeni¢nog niza dolazi do naglog pada stepena konverzije, koji se nakon toga gotovo ne
menja i krece se u opsegu od 57-67%. Kada se ovi rezultati uporede sa rezultatima
prikazanim na slici 4.5 uocava se da je smanjenje molskog odnosa supstrata imalo
pozitivan efekat na sintezu svih estara, ali je on najvisSe izrazen kod etanola, dok je kod

ostalih alkohola ovaj efekat umereniji.
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Slika 4.13. Uticaj duzine ugljenicnog lanca acil akceptora na stepen konverzije cimetne kiseline
pri molskom odnosu 1:3.

Razlog najveéeg stepena konverzije ostvarenog sa etanolom, pored ve¢ pomenutih u
poglavlju 4.2.1 moze biti i rastvorljivost alkoholnih supstrata u izookatnu. Naime,
Franson u svoj doktorskoj disertaciji navodi da ¢e polarni supstrati u nepolarnim
sredinama favorizovati umereno nepolaran aktivni centar enzima u odnosu na ostajanje u
nepolarnom rastvarac¢u [183]. Kako je etanol najpolarniji od ispitanih alkohola, prema
ovoj hipotezi je ocekivano i da stepen konverzije dobijen sa ovim supstratom bude
najbolji.

Iako se prema strukturi aktivnog centra lipaze B moze ocekivati da ovaj enzim
pokazuje vecu selektivnost prema alkoholnim supstratima [184], u ovom radu to nije
slu¢aj. Naime, aktivni centar lipaze B sastoji se iz dva kanala u koje se smeStaju kiselinski
i alkoholni supstrat. Deo aktivnog centra u kom se vezuje kiselina je prostraniji, pa je
oc¢ekivano da pokazuje Siroku specificnost prema acil donorima, dok je s druge strane
ocekivana veéa selektivnost prema acil akceptorima [156]. Medutim, u ovom
eksperimentu koriS¢eni su samo alifaticni nerazgranati alkoholi koji mogu da se
’spakuju’’ u aktivni centar enzima koji je uzak i dugacak, pa su razlike u ostvarenim
stepenima konverzije male, §to je u skladu i1 sa drugim istraZzivanjima vezanim za sintezu
estara fenolnih kiselina [112], ali i alifati¢nih kiselina [185]. S druge strane Katsoura i
saradnici su dobili veoma niske prinose u sintezi geraniol-ferulata sa Novozyme 435, dok

je sa Lipozyme RM IM dobijen stepen konverzije slican kao sa nerazgranatim alifaticnim
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alkoholima, ¢ime se potvrduje da CALB pokazuje vecu selektivnost prema alkoholnom
supstratu koji je razgranat [88].

Sinteza estara cimetne kiseline je zato izvedena i sa voluminoznim aromati¢nim
alkoholima, benzil alkoholom i eugenolom, medutim estri ovih alkohola i cimetne
kiseline nisu uspesno sintetisani. U reakcionoj smeSi su primeceni tragovi benzil-
cinamata, dok u slucaju eugenola proizvod nije detektovan ni u tragovima. Iz ovih
rezultata je jasno da aromati¢ni alkoholi nisu dobri supstrati za Novozyme 435.

Medutim, kako su u ovom eksperimentu kao acil donori koris¢ene voluminozne
fenolne kiseline, moguce je da su sterne smetnje u aktivhom centru bile prevelike za
sintezu estara sa aromati¢nim alkoholima. Zbog toga je u nastavku pokuSana sinteza
estara eugenola i alifaticnih masnih kiselina. Ispitana je mogucnost Sinteze deset estara i
to sa masnim kiselinama od C2-C18 i aromati¢cnom benzoevom kiselinom. Kao reakcioni
medijum koris¢en je izooktan, na temperaturi od 55°C pri molskom odnosu 3
(n(kis):n(alk)). Nakon 7 dana reakcije prinos nije detektovan ni u jednoj od reakcionih
smesa. Ovakav rezultat potvrduje da Novozyme 435 pokazuje vecu selektivnost prema
alkoholnim supstratima, jer su masne kiseline koje su korisé¢ene kao acil donori uobicajeni

supstrati za ovaj enzim.

4.2.6 Uticaj temperature na sintezu estara cimetne kiseline

Uticaj temperature na sintezu etil-cinamata ispitan je u opsegu temperatura od 35-
75°C. Reakcije su izvedene u izooktanu, pri molskom odnosu od 1:3 i koncentraciji
enzima od 15 mg/cm?®. Na slici 4.14 je prikazana dobijena zavisnost poetnih brzina od
temperature.

Kao $to se vidi na slici 4.14, vrednost pocetne brzine reakcije raste sa povecanjem
temperature, od 0,85 mmol/dm®h na 35°C do maksimuma od 13,1 mmol/dm®h na 65°C,
nakon ¢ega dolazi do pada i na 75°C brzina iznosi 10 mmol/dm?3/h. Iz prikazanih rezultata
se jasno vidi da je optimalna temperatura sinteze etil-cinamata 65°C. Ovaj rezultat je u
skladu sa literaturnim podacima, gde se optimalna temperatura sinteze estara sa
Novozyme 435 krec¢e u opsegu od 55-70°C [77, 85, 90], medutim u literaturi se mogu
na¢i 1 znatno nize temperature kada se u reakcijama sinteze fenolnih estara kao

biokatalizator ne koristi CALB [103].
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Slika 4.14. Uticaj temperature na pocetnu brzinu reakcije.

Porast pocetne brzine sa temperaturom prati Arenijusovu zavisnost (Slika 4.15). Iz
nagiba ove zavisnosti je izracunata energija aktivacije reakcije, a koja iznosi 55,2 kJ/mol.
Energija aktivacije sinteze etil-cinamata slaze se sa literaturnim podacima vezanim za
energije aktivacije sinteze fenolnih estara [32, 169], i uopste reakcije katalizovane sa
Novozyme 435, dok je neSto visa od drugih reakcija katalizovanih lipazama a koje se
kerec¢u u opsegu od 0,97-34,5 kJ/mol.

1/T*103 (1/K)

2,8 2,9 3 3,1 3,2 3,3

y =-6.6376x + 15.067

Inv,
N

Slika 4.15. Arenijusov dijagram zavisnosti pocetne brzine reakcije 0d temperature.
4.2.7 Optimizacija sinteze oleil-cinamata

Reakcija sinteze oleil-cinamata izabrana je kao model reakcija za sintezu fenolnih

lipida. S ciljem postizanja $to veceg prinosa estra, kao i produktivnosti procesa, izvrSena
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je optimizacija procesnih parametara i to: reakcionog medijuma, koncetracije supstrata i
enzima, temperature i reakcionog vremena.

Postoje dva pristupa za optimizaciju procesnih parametara. Prvi je konvencionalna
metoda koja je koris¢ena prilikom optimizacije sinteze etil- i butil-cinamata, kada se
varira jedan faktor a svi ostali faktori se drze na konstantnim vrednostima. Ovakav pristup
ne pruza informacije o medusobnim interakcijama izmedu parametara, ne garantuje
nalazenje optimalnih uslova i najceS¢e je dugotrajan. S druge strane, koriS¢enjem
statistickih metoda planiranja, moguce je dobiti informaciju o postojanju i prirodi
interakcija izmedu parametara. Ovaj pristup pojednostavljuje ispitivanje i razumevanje
kompleksnih procesa, a takode se broj eksperimenata neophodnih za nalazenje optimalnih
uslova reakcije svodi na minimum, ¢ime se direktno smanjuju troS§kovi istrazivanja.
Imajuéi u vidu navedene prednosti koriSéenja statistickih alata optimizacija sinteze oleil-
cinamata izvrSena je primenom centralnog rotatabilnog eksperimentalnog plana i metode
odzivnih povrSina.

Preliminarna ispitivanja ukljucila su pronalazenje adekvatnog reakcionog medijuma
za sintezu oleil-cinamata. lako se izooktan pokazao kao najbolji reakcioni medijum u
sintezi etil- i butil-cinamata postoji velika razlika u rastvorljivosti, polarnosti i viskoznosti
primenjenih acil akceptora ¢ime se uti¢e na promenu koeficijenta raspodele supstrata i
proizvoda izmedu povrSine nosaca i1 reakcionog medijuma, kao i na prenos mase usled
razli¢ite difuzivnosti acil akceptora. Prilikom odabira rastvara¢a pogodnog za sintezu
oleil-cinamata, kori$c¢eni su reakcioni uslovi koji su se pokazali kao optimalni u sintezi
etil-cinamata. Rezultati dobijeni prilikom ispitivanja uticaja organskog rastvaraca na

stepen konverzije oleil-cinamata prikazani su u tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Stepen konverzije u razlicitim rastvaracima nakon 48 h.

Rastvarag n-Heksan Izooktan terc-butanol Aceton
logP 3,5 45 0,35 -0,208
Stepen 55,6 56,7 20 Tragovi

konverzije, %

Iz dobijenih rezultata se jasno vidi da su najbolji prinosi postignuti kada su kao
reakcioni medijum kori$¢eni nepolarni organski rastvaraci. Sli¢no kao kod sinteze etil- i
butil-cinamata najveci stepeni konverzije su postignuti u izooktanu, medutim visoke

vrednosti su dobijene i prilikom sinteze oleil-cinamata u n-heksanu. Sli¢ni rezultati su

108



dobijeni u sintezi velikog broja estara fenolnih kiselina [90, 122, 158]. Pored ve¢
pomenutog uticaja nepolarnih rastvaraca na stabilnost i fleksibilnost CALB, u obzir treba
uzeti i slabu rastvorljivosti dobijenog estra u polarnim rastvara¢ima pa je moguce da se
proizvod sporije uklanja sa povrSine enzima, $to otezava pristup supstrata enzimu i
usporava reakciju [3]. Za dalju optimizaciju sinteze oleil-cinamata izabran je izooktan u
kom je ostvaren nesto visi stepen konverzije, a takode poseduje temperaturu kljucanja
koja je za 30,5°C visa u odnosu na temperaturu kljucanja n-heksana, ¢ime se omogucéava
rad u Sirem opsegu temperatura, S$to je znaCajno prilikom rada sa CALB koja je
termostabilan enzim.

Sa slike 4.16, na kojoj je prikazan uticaj intenziteta meSanja na stepen konverzije
oleil-cinamata, se vidi da ne dolazi do pada stepena konverzija sa porastom intenziteta
mesanja kao u slucaju etil-cinamata. Razlog ovakve pojave je relativno visoka viskoznost
oleil alkohola pa je za postizanje efikasnog meSanja reakcione smeSe neophodna veca
snaga, odnosno brzina mesanja. Naime, viskozitet oleil alkohola na sobnoj temperaturi
iznosi 28,3 mPa s, §to je gotovo 27 puta vise od viskoziteta etanola na istoj temperaturi
[159]. Iz jed. (4.19 se vidi da je difuzivnost supstrata obrnuto proporcionalna viskozitetu
reakcione smese, kao i da uneta snaga po jedinici zapremine raste s porastom viskoziteta,
tako da su za efikasno meSanje reakcione smese s oleil alkoholom neophodne vece brzine

mesSanja u poredenju sa etanolom.
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Slika 4.16. Uticaj intenziteta mesanja na stepen konverzije oleil-cinamata.

Dalja optimizacija sinteze oleil-cinamata izvrSena je primenom centralnog

rotatabilnog eksperimentalnog plana koji je podrazumevao izvodenje 32 eksperimenta pri
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¢emu je pet reakcionih parametra varirano na pet nivoa vrednosti. Plan primenjen u ovom
istrazivanju ukljucuje: 16 faktorskih, 10 aksijalnih i 6 centralnih tacaka. Ispitivan je uticaj
pet faktora u slede¢im opsezima vrednosti: temperatura (43-71°C), pocetni molski odnos
(n(alk):n(kis))(1-9), masa enzima (20-100 mg), pocetna koncentracija cimetne kiseline
(0,11-0,29 mol/dm?®) i vreme reakcije (12-108 h). Stvarne i kodirane vrednosti faktora

prikazane su u tabeli 4.5.

Tabela 4.5 Kodirane i stvarne vrednosti parametra u primenjenom eksperimentalnom planu

Faktori Kodirane vrednosti

-2 -1 0 1 2
Temperatura, X1 (°C) 43 50 57 64 71
Molski odnos supstrata, X 1 3 5 7 9
Masa enzima, X3 (mg) 20 40 60 80 100
Pocetna koncentracija cimetne
kiseline, Xa (moIJ/dm?’) 0.05 0.1 0.17 0.23 0.29
Vreme reakcije, Xs (h) 12 36 60 84 108

Eksperimenti su izvedeni nasumi¢nim rasporedom da bi se eliminisale eventualne
sistematske greSke eksperimenta. Pored stepena konverzije (Y1, %) ispitan je uticaj
eksperimentalnih faktora na dve dodatne odzivne veli¢ine: produktivnost procesa
izrazenu kao koncentraciju proizvoda (Y2, mmol/dm?®) i specifi¢nu aktivnost enzima (Y3,
IU/g). Razlog je ekonomski aspekt procesa, naime kada se kao izlazna veli¢ina posmatra
samo stepen konverzije u cilju dobijanja Sto boljeg rezultata, radi se sa malim pocetnim
koncentracijama supstrata i velikom koncentracijama enzima, pa se samim tim dobijaju
niski prinosi proizvoda, a sami procesi nisu ekonomicni. Pored cene enzima, potros$nja
energija predstavlja znacajan faktor u rentabilnosti procesa, pa je smanjenje vremena
reakcije jedan od nacina da se smanje ukupni troskovi. Zbog toga je pored prinosa
proizvoda pracena 1 specificna aktivnost enzima koja u obzir uzima i vreme trajanja
reakcije i masu enzima.

Primenjeni eksperimentalni plan i rezultati izvedenih eksperimenata su prikazani u
tabeli 4.6. Dobijeni rezultati su modelovani jednac¢inom drugog reda koja ukljucuje

¢lanove koji opisuju interakciju izmedu razlicitih faktora:

5 5 PR
y=ﬁko+z,3ki'xi+25kii'xiz+z Z PBrij - Xi * X; (4.2)
i=1 i-1

i=1 j=i+1
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gde je Y odzivna velicina (stepen konverzije, prinos estra i produktivnost procesa), fko,
i, Pii | Paij koeficijent za odsecak, linearni, kvadratni i interaktivni koeficijenti regresije,
a Xj 1 Xj nezavisne varijable. Vrednosti koeficijenata i njihova statisticka signifikantnost

odredeni su koriS¢enjem statistiCkog softvera Design Expert Statistical Software 8.0.7.1

(Stat Ease Inc., Mineapolis, SAD).

Tabela 4.6. Eksperimentalni plan za ispitivanje uticaja pet faktora na pet nivoa vrednosti
metodom odzivnih povrsina i dobijeni rezultati

Broj Yo, Ys,
Xy, °C X2 X3, mg X4, mol/dm?® Xs, h Y1, %
eksp. mmol/dm?®  (1U/g)

1 50 (1) 3 (1) 40 (1) 011 (1) 8 (1) 876 93 2,39
2 64 (1) 3 (1) 40 (1) 011 (1) 36 (1) 950 1045 6,04
3 50 (1) 7 (1) 40 (1) 011 (1) 36 (1) 308 339 1,96
4 64 (1) 7 (1) 40 (1) 011 (1) 84 (1) 950 1045 2,60
5 50 (1) 3 (1) 8 (1) 011 (1) 36 (1) 682 750 2,17
6 64 (1) 3 (1) 8 (1) 011 (1) 84 (1) 927 1012 1,26
7 50 (1) 7 (1) 8 (1) 011 (1) 84 (1) 837 921 1,14
8 64 (1) 7 (1) 8 (1) 011 (1) 36 (1) 932 1025 = 297
9 50 (1) 3 (1) 40 (1) 011 (1) 36 (1) 177 407 2,36
10 64 (1) 3 (1) 40 (1) 023 (1) 8 (1) 894 2057 510
11 50 (1) 7 (1) 40 (1) 023 (1) 8 (1) 326 750 1,86
12 64 (1) 7 (1) 40 (1) 023 (1) 36 (1) 343 788 4,56
13 50 (1) 3 (1) 80 (1) 023 (1) 8 (1) 813 1870 232
14 64 (1) 3 (1) 80 (1) 023 (1) 36 (1) 860 1978 572
15 50 (1) 7 (1) 80 (1) 023 (1) 36 (1) 230 529 1,53
16 64 (1) 7 (1) 80 (1) 023 (1) 8 (1) 85 2035 252

17 43 (2 5 (0) 60 (0 017 (0 60 (0) 21,0 357 0,83
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Iz tabele 4.6. se odmah vidi da reakcioni parametri pokazuju razlicite efekte na

ispitivane varijable. Najveca vrednost stepena konverzije od 97,5%, ostvarena je u

eksperimentu br. 19, koji je izveden na 57°C, pri molskom odnosu od 1:1, masi enzima

od 60 mg, koncentraciji cimetne kiseline od 0,17 mol/dm?® za 60 h. Medutim, visoke

vrednosti stepena konverzije postignute su i u eksperimentima: 2, 4, 6, 18, 22, 23 i 26,

koji su svi izvedeni pri niZim poc€etnim koncentracijama cimetne kiseline, Sto ukazuje na

to da se vece konverzije postizu sa niskim pocetnim koncentracijama limitirajuceg

supstrata. S druge strane maksimalan prinos proizvoda ostvaren je u eksperimentu br. 10

u kom je kori§éena vecéa koncentracija kiseline 0,23 mol/dm?, na 64°C, molskom odnosu

od 3:1, sa 40 mg enzima za 84 h. Najveca specifi¢na aktivnost dobijena je u eksperimentu
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br.2, koji je izveden sa koncentracijom kiseline od 0,11 mol/dm?3, pri molskom odnosu od
1:3, sa 40 mg enzima na 64°C za 36 h.

Prema primenjenoj statistickoj metodi, rezultati se analiziraju pomocu visestruke
regresione analize kako bi se utvrdila stvarna veza izmedu odzivnih veli¢ina i
eksperimentalnih faktora. Analiza varijanse (ANOVA) izvedena pomoc¢u Design expert
softverskog paketa pokazala je da su regresioni modeli signifikantni (p<0,01), odnosno
da adekvatno opisuju zavisnost izmedu eksperimentalnih faktora i odziva, tj. stepena
konverzije, prinosa proizvoda i specifi¢ne aktivnosti, $to se vidi iz dobijenih vrednosti
koeficijenata determinacije (R?) (slika 4.17). Signifikantnost regresionih koeficijenata
(p<0,01) odredena je pomotu ANOVA testa i nakon eliminacije nesignifikantnih
parametara dobijene su sledece regresione jednacine.

y1 (%) = 77,42 + 16,54x; —9,24x, + 10,87x3 — 11,96x, +

14,03xs — 5,53x; x5 + 4,70x3 x, — 3,87x; %2 — 3,22x3 2 — 3,63x5 2

y, (mmol/dm3) = 132,52 + 29,07x; — 17,09x, + 20,35x5 + (4.4)
21,40x4 + 25,33x5 + 13,37x1 x4 — 7,26x1 x5 — 11,00x, x4 +

13,03x3 x4 + 13,87x, x5 — 6,69x; 2 — 5,59x3 2 — 8,05x, — 6,08x5 2

y3 (IU/g) = 3,04 + 0,87x; — 0,48x, — 0,40x5 + 0,40x, — 0,59x5 — (4.5)
0,28x; x3 + 0,29x; x, — 0,47x1 x5 + 0,23x3 x4, + 0,21x4 x5 —

0,16x; 2 — 0,19x, % + 0,15x5 2

(4.3)
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Slika 4.17. Graficki prikaz odstupanja regresionih modela od eksperimentalnih vrednosti a)
model za stepen konverzije; b) model za prinos proizvoda; c) model za specificnu aktivnost.

4.2.7.1 Uticaj temperature

Na osnovu dobijenog regresionog modela (jed. 4.3) dolazi se do zakljucka da je
temperatura faktor koji ima najveci uticaj na stepen konverzije oleil-cinamata, budu¢i da
je vrednost koeficijenta uz linearni ¢lan ovog faktora najveca. Kako su pored linearnog
signifikantni 1 koeficijenti uz kvadratni ¢lan i interakciju sa vremenom, uticaj temperature
na stepen konverzije se moze prikazati kvadratnom funkcijom sa maksimumom. Sli¢no
je i kod modela za prinos proizvoda i specifi¢nu aktivnost.

Na slici 4.18 se lako uocava oblast u kojoj je ostvaren maksimalni stepen konverzije
oleil-cinamata ~100 %, pri vrednostima temperature i reakcionog vremena od 69°C i 80
h. Kako brzina enzimske reakcije raste sa porastom temperature, u poc¢etnim fazama
sinteze oleil-cinamata dolazi do konstantnog rasta stepena konverzije. Medutim, sa
produZzenjem reakcionog vremena temperaturni optimum se pomera ka nizim

vrednostima.
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Slika 4.18. a) Uticaj temperature i reakcionog vremena na stepen konverzije oleil-cinamata
(X2=3; Xs=48 mg; x4=0,17 mol/dm?); b) Projekcija ove povrsine.

Do pada stepena konverzije pri dugotrajnom izlaganju visokim temperaturama dolazi
zbog inaktivacije enzima usled termicke denaturacije. Slican fenomen uocen je u sintezi
izoamil-butirata, medutim kako je ova reakcija katalizovana lipazom iz C. rugosa koja
ima znacajno niZi temperaturni optimum od CALB, negativna interakcija reakcionog
vremena i temperature je znatno izrazenija [3]. Razlog nesto vise optimalne temperature
u sintezi oleil-cinamata u poredenju sa etil- i butil-cinamatom moze biti posledica velike
razlike u viskoznosti primenjenih acil akceptora, pa efekat smanjene viskoznosti
reakcione smese tj. olakSane difuzije supstrata s porastom temperature ima veci uticaj na

stepen konverzije oleil-cinamata u poredenju sa etil- i butil-cinamatom.
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Dobijena optimalna temperatura sinteze oleil-cinamata visa je od temperature koju je
za istu reakciju prijavio Lue sa svojom grupom, a koja je iznosila 55°C [169]. U literaturi
postoji nekoliko studija u kojima su kao optimalne prijavljene temperature vise od 70°C,
a najces¢i razlog ovako visokih temperatura je smanjena viskoznost reakcione smese,
¢ime je omogucena olakSana difuzija supstrata [89].

Sli¢na negativna interakcija vremena i temperature uocena je i kod regresionih modela
za prinos proizvoda i specifi¢nu aktivnost enzima (jed. 4.4 1 4.5), §to je potpuno ocekivano
kada se ima u vidu da se na viSim temperaturama za krace vreme postizu veci stepeni
konverzije, pa samim tim i prinosi proizvoda. Uticaj temperature na prinos proizvoda i
specifi¢nu aktivnost definisan je i sa pozitivnom interakcijom sa koncentracijom cimetne
kiseline, dok je kod modela za specifiénu aktivnost znacajan i koeficijent koji opisuje
interakciju sa masom enzima.

Na slici 4.19 koja prikazuje uticaj temperature i koncentracije cimetne kiseline na
prinos oleil-cinamata se jasno vidi da se najve¢i prinosi postizu na visokim
temperaturama pri velikim koncentracijama proizvoda. Slicno je i kod modela za
specifi¢an prinos. Razlog je pozitivan uticaj temperature na brzinu reakcije, odnosno
stepen konverzije, kao 1 olakSana difuzija supstrata usled smanjenja viskoziteta reakcione

smese 1 vece rastvorljivosti cimetne kiseline na viS§im temperaturama.
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Slika 4.19. Uticaj temperature i koncentracije cimetne kiseline na prinos oleil-cinamata (x,=1;
x3=50 mg; x4=70 h).
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Zavisnost specifi¢ne enzimske aktivnosti od temperature i mase enzima prikazana je
na slici 4.20. Kako je koeficijent koji opisuje ovu interakciju negativan, na slici 4.20 se
vidi da se najvece aktivnosti postizu na visokim temperaturama i pri malim masama
enzima. Kao zaklju¢ak moze da se izvede da je temperatura od 69°C optimalna u sintezi

oleil-cinamata, nezavisno od ispitivanog odziva.

@
/

Specificna aktivnost IU/g)

; 20
Masa enzima (mg) Temperatura (C)

Slika 4.20. Uticaj temperature i mase enzima na specificnu aktivnost esterifikacije oleil-
cinamata (x2=1; x,=0,23 mol/dm?; xs=70 h).

4.2.7.2 Uticaj koncentracije supstrata

Uticaj koncentracije supstrata ispitan je kroz dva eksperimentalna faktora:
koncentraciju cimetne kiseline i molski odnos supstrata. Dobijeni regresioni modeli za
sva tri odziva su pokazali da su oba ispitivana faktora signifikantna, medutim optimalna
koncentracija cimetne kiseline se znatno razlikuju zavisno od modela, dok molski odnos
ima sli¢an uticaj na svaki od odziva. Naime, molski odnos supstrata ima negativan
linearni koeficijent regresije u sva tri modela, §to se manifestuje linearnim padom
odzivnih veli¢ina sa porastom molskog odnosa, kao $to se vidi na slici 4.21. Razlog
negativnog uticaja oleil alkohola je njegova relativno velika viskoznost zbog Cega pri
velikim koncentracijama ovog supstrata dolazi do vecih otpora prenosu mase, tj. otezanog
pristupa cimetne kiseline aktivnom centru enzima. Koeficijent prenosa mase buterne

kiseline u smesi oleil alkohola i dodekana smanjio se za 25 % sa porastom udela oleil
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alkohola od 0-80% [186]. Takode, ovakav rezultat ukazuje na mogucu inhibiciju enzima
alkoholom u visku, $to nije redak slucaj u enzimski katalizovanim reakcijama [3, 76].
Interesantna je negativna interakcija molskog odnosa supstrata i koncentracije
limitirajuceg supstrata kod modela za prinos proizvoda (jed. 4.4). Kao $to se vidi sa slike
(slika 4.21) najveéi prinosi proizvoda ostvareni su pri niskim vrednostima molskog
odnosa i visokim vrednostima limitiraju¢eg supstrata. Ovakav rezultat je posledica velike
viskoznosti reakcione smese pri velikim pocetnim koncentracijama kiseline i velikoj
vrednosti molskog odnosa, jer je tada udeo oleil alkohola u reakcionoj smesi veliki.

Generalno, za svaki od odziva se pokazalo da je molski odnos od 1:1 optimalan.
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Slika 4.21. Uticaj molskog odnosa supstrata i koncentracije cimetne kiseline na prinos oleil
cinamata (x1=69 °C; x3=60 mg; Xxs=60 h).

U jed. 4.3 uticaj koncentracije cimetne kiseline opisan je kroz negativan koeficijent
uz linearni ¢lan, pa su stoga najvisi stepeni konverzije ostvareni u eksperimentima sa
niskom pocetnom koncentracijom ovog supstrata, dok sa porastom koncentracije kiseline
dolazi do linearnog pada stepena konverzije. Pored linearnog, signifikantan je i pozitivan
koeficijent interakcije sa masom enzima koja je prikazana na slici 4.22. Zbog pozitivne
interakcije koncentracije cimetne kiseline i mase enzima pri ve¢im masama enzima dolazi
do znacajnog ublazavanja negativnog efekta koncentracije cimetne kiseline na stepen
konverzije. Pozitivna interakcija koncentracije cimetne kiseline i mase enzima je potpuno

ocekivana, naime za konverziju veceg broja molekula supstrata neophodno je vise acil
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enzim kompleksa, dakle veca koncentracija enzima. Optimalna koncentracija cimetne

kiseline je 0,11 mol/dm?,
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Slika 4.22. Uticaj mase enzima i koncentracije cimetne kiseline na stepen konverzije oleil-
cinamata (x1=64 °C; x,=6; Xs=60 h).

S druge strane koncentracija cimetne kiseline ima nesto sloZeniji uticaj na prinos
proizvoda 1 specifi¢nu aktivnost. Osnovna razlika je pozitivna vrednost koeficijenta uz
linearni ¢lan, pa sa porastom koncentracije cimetne kiseline raste svaki od odziva kao Sto
se vidi na slikama 4.21 i 4.23. Takode, u oba modela signifikantni su i koeficijenti uz
kvadratni ¢lan i to sa negativnom vrednos$cu, i interakcija sa reakcionim vremenom, pa se
uticaj koncentracije kiseline na prinos i specifiénu aktivnost enzima moze opisati
kvadratnom funkcijom sa maksimumom. Sa slike 4.21 se vidi da oblast u kojoj se dostize
maksimalni prinos oleil-cinamata zavisi od molskog odnosa usled postojanja negativne
interakcije izmedu koncentracije kiseline i molskog odnosa. Za najmanju vrednost
molskog odnosa prinos oleil-cinamata raste u celom opsegu ispitivanih koncentracija, dok
se sa porastom molskog odnosa koncentracija pri kojoj se postize maksimum pomera ka
nizim vrednostima. Slicno je i kod modela za specifican prinos, pa je optimalna
koncentracija cimetne kiseline za postizanje maksimalnog prinosa proizvoda 0,29
mol/dm?3, dok je za postizanje maksimalne specifi¢ne aktivnosti esterifikacije optimum

koncentracije cimetne kiseline nesto nizi i iznosi 0,175 mol/dm?.
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4.2.7.3 Uticaj mase enzima

Kao sto je ve¢ pomenuto, optimizacija koncentracije enzima je od izuzetnog znacaja
u enzimskim procesima, jer je cena enzima najveca stavka u ukupnim troSkovima
procesa. Masa enzima ima gotovo isti uticaj na stepen konverzije i prinos proizvoda, gde
je pored pozitivnog linearnog ¢lana znacajna i pozitivna interakcija sa koncentracijom
cimetne kiseline, kao i kvadratni ¢lan. Na slici 4.22 se vidi da s porastom mase enzima
pri velikim koncentracijama kiseline stepen konverzije raste u celom ispitanom opsegu,
dok se kod malih koncentracija kiseline maksimum pomera ka nizim vrednostima. Blagi
pad stepena konverzije sa porastom mase enzima pri niskim koncentracijama supstrata
moze biti posledica aglomeracije enzima usled ¢ega dolazi do smanjenja kontaktne
povrsine enzima i supstrata odnosno oteZzanog prenosa mase. Optimalna masa enzima za
postizanje maksimalnih stepena konverzije je 70 mg, odnosno 1,4% (w/v), dok je kod
prinosa oleil-cinamata optimalna vrednost nesto veca, i iznosi 90 mg, odnosno 1,8%
(W/v).

S druge strane kod modela za specifi¢énu aktivnost masa enzima ima negativan
koeficijent uz linearni ¢lan, pa sa porastom ovog faktora specifi¢na aktivnost linearno
opada u ¢itavom ispitivanom opsegu mase biokatalizatora (Slika 4.23). Ovaj efekat je
ublazen pri ve¢im koncentracijama cimetne kiseline. Optimalna vrednost mase enzima u

ovom modelu iznosi 20 mg, odnosno 0,4 % (w/v).
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Slika 4.23. Uticaj mase enzima i koncentracije cimetne kiseline na specificnu aktivnost
esterifikacije oleil-cinamata (x;=69 °C; x,=1; xs=14 h).
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4.2.7.4 Uticaj reakcionog vremena

Uticaj vremena je joS jedan od faktora ¢iji se optimumi razlikuju od modela do
modela. Kod regresionog modela Kkoji opisuje zavisnost stepena konverzije od
eksperimentalnih faktora, kao §to se vidi na slici 4.18 optimalno vreme je 80 h. Usled
negativne reakcije sa temperaturom, optimum se pomera ka viSim vrednostima sa
snizenjem temperature.

Kod modela za prinos proizvoda signifikantan je i pozitivan koeficijent interakcije sa
koncentracijom cimetne kiseline. Na slici 4.24 se vidi da se maksimalni prinosi ostvaruju
kada oba parametra imaju visoke vrednosti, odnosno pri reakcionom vremenu od 96 h i

kao $to je ve¢ pomenuto koncentraciji kiseline od 0,29 mol/dm3.

i i |
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25
Koncentracija cimetne kiseline (mol/de)

Slika 4.24. Projekcija uticaja koncentracije cimetne kiseline i vremena na prinos oleil-cinamata
(x1=69 °C; x2=1; X3=45 mQ).

Na slici 4.25 se vidi uticaj vremena na specificnu aktivnost esterifikacije oleil-
cinamata. Porast reakcionog vremena dovodi do pada specifi¢ne aktivnosti zahvaljujuci
negativnom koeficijentu uz linearni ¢lan. Moguce je da do pada specificne aktivnosti sa
vremenom dolazi usled denaturacije enzima toplotom i posledi¢ne agregacije enzima, §to
je viSe izrazeno pri duzem trajanju reakcije. Ovaj efekat je manje izrazen pri ve¢im
koncentracijama supstrata zbog pozitivne interakcije izmedu ova dva faktora. Optimalno

reakciono vreme za postizanje maksimalne specifi¢ne aktivnosti je 14 h.
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Slika 4.25. Projekcija uticaja koncentracije cimetne kiseline i viemena na specificnu aktivnost
esterifikacije oleil-cinamata (x1=69 °C; x,=1; x3=20 mg).
4.2.7.5 Sinteza oleil-cinamata transesterifikacijom etil-cinamata

Pored esterifikacije cimetne kiseline oleil alkoholom, ispitana je i moguénost
alkoholize etil-cinamata sa oleil alkoholom pomo¢u Novozyme 435. Reakcija je izvedena
pri dva molska odnosa, 3 i 15 (n(acil akc):n(acil don)) u izooktanu i dobijene su pocetne
brzine od 0,4 mmol/dm®h odnosno 7,2 mmol/dm®h. Kao $to se vidi iz dobijenih
vrednosti, kada se oleil-cinamat sintetiSe reakcijom transesterifikacije etil-cinamata, visak
oleil alkohola pogoduje sintezi, za razliku od reakcije esterifikacije cimetne kiseline.
Razlog moze da bude bolja rastvorljivost etil-cinamata u nepolarnim sredinama, naime
logP vrednost ovog estra je 2,99, dok je logP vrednost cimetne kiseline 2,13. U slucaju
cimetne kiseline koja se loSe rastvara u izooktanu, visSak viskoznog oleil alkohola moze
da dovede do neravnomerne raspodele supstrata u reakcionoj smesi. Medutim, u slucaju
etil-cinamata koji se bolje rastvara u izooktanu visak oleil alkohola ne dovodi do iste
nehomogene raspodele supstrata, pa preovladuje pozitivan uticaj viska supstrata usled
dejstva Zakona o dejstvu masa.

Sa slike 4.26 se vidi da nakon 23 h reakcije dolazi do pada brzine reakcije koja je
nakon ovog vremena sporija, ali se tek nakon 4 dana dostize plato. Do pada u brzini
reakcije nakon 23 h moze do¢i usled oslobadanja etanola koji je u ovom sluc¢aju jedan od
proizvoda reakcije, jer kao Sto je ve¢ pomenuto, etanol moze da dovede do inhibicije

enzima. Naime, iako nastala koncentracija etanola nije velika, u ovoj jako nepolarnoj
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reakcionoj smesSi moze doci do sporijeg uklanjanja etanola sa enzima, odnosno povecane
koncentracije ovog proizvoda u mikrookolini enzima, Sto moze dovesti do blage
inhibicije enzima i pri manjim koncentracijama etanola. Takode, sporije uklanjanje
etanola sa enzima moze da doprinese otezanom pristupu oleil alkohola aktivhom centru

odnosno smanjenju brzine reakcije.
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Slika 4.26. Tok sinteze oleil-cinamata transesterifikacijom etil-cinamata.

4.3 Sinteza etil-cinamata u reaktoru sa fluidizovanim slojem,
kineticka studija i prenos mase

Reaktori sa fluidizovanim slojem su Cesto koriS¢eni u industriji zahvaljujuéi nizu
jedinstvenih prednosti u odnosu na druge tipove kontinualnih reaktora. Naime, u
poredenju sa reaktorom sa pakovanim slojem, izvodenjem reakcije u reaktoru sa
fluidizovanim slojem ostvaruje se manji pad pritiska, a takode, ne postoji opasnost od
zaCepljenja reaktora. Medutim, glavni razlog za koriS¢enje reaktora sa fluidizovanim
slojem je bolji prenos mase i toplote usled postizanja efikasnog mesanja izmedu Cestica i
fluida. Efikasno meSanje omoguc¢ava dobar kontakt izmedu cCestica i fluida, kao 1 Cestica
1 zida kolone, pa je tako omoguéeno postizanje uniformne temperature, Sto reaktor sa
fluidizovanim slojem ¢ini najboljim izborom za izvodenje reakcija u kojima je neophodna
kontrola temperature u optimalnim reakcionim uslovima [187, 188].

U ovom radu koris¢en je reaktor sa fluidizovanim slojem za sintezu etil-cCinamata
sa Novozyme 435 u terc-butanolu. Fluidizacija je ostvarena uzlaznim tokom te¢nosti, kao

Sto se vidi na slici 4.27. Sve reakcije su izvedene na 55 °C, sa zapreminom reakcione
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smese od 50 cm® pri ¢emu su koncentracije reaktanata varirane u zavisnosti od faze

eksperimenta.

Slika 4.27. Sematski prikaz reaktora sa fluidizovanim slojem.

4.3.1.1 Optimizacija sinteze etil-cinamata u reaktoru sa fluidizovanim slojem
Pocetna ispitivanja su izvedena s ciljem uporedivanja efikasnosti reaktora sa
fluidizovanim slojem i Sarznog reaktora. Reakcioni uslovi za rad u reaktoru sa
fluidizovanim slojem su izabrani na osnovu prethodnih istrazivanja vezanih za
esterifikaciju cimetne kiseline alifatiénim alkoholima u sistemu sa organskim
rastvaraCem. Ispitivanjem uticaja molskog odnosa prilikom sinteze etil-cinamata u
izooktanu, pokazalo se da je molski odnos od 1:3 (kiselina prema alkoholu) optimalan.
lako, se izooktan izdvojio kao najbolji reakcioni medijum u sintezi etil-cinamata
katalizovanoj sa Novozyme 435, mala rastvorljivost cimetne kiseline u nepolarnim
sistemima ograni¢ava njihovu upotrebu u kontinualnim sistemima. Ovaj problem ne
dolazi do izrazaja u SarZnom reaktoru, gde je enzim sve vreme u kontaktu sa
maksimalnom koncentracijom cimetne kiseline (zasi¢en rastvor u izooktanu), ¢ime je
omoguéeno postizanje maksimalne brzine reakcije u svakom trenutku, dok se u
kontinualnim reaktorima ne postize maksimalna efikasnost usled male koncentracije
cimetne kiseline u reakcionom medijumu. Iz tog razloga za izvodenje reakcije u
kontinualnom sistemu izabran je terc-butanol ¢ime se prevazilazi problem male

rastvorljivosti cimetne kiseline, a s druge strane u ovom rastvaratu su ostvareni

124



zadovoljavajuci prinosi u Sarznom reaktoru. Dodatno, terc-butanol predstavlja bolji izbor
od izooktana ukoliko se ima u vidu ekoloska prihvatljivost upotrebljenog rastvaraca
[171]. Od posebnog je znacaja Cinjenica da je upotreba terc-butanola dozvoljena u
parfemima i razli¢itim kozmetickim proizvodima. Imajuéi u vidu glavnu primenu etil-
Cinamata, kao arome u kozmetickim preparatima, upotrebom terc-butanola znacajno se
smanjuju troSkovi precis¢avanja proizvoda.

Problem male rastvorljivosti fenolnih kiselina u organskim rastvara¢ima predstavlja
glavno ograni¢enje u $iroj primeni kontinualnih sistema u enzimskoj sintezi estara
fenolnih kiselina. Josida i saradnici su predlozili konfiguraciju reaktora sa pakovanim
slojem u kojem se efikasno mogu sintetisati alkil-ferulati gde je ovaj problem prevaziden
koriS¢enjem kolone napakovane ferulnom kiselinom koja je na red vezana sa kolonom sa
enzimom, a kroz koju cirkuliSu alkoholi koji su i supstrati i rastvaraci u ovom sistemu
[138].

Variranjem pocetne koncentracije reaktanata u reakciji esterifikacije moze se uticati
na povecéanje prinosa proizvoda usled delovanja Zakona o dejstvu masa. S duge strane,
prevelika koncentracija nekog od supstrata u enzimski katalizovanim reakcijama moze
imati i inhibitorni efekat na enzim [3, 76]. Imajuci to u vidu neophodno je na¢i optimalnu
koncentraciju reaktanata koja dovodi do maksimalnog prinosa proizvoda bez gubitka
aktivnosti primenjenog enzima. lako se molski odnos od 1:3 (n(kis):n(alk)) pokazao kao
optimalan u sintezi etil-cinamata u izooktanu (poglavlje 4.2.5), izvodenje reakcije u
drugom reakcionom medijumu zahteva ponovnu optimizaciju u novim reakcionim
uslovima. Stoga su preliminarna istraZivanja ukljucila ispitivanje uticaja molskog odnosa
cimetne kiseline i etanola u terc-butanolu u Sarznom reaktoru na 55°C, 200 o/min u toku
24h. Reakcije su izvedene na 55°C, iako je temperatura od 65°C bila optimalna za
izvodenje sinteze etil-cinamata u izooktanu, jer prilikom rada na temperaturi od 65°C
dolazi do velikih gubitaka zapremine u reaktoru sa fluidizovanim slojem usled
isparavanja rastvaraca.

Kao s$to se vidi sa slike 4.28, najveéi prinos etil-cinamata od 28% ostvaren je pri
molskom odnosu od 1:3, odnosno koncentraciji cimetne kiseline od 0,17 mol/dm? i
koncentraciji etanola od 0,51 mol/dm?3. Visak etanola u sistemu sa izooktanom, pogoduje
pomeranju ravnoteze ka stvaranju proizvoda, medutim u prevelikoj koncentraciji

prevladava negativan uticaj etanola na enzim najverovatnije zbog razaranja vodenog
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omotaca oko enzima. Kada je sinteza etil-cinamata izvedena u terc-butanolu, inhibitorni
efekat viska etanola ne dolazi do izrazaja kao u sistemu sa izooktanom. Razlog je priroda
samog rastvarac koji ublazava negativne efekte kratkih alkohola na enzim [189, 190]. Sva
preliminarna ispitivanja u reaktoru sa fluidizovanim slojem ispitana su pri molskom
odnosu od 1:3, medutim, da bi se doslo do definitivnog zakljucka da li dolazi do inhibicije
supstratom u viSku neophodno je ispitati kinetiku reakcije u tom sistemu i tek nakon
postavljanja pravog kinetiCkog modela utvrditi da li ima inhibicije i o kom je tipu

inhibicije rec.
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Slika 4.28. Uticaj molskog odnosa na stepen konverzije etil-cinamata u Sarznom reaktoru u
sistemu sa terc-butanolom i izooktanom (umetnuta slika).

Nakon izbora molskog odnosa cimetne kiseline i etanola, pristupilo se optimizaciji
procesnih parametara u oba bioreaktorska sistema, pre svega koncentracije enzima, kao i
protoka u fluidizovanom sloju 1 broju obrtaja u SarZnom reaktoru. Naime, da bi se
kontinualni procesi mogli uspe$no implementirati u industriji neophodno je izvrsiti
procenu efikasnosti procesa sa aspekta njihove produktivnosti. Uticaj koncentracije
enzima na sintezu etil-cinamata u oba bioreaktorska sistema ispitan je variranjem pocetne
koncentracije enzima u opsegu od 7,5-20 mg/cm?®, pri konstantnim vrednostima svih
ostalih parametara. Sve sinteze su izvedene u terc-butanolu na 55°C pri molskom odnosu
od 1:3 i pocetnoj koncentraciji cimetne kiseline od 0,17 mol/dm®. Protok u reaktoru sa

fluidizovanim slojem je iznosio 1,83 cm®min, a broj obrtaja u $arznom reaktoru 200
o/min.
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Stepen konverzije (%)

Sa slike 4.29 se vidi da stepen konverzije raste gotovo linerano sa porastom
koncentracije enzima u oba bioreaktorska sistema, i da su pri istim koncentracijama
enzima ostvareni priblizno isti stepeni konverzije za 6 h u reaktoru sa fuidizovanim slojem
123 h u Sarznom reaktoru. Porast stepena konverzije, sli¢no kao i u sistemu sa izooktanom
gotovo linearno raste s porastom koncentracije enzima. Ovakav rezultat je oCekivan s
obzirom da prisustvo vece koli¢ine enzima u reakcionoj smesi obezbeduje vise aktivnih
mesta za formiranje acil-enzim kompleksa, pa se samim tim poveéava verovatnoca za
odigravanje reakcije [122]. Medutim, kako cena enzima ¢ini veliki deo ukupnih troskova

enzimski katalizovanih procesa, produktivnost je bolji pokazatelj rentabilnosti procesa.
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Slika 4.29. Uticaj koncentracije enzima na stepen konverzije i produktivnost u: a ) Sarznom
reaktoru; b) reaktoru sa fluidizovanim slojem

Sa slike 4.29 se vidi da je produktivnost procesa ostala ista ili je opala sa porastom
koncentracije enzima u oba bioreaktorska sistema. Kao optimalna koncentracija enzima
u oba sistema pokazala se koncentracija od 7,5 mg/cm?®. Pri ovoj koncentraciji ostvareni
su zadovoljavajuci stepeni konverzije, pri maksimalnoj ostvarenoj produktivnosti enzima
od 0,089 1 0,361 mmol/h/g za Sarzni 1 reaktor sa fluidizovanim slojem respektivno.

Tok reakcije sinteze etil-cinamata pracen je u reaktoru sa fluidizovanim slojem i

Sarznom reaktoru pri koncentraciji enzima od 7,5 mg/cm? i rezultati su prikazani na slici
4.30.
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Slika 4.30. Poredenje specificnog prinosa etil-cinamata u reaktoru sa fluidizovanim slojem i
Sarznom reaktoru.

Kao $to se vidi u istom vremenskom periodu u reaktoru sa fluidizovanim slojem su
ostvareni znatno visi specifi¢ni prinosi u odnosu na Sarzni reaktor. Vecéa produktivnost
reaktora sa fluidizovanim slojem u odnosu na Sarzni reaktor po istoj masi enzima,
posledica je daleko kra¢eg vremena zadrzavanja supstrata u odnosu na imobilisani enzim
a takode 1 boljeg kontakta izmedu enzima i supstrata. Do sli¢nih zakljucaka dosli su i
Saponjié i saradnici prilikom ispitivanja sinteze pentil-oktanoata katalizovane lipazom iz
C. rugosa imobilisanom na Sepabeads® EC-EP u reaktoru sa fluidizovanim slojem [188,
191]. Naime, autori su pokazali da se u reaktoru sa fluidizovanim slojem pri protoku od
3 cm®/min postize stepen konverzije od 90,2% za 14 h, dok se u $arznom reaktoru pri
istim uslovima nakon 24 h ostvaruje stepen konverzije od 72,2%. Sli¢no, Damjanovi¢ i
saradnici su pokazali vecu efikasnost reaktora sa fluidizovanim slojem u poredenju sa
Sarznim reaktorom u sintezi geranil-butirata katalizovanoj imobilisanom lipazom iz C.
rugosa. U reaktoru sa fluidizovanim slojem stepen konverzije od 53,3% ostvaren je nakon
2 h pri protoku od 10 cm®/min, dok je u $arznom reaktoru za dostizanje prinosa od ~ 100%
bilo neophodno 48 h [192]. Pokazalo se da je reaktor sa fluidizovanim slojem bolje
reSenje od Sarznog reaktora i u reakciji hidrolize laktoze iz surutke pomoéu LactozymTM
imobilisanog na celulozna zrna, kada se za 5 h postigao stepen hidrolize ve¢i od 90%,
dok je za isti stepen hidrolize u Sarznom postignut nakon 48 h [193]. Proizvodnja fruktoze
iz inulina pomoc¢u inulinaze imobilisane na Sepabeads u reaktoru sa fluidizovanim slojem
ima veliki potencijal za industrijsku primenu, iako je efikasnost reaktora nesto niza u

poredenju sa Sarznim reaktorom. Naime, za kontinualnu proizvodnju fruktoze iz inulina
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ovakva reaktorska konfiguracija je dobra alternativa, s obzirom da u postoje¢im
reaktorima sa pakovanim slojem, prirodni supstrati male rastvorljivosti, poput inulina

mogu da dovedu do zacepljenja sistema [194].

4.3.1.2 Uticaj vremena zadrZavanja sintezu etil-cinamata

S ciljem utvrdivanja optimalnog vremena zadrzavanja reakcione smese, pri kom bi se
ostvario maksimalan stepen konverzije etil-cinamata, uradeno je nekoliko eksperimenata
u kojima je variran zapreminski protok reakcione smese. Uobicajeno je da sa povecanjem
vremena zadrzavanje raste stepen konverzije s obzirom da se ostvaruje duzi kontakt
izmedu enzima i supstrata [192]. Protok reakcione smeSe je obrnuto proporcionalan

vremenu zadrZavanja, kao $to se vidi iz jednacine:

V¥,
Tfs = 75 (4.6)

gde su: Vg zapremina fluidizovanog sloja, a V' zapreminski protok reakcione smese.

U ovom radu su ispitane vrednosti protoka od 0,9-5,1 cm®/min, ¢emu odgovaraju
vremena zadrzavanja od 3,2-1,2 min, odnosno zapremine fluidizovanog sloja od 2,7 do
6,11 cm3, kao sto je prikazano na slici 4.31. Uticaj protoka reakcione smese na stepen
konverzije etil-cinamata ispitan je pri konstantnim vrednostima ostalih parametara,
temperatura 55°C, koncentracija enzima od 7,5 mg/cm?®. Sa slike 4.31 se vidi da se
uzlaznim protokom reakcione smeSe razvija stabilan fluidizovan sloj i da sa porastom

protoka raste zapremina fluidizovanog sloja.

Zapremina fluidizovanog sloja (cm®)
w S

0 T T
2 4

Zapreminski protok reakcione smese (cm*/min)

Slika 4.31. Uticaj zapreminskog protoka na zapreminu fluidizovanog sloja.
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Na slici 4.32 se vidi uticaj protoka na vreme zadrzavanja i pocetnu brzinu reakcije. Sa
krivih se lako uocava da stepen konverzije, odnosno pocetna brzina reakcije raste sa
porastom vremena zadrzavanja. Duze vreme zadrzavanja omogucava duzi kontakt
izmedu enzima i supstrata i samim tim dovoljno vremena za stupanje u reakciju. Dalji
porast protoka ne dovodi do porasta brzine reakcije, Sto ukazuje na odsustvo difuzionih
limitacija. Naime, generalno se povecanjem protoka smanjuje otpor difuziji usled
smanjenja grani¢nog sloja tj. povecanja prenosa mase. Ovakav rezultat ukazuje da je
reakcija kineticki kontrolisana, tj. da prenos mase nije korak koji odreduje brzinu reakcije
u sintezi etil-cinamata u reaktoru sa fuidizovanim slojem. Takode poveéanje protoka
preko 1,33 cm®/min dovodi do smanjenja brzine reakcije, najverovatnije zbog skra¢enog

vremena zadrzavanja koje je nedovoljno za reakciju izmedu enzima i supstrata.
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Slika 4.32. Zavisnost vremena zadrzavanja i pocetne brzine reakcije od protoka reakcione smese.

4.3.1.3 Kineti¢ka studija i proracun prenosa mase

Kako su eksperimenti ukazivali da je sinteza etil-cinamata u reaktoru sa fluidizovanim
slojem kinetic¢ki kontrolisana reakcija, odnosno da se odvija bez difuzionih limitacija, u
nastavku disertacije je izveden i proracun koji treba da potvrdi eksperimentalne zakljucke.

Izborom odgovarajuée brzine meSanja u Sarznom reaktoru, odnosno protoka reakcione

130



smeSe u reaktoru sa fluidizovanim slojem smanjuje se otpor prenosu mase usled
smanjenja grani¢nog sloja oko Cestica enzima. Pri ovim uslovima izvedena je kineticka
studija kako bi se odredili vrednosti maksimalnih brzina neophodne za proracun
efikasnosti prenosa mase. Naime, uticaj spoljasnjeg prenosa mase na enzimsku sintezu
etil-cinamata ispitan je preko Damkohler-ovog broja (Da) u kojem figurise maksimalna

brzina reakcije, a koji se racuna prema slede¢oj jednacini [182, 195]:

n
Vin

Pa = K (KT, @)

gde je Vm" (mol/ (m?s)) maksimalna brzina reakcije po jedinici spoljainje povrsine
biokatalizatora, k¢ koeficijent prenosa mase te¢no-¢vrsto (m/s) i [CK].- koncentracija
cimetne Kiseline u rastvoru. Kako Da broj predstavlja odnos maksimalne brzine reakcije
i maksimalne brzine difuzije, u sistemima u kojima je Da << 1 spoljasnji otpor prenosu
mase je zanemarljiv i smatra se da je reakcija kineticki kontrolisana. S druge strane, u
slu¢aju kada je Da >> 1 reakcija je odredena brzinom spoljasnjeg prenosa mase usled
postojanja difuzionih limitacija.

Kao $to se vidi iz jed. 4.7 da bi se potvrdila hipoteza o odigravanju reakcije bez
spoljaSnjeg otpora prenosu mase, neophodno je izraCunati koeficijent prenosa mase i
odrediti maksimalnu brzinu reakcije uspostavljanjem odgovaraju¢eg kinetickog modela.
S tim u cilju izvedena je serija eksperimenata u oba reaktorska sistema u kojima je pri
optimalnoj koncentraciji enzima od 7,5 mg/cm? varirana koncentracija oba supstrata i to
cimetne kiseline u opsegu od 0,1-0,7 mol/dm? i etil alkohola u opsegu od 0,1-2,51
mol/dm3. Reakcije su izvedene na 55°C pri ¢emu su zapremine reakcionih smesa iznosile
5 odnosno 50 cm? za $arzni, odnosno reaktor sa fluidizovanim slojem. Kao $to je veé
ranije utvrdeno, optimalna brzina mesanja je 200 o/min (poglavlje 4.2.3), a zapreminski
protok fluidizovanog sloja od 1,82 cm®/min. Naime, iako su pri zapreminskom protoku
od 1,33 cm*/min dobijene najvece pocetne brzine, fluidizovan sloj je bio dosta stabilniji
pri protoku od 1,82 cm®/min, pri kom su i vrednosti pocetnih brzina bile visoke pa je uzet
kao optimalni za dalje reakcije.

Na slici 4.33 se vidi da u Sarznom reaktoru sa porastom koncentracije alkohola dolazi
do blagog pada u pocetnoj brzini reakcije, pa ovakav rezultat ukazuje na postojanje

inhibicije alkoholom, o ¢emu je ve¢ bilo reci. Zbog ovakve zavisnosti brzine reakcije od
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koncentracije alkohola za dobijanje kinetickog modela sinteze etil-cinamata u Sarznom

reaktoru su koriS¢eni bisupstratni modeli koji ukljucuju inhibiciju alkoholom.

05

Pof&etna brzina (mmol/dm*/h)

* [EAJ=0.51 (mol/idm’)
# [EAJ=1,18 (mol/idm’)

| | | | | | |
0 01 02 03 04 05 08 0r 08

Koncentracija cimetne kiseline (mol/dm?)

Slika 4.33. Zavisnost pocetne brzine reakcije od koncentracije cimetne kiseline za dve
koncentracije alkohola u Sarznom reaktoru.

S druge strane u reaktoru s fluidizovanim slojem, ne dolazi do ovakvog pada pocetnih
brzina reakcije sa porastom koncentracije etanola (Slika 4.34) pa su za dobijanje
kinetickog modela u ovom bioreaktoru koris¢eni modeli koji ne ukljuc¢uju inhibiciju

alkoholom.
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Slika 4.34. Zavisnost pocetne brzine reakcije od koncentracije cimetne kiseline za dve
koncentracije alkohola u reaktoru s fluidizovanim slojem.
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Prema literaturnim podacima, vecina enzimskih reakcija esterifikacije 1

transesterifikacije se odvija po ping-pong bi-bi modelu koji je prikazan na slici 4.35.

CK H,0 EA EC

(E*CK=<>E*H,0) E* (E*EA <= EEC)

Ki

EA

EEA

Slika 4.35. Sematski prikaz ping-pong bi-bi modela sa inhibicijom alkoholom.

Kao §to se vidi na slici 4.35 koja predstavlja tipi¢an tok reakcije esterifikacije, enzim
moze da se veze sa cimetnom kiselinom, pri ¢emu nastaje produktivni acil enzim
kompleks, ili sa alkoholom, pri ¢emu nastaje tzv. "dead-end” za koji se dalje ne moze
vezati kiselina pa dolazi do inhibicije enzima. U slu¢aju formiranja acil-enzim kompleksa,
reakcija se nastavlja normalnim tokom, pri ¢emu formirana voda napusta aktivni centar.
Nakon toga ulaskom etanola u aktivni centar kre¢e deacilovanje enzima i stvaranje
proizvoda, etil-cinamata, ¢ijim se izlaskom iz aktivnog centra reakcija zavrSava, a
slobodan enzim postaje spreman za novu reakciju. Ovakav tok predstavlja osnovni ping-
pong bi-bi model koji se opisuje slede¢om jednacinom:

_ vmaX[CK]O[EA]O
~ KpalCK]o + Kcx[EA]o + [CK]o[EA], (4.8)

)

gde su [CK], 1 [EA], pocetne koncentracije cimetne kiseline i alkohola, Kga | Kck Su
Michaelis-Mentenove konstante za etil alkohol i cimetnu Kiselinu respektivno.

U slucaju formiranja "dead-end” kompleksa, za definisanje brzine reakcije je
neophodan dodatan parametar, odnosno konstanta inhibicije etanolom (Kjga), pa
jednacina koja opisuje ping-pong bi-bi model sa inhibicijom glasi:

Umax[CA]o[EA]o (4.9)
[EA]o

] Kga[CA]o + KcalEA]o (1 + K_) + [CA]o[EA]o

iEA

Vo

Pored pomenutih modela podaci dobijeni u kinetickim eksperimentima su

modelovani i sa drugim modelima za bisupstratne enzimske reakcije, ali su dobijena loSa
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slaganja modela i eksperimentalnih podataka pa su zato prikazani samo modeli koji su
koriS¢eni u daljem radu. Eksperimentalni rezultati su u Matlabu modelovani prikazanim

jednacinama kako bi se dobile vrednosti nepoznatih konstanti.

Pocetna brzina reakcije (mmol/dm¥h)

Slika 4.36. Zavisnost pocetne brzine reakcije od koncentracije supstrata u Sarznom reaktoru.

Na slici 4.36 su prikazane eksperimentalno dobijene i modelovane vrednosti poéetne
brzine reakcije u Sarznom reaktoru. Iz prikazanih rezultata se jasno vidi da u ispitanom
opsegu cimetna kiselina nije pokazala inhibitorni uticaj na enzimsku aktivnost. Porast
koncentracije cimetne kiseline do 0,6 mol/dm® doveo je do porasta pocetnih brzina
reakcije, nakon ¢ega dalje povecanje koncentracije cimetne kiseline nije imalo efekat na
pocetnu brzinu reakcije. S druge strane, s porastom koncentracije alkohola do nekih 0,25
mol/dm? raste podetna brzina reakcije, dok je dalje poveéanje koncentracije alkohola
dovelo do blagog pada pocetnih brzina reakcije. Dobijena vrednost koeficijenta
determinacije od R?=0,97, ukazuje na odli¢no slaganje modela i eksperimentalnih
podataka.

S druge strane, kao Sto je prikazano na slici 4.37, u reaktoru s fluidizovanim slojem
se ne uocava pad u ostvarenim pocetnim brzinama sa porastom koncentracije alkohola. S
porastom koncentracije kiseline, poCetna brzina reakcije raste u ¢itavom ispitivanom
opsegu, dok s porastom koncentracije alkohola, brzina reakcije raste do koncentracije od
0,5 mol/dm® nakon &ega dolazi do blagog rasta sa daljim porastom koncentracije
alkohola. Dobijena vrednost koeficijenta determinacije od R?=0,91, ukazuje na dovoljno

dobro slaganje modela i eksperimentalnih podataka.
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Slika 4.37. Zavisnost pocetne brzine reakcije od koncentracije supstrata u Sarznom reaktoru.

Iz dobijene vrednosti za konstantu inhibicije u Sarznom reaktoru (tabela 4.7) se vidi
da je re¢ o umerenoj inhibiciji, odnosno da etanol nije jak inhibitor lipaze u terc-butanolu
s obzirom da je vrednost konstante vrlo viSka u poredenju sa drugim literaturnim
vrednostima konstanti inhibicije [3, 131, 196]. Takode se vidi da su konstante
specifi¢nosti za oba supstrata dosta vece u reaktoru sa fluidizovanim slojem u odnosu na

Sarzni reaktor, pa je oCekivano da su bolji rezultati ostvareni u ovom reaktorskom sistemu.

Tabela 4.7. Vrednosti dobijenih kinetickih konstanti za Sarzni i bioreaktor sa fluidizovanim slojem

Kineticki parametar Sarzni bioreaktor Bioreaktor sa fluidizovanim slojem
Vma, mmol/(dm?®h) 1,825 12
K¢k, mol/dm?® 0,0947 0,2784
Kga, mol/dm? 0,0402 0,09169
Kiga, mol/dm?® 1,374 -
Ksck -10%, dm®/ (g h) 2,6 5,8
Ksea -10%, dm®/ (g h) 6,1 17,3

Nakon odredivanja kinetickih modela u oba reaktorska sistema, pristupilo se

odredivanju koeficijenta prenosa mase. U Sarznom reaktoru su za ovaj proracun koris¢ene

sledece jednacine:
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@)

- (4.10)

2
ke - Sc3 = 0.13 -

Sc-je Smitov broj, u — dinami&ki viskozitet rastvarata, p-gustina rastvaraca, gde je P/V.
parametar koji se obi¢no koristi kod reaktora sa mehanickim mesSalicama, medutim
nedavno je grupa autora definisala ovaj parametar 1 za mesanje u orbitalnim Sejkerima.

IzraCunavanje ovog parametra vrsi se pomocu sledec¢ih jednacina: 4.11-(4.14 [181, 197].

P (4.11)
AN

e=N, n3-d* -y "%3 (4.12)

Ny =75-Re” 1 +25-Re %6 + 1.5 Re™ 0 (4.13)

‘n - d? 414

Re = p— ( )

m
_Hp (4.15)
Sc= )

gde je Ne’-modifikovani faktor snage; n-broj obrtaja mesalice; d-unutras$nji precnik
erlenmajera; e-energija disipacije; Re-Rejnoldsov broj za erlenmajer; V-zapremina
reakcione smese.

S druge strane u reaktoru sa fluidizovanim slojem, koeficijent prenosa mase je

izraCunat koriS¢enjem sledecih jednacina 4.16-4.18:

Sh = 0.23-Ar%/3.Sc%* (4.16)
. V3 . . v —_—
ar =9 dy pz(pc p) 4.17)
u
Sh = ktéD' d (4.18)

gde je Sh-Servudov broj, Ar-je Arhimedov broj, | gde su d; i p; pre¢nik i gustina Gestice
biokatalizatora, a D difuzivnost supstrata.

Za izratunavanje koeficijenta prenosa mase iz Smitove (jed. 4.15) i Servudove (jed.
4.18) jednacine neophodno je izra¢unati dufuzivnost supstrata u rastvaracu, $to je u ovom

slu¢aju uradeno pomocu Wilke-Chang jednacine 4.19 [198]
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D_7.4-10—8- o -M-T (4.19)
Vek™ -

gde je @ - faktor asocijativnosti rastvara¢a, M- molarna masa rastvaraca, T- temperatura
reakcije, i V— molarna zapremina supstrata na temperaturi klju¢anja. Sve navedene
vrednosti za terc-butanol na radnoj temperaturi (328 K) su nadene u literaturi i iznose: ¢=
1, M=74,12 g/mol, p=1 mPas [199]. Vck za cimetnu Kiselinu, je takode pronaden u
literaturi i iznosi 125,3 cm®/mol [200]. Svi proracuni su radeni sa cimetnom kiselinom,
jer je to supstrat koji ucestvuje u stvaranju acil-enzim kompleksa. Dobijene vrednosti

hidrodinamic¢kih parametara su prikazane u tabeli 4.8.

Tabela 4.8. Vrednosti hidrodinamickih parametara u oba bioreaktora.
Hidrodinamicki parametri
Sarzni bioreactor Bioreaktor s fluidizovanim slojem

p, kg/m?® 781,2 pe, kg/m?® 1070
d,m 0,065 dg, m 5,35-10*
n, o/s 3,33 ke, m/s 5.46-10°
V., mé 510

u,Pas 1-103

Dca, m2/s 1,153" 10°
k.2, m/s  3,80-10°

Vrednosti specificne povrSine Novozyme 435, kao 1 nasipna gustina nadene su u
literaturi i iznose 82,6 m?/g [201], odnosno 0,43 g/cm® [202]. Koristeéi ove parametre i
dobijenu vrednost brzine iz kinetickog modela, vrSi se aproksimacija proracuna
maksimalne brzine reakcije po jedinici spoljasnje povrSine biokatalizatora 1 dolazi do
vrednosti Da brojeva, koje su prikazane u tabeli 4.9. Kao $to se vidi iz jednacine (4.7 za
izratunavanje Da, najveca vrednost ovog broja se oc¢ekuje pri najmanjoj koncentraciji
supstrata i ona u je u oba bioreaktora daleko manja od 1, §to znaci da ne postoje spoljasnji
otpori prenosu mase, odnosno da je rakcija kineticki kontrolisana. Treba napomenuti da
neki autori koeficijent prenosa mase radunaju koristeéi grani¢ni Servudov broj, odnosno
Sh=2, kada se smatra da Cestice miruju i da se prenos mase odvija samo putem prirodne

konvekcije. Cak i u ovom sluéaju su izradunate vrednosti Da << 1, odnosno nema
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difuzionih limitacija. Imaju¢i u vidu ove rezultate moze da se smatra da su oba
bioreaktorska sistema postignuti uslovi koji omogucavaju dovoljno brz prenos supstrata

kroz reakcioni medijum, pa su reakcije kineticki kontrolisane.

Tabela 4.9. Vrednosti Da i @, u oba bioreaktorska sistema

Bioreaktor s fluidizovanim

Sarzni bioreaktor .
slojem

Da-108 D, -10° Da-108 @ ,-102

21,8 19,30 9,96 6,24

S obzirom da je CALB imobilisana i u unutar pora jonoizmenjivacke smole, pored
spoljasnjeg otpora prenosu mase, neophodno je eliminisati i unutra$nji otpor prenosu
mase. Da bi se to uradilo, izracunate su vrednosti Tielovog modula prema slede¢im

jednac¢inama [182]:

R 2
- . (_) (4.20)
Des - [CK]o \3
£
Deff = D . ?p (421)

gde je v.-izmerena brzina reakcije, R-poluprec¢nik Cestice Novozyme 435, &,-poroznost
Novozyme 435 i 7- tortuoznost ili uvijenost unutra$njih pora. Vrednost %” odnosa za

Novozyme 435 je nadena u literaturi i iznosi 0,25 [199]. Difuzivnost supstrata unutar
Cestica imobilizata razlikuje se od difuzivnosti u reakcionom medijumu, jer je samo deo
Cestice imobilisanog enzima sac¢injen od pora a samim tim na raspolaganju za difuziju
supstrata [182].

Za vrednosti ®<0,3 se smatra da se reakcija odvija bez unutra$njih otpora prenosu
mase. Kako su najveée izra¢unate vrednosti Tielovog modula iznosile 19,30-10° u
$arznom bioraktoru, odnosno 6,24-102 u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem, moze da
se smatra da se sinteza etil-cinamata u oba reaktorska sistema odvija bez unutrasnjih

difuzionih limitacija, odnosno da je sinteza etil-cinamata kineticki kontrolisana.
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4.4 Optimizacija enzimske sinteza estara ferulne kiseline

Ferulna kiselina postaje predmet brojnih bioloskih i medicinskih studija, nakon §to je
grupa japanskih nauc¢nika pokazala da stearil-ferulati izolovani iz pirincanog ulja
poseduju antioksidativna svojstva. Sada je poznato da ferulna kiselina poseduje Sirok
spektar  bioloSkih  funkcija koje uklju¢uju antioksidativnu, antialergijsku,
antiinflamatornu, antikancerogenu i hepaprotektivnu aktivnost, a koristi se i kao

fotoprotektivni reagens u kremama za suncanje i umrezavajuci agens u o¢uvanju hrane

[203].

4.4.1 Uticaj acil akceptora na stepen konverzije ferulne kiseline

U ovom radu ispitana je i moguénost sinteze alifati¢nih estara ferulne kiseline kako
bi se povecala njena rastvorljivost u uljanim formulacijama, tj. primena u prehrambenoj
1 kozmetickoj industriji. S tim u cilju izvedena je sinteza razlicitih estara ferulne kiseline,
gde su kao nukleofili koriséeni alifati¢ni alkoholi sa 2-18 ugljenikovih atoma i svakom je
odredena antioksidativna aktivnost pomoc¢u DPPH metode. Pored alifati¢nih alkohola,
kao nukleofil je koris¢en i aromati¢ni alkohol eugenol, koji i sam poseduje niz bioloskih
funkcija.

Reakcije su izvedene na 65°C, jer se u po¢etnim ispitivanjima pokazalo da je stepen
konverzije oleil-ferulata na 55°C iznosio svega 20% nakon 7 dana reakcije (poglavlje
4.1.1), dok se u sintezi estara cimetne Kiseline pokazalo da stepen konverzije raste sa
porastom temperature. Koncentracija kiseline je bila 50 mmol/dm?, dok je koncentracija
alkohola 0,17 mol/dm?. Reakcija je izvedena u izooktanu pri velikom molskom odnosu,
33, (n(alk):n(kis)), jer je sinteza estara ferulne kiseline pri manjim molskim odnosima,
koji su se pokazali kao optimalni u sintezi etil- i oleil-cinamata, izostala. Takode, sinteza
estara ferulne kiseline ispitana je i u: terc-butanolu i smesi terc-butanola i izooktana, ali
su ostvareni stepeni konverzije bili zanemarljivi. Ovaj podatak je interesantan, jer bi se
ocekivalo da ¢e zbog bolje rastvorljivosti u polarnim rastvara¢ima ostvareni stepeni

konverzije biti ve¢i u odnosu na nepolarni izooktan. Sli¢no su pokazali i Katsoura i

saradnici [88].
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Na slici 4.38 je prikazan tok esterifikovanja ferulne kiseline alifati¢nim alkoholima

sa razli¢itim brojem ugljenikovih atoma pomoc¢u Novozyme 435 u izooktanu.

80 { —=— Etil-ferulat
1 —e— Propil-ferulat
709 —a— Butil-ferulat
60_' —vw— Pentil-ferulat

| —®— Heksil-ferulat o
50 4 —<— Heptil-ferulat ~
| —»— Oktil-ferulat 7

40 -{ —o— Oleil-ferulat e

30 4 - -

Stepen konverzije (%)

10 =

Vreme (d)
Slika 4.38. Tok sinteze razlicitih estara ferulne kiseline.

Sa slike 4.38 se vidi da je svaki od estara moguce sintetisati u ovim uslovima, ali
ostvareni stepeni konverzije variraju u opsegu od 27-73%. Jasno se uocava da sintezu etil,
pentil- i oleil-ferulata karakteriSe period u kom dolazi do smanjenja brzine u odnosu na
pocetnu brzinu reakcije. Do smanjenja brzine kod sinteze etil- i oleil-ferulata dolazi
izmedu 3. 1 4. dana reakcije, dok je u sintezi pentil-ferulata ovaj period nesto duzi i traje
od 2-4. dana reakcije. Nakon ovog perioda dolazi do rasta brzine reakcije koja je nakon
4. dana u blagom porastu u odnosu na pocetnu brzinu reakcije. Sintezu ostalih estara
karakteriSe isti tok reakcije gde je stepen konverzije u stalnom porastu za sve vreme
trajanje reakcije, izuzev kod heksil-ferulata gde dolazi do blagog pada brzine reakcije
nakon 4. dana. Sinteza eugenol-ferulata nije prikazana na slici 4.38, jer proizvod nije
detektovan ni nakon 8 dana reakcije. Na slici 4.39 je prikazana zavisnost stepena

konverzije nakon 8 dana reakcije od duzine ugljeni¢nog lanca alifati¢nog alkohola.

140



80
70

50
40
30
20
10

Stepen konverzije (%)

=
9
4

c2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 cCi182

Slika 4.39. Uticaj duzine lanca alifati¢nih alkohola na stepen konverzije.

Sa slike 4.39 se moze uoditi da duzina lanca alifati¢nog alkohola ima veliki uticaj na
prinos estara ferulne kiseline u izooktanu. Najveéi stepen konverzije je ostvaren sa
etanolom, 76 %, dok su najmanji stepeni konverzije postignuti sa alkoholima srednjeg
lanca C4-C6. Porast broja ugljenikovih atoma iznad C6 dovodi do ponovnog porasta
stepena konverzije, koji za oleil alkohol iznosi 49%. Interesantno je da se dobijeni rezultat
razlikuje od rezultata dobijenih u sintezi alifati¢nih estara cimetne u prethodnom delu
disertacije. Iako je u oba eksperimenta koris¢en isti preparat lipaze B, Novozyme 435,
afinitet enzima prema alkoholima se razlikuje u zavisnosti od kiselinskog supstrata. Kako
je aktivni centar lipaze B uzak i dubok, a sastoji se iz dva kanala u koja se smestaju
kiselinski odnosno alkoholni supstrat, jasno je da ¢e afinitet lipaze prema alkoholu zavisiti
od strukture kiseline koja se prva smesta u aktivni centar. Alkoholi kratkog lanca mogu
lako da se smeste u alkoholni dzep aktivnog centra, pa su sli¢no kao 1 u slu€aju cimetne
kiseline dobri acil akceptori. Inhibicija viSkom etanola ne dolazi do izraZaja kao u slu€aju
cimetne Kiseline, jer je rastvorljivost ferulne kiseline u izooktanu manja u odnosu na
cimetnu kiselinu, pa je efekat solvatacije supstrata dominantniji. Bolji prinos sa oleil
alkoholom u odnosu na alkohole srednje duzine ugljeniénog niza, moze biti posledica
nelinearnog oblika oleil alkohola koji kao takav lakSe moze da se upakuje u aktivni centar
enzima, jer ne dolazi do znac¢ajnog menjanja konformacije enzima prilikom vezivanja
alkohola za acil-enzim kompleks. Iako je kanal u koji se smesta alkoholni supstrat u
aktivnom centru enzima manje prostran od kanala u koji se smesta kiselinski supstrat pa
se ocekuje da lipaza B pokazuje vecu specifiénost prema alkoholnim supstratima [156,

184], u ovom radu se pokazalo da je specificnost Novozyme 435 prema kiselinskim
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supstratima viSe izrazena. Medutim, vidi se da se specificnost Novozyme 435 prema
alifaticnim alkoholima razlikuje u zavisnosti od primenjenog acil akceptora, tj. da su
razlike u afinitetu prema alifaticnim alkoholima vise izrazene u slucaju ferulne kiseline
prema kojoj Novozyme 435 pokazuje manji afinitet nego prema nesupstituisanoj
cimetnoj kiselini. S obzirom na oblik aktivnog centra ove lipaze, moZze se pretpostaviti da
se alkoholi lakSe uklapaju u aktivni centar sa voluminoznijom ferulnom kiselinom.
Imajuéi u vidu oblik aktivnog centra lipaze B, jasno je da je eugenol neadekvatan supstrat
za ovaj enzim, kao $to je ve¢ pomenuto kod sinteze estara cimetne kiseline.

Na slici 4.40 je prikazana zavisnost pocetne brzine reakcije sinteze estara ferulne
kiseline i1 alkohola razli¢ite duzine ugljeni¢nog niza. Najveca pocetna brzina od 18,8:
102 mmol/dm?/h ostvarena je u sintezi etil-ferulata. Pove¢anje duzine lanca alkohola
dovodi do smanjena vrednosti pocetnih brzina. Razlog ove pojave verovatno je oteZana
difuzija molekula alkohola ka aktivnom centru i proizvoda reakcije od aktivnog centra.
Medutim, do odstupanja od ovog trenda dolazi kod alkohola sa najduzim ugljeni¢nim
nizom, oktil i oleil alkohola, kada dolazi do blagog porasta poc¢etnih brzina. Ovakvo
ponasanje moze biti posledica bolje rastvorljivosti pomenutih alkohola u izookatnu, pa je
injihova koncentracija u mikrookolini enzima veca, a samim tim i reakcija brza. Katsoura
1 saradnici su prijavili sli¢an trend u sintezi estara ferulne kiseline u jonskoj te¢nosti
[omim]PFs, pri ¢emu nije uocen skok u vrednosti pocetne brzine sa oktanolom, dok

sinteza oleil-ferulata nije ispitana [88].

20
(o]
S 18
>
2 _ 16
o
< > 14
[0}
§§ 12
S8 10
851 6
o
A~ 4
2
0 7

VANV G G e Q\o&

Slika 4.40. Uticaj duzine lanca alifaticnih alkohola na pocetnu brzinu reakcije.
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4.4.2 Odredivanje antioksidativne aktivnosti ferulnih estara

Antioksidativna aktivnost estara ferulne kiseline ispitana je DPPH metodom, jer se
smatra da je glavni mehanizam njihovog antioksidativnog delovanja upravo hvatanje
slobodnih radikala [204]. Za antioksidativnu aktivnost ferulne kiseline i njenih estara
odgovorene su tri funkcionalne karakteristike molekula, pre svega prisustvo elektron-
donorskih grupa na aromaticnom prstenu, zatim karboksilna grupa sa susednom
nezasi¢enom C-C vezom koja moze da predstavlja dodatno mesto za napad slobodnih
radikala ¢ime se spreava njihov napada na membranu, i na kraju karboksilna grupa koja
sluzi kao sidro kojim se vezuje za lipidni dvosloj pruzaju¢i zastitu od lipidne
peroksidacije.

Ferulna kiselina i njeni estri mogu da reaguju sa molekulom DPPH preko dva razli¢ita
mehanizma i to: HAT ili ET kao §to je prikazano na slici 4.41 [23, 173]. Za razliku od
cimetne kiseline, ET (k1) je favorizovan mehanizam u slu¢aju ferulne kiseline s obzirom
na hidroksilnu grupu na benzenovom prstenu, medutim, reakcija dosta zavisi od izbora
reakcionog medijuma. Rastvaraci koji mogu da prime proton (HBA- Hydrogen bond
accepting) pomazu stabilizaciji nastalog fenoksilnog anjona i tako ubrzavaju proces, ali
takode mogu da blokiraju supstrat u (k3), pri ¢emu on postaje neaktivan prema DPPH, pa
je izbor rastvaraca bitan da bi se nasao kompromis izmedu ovih suprotnih zahteva [2, 23].
U literaturi se za ispitivanje antioksidativne aktivnosti fenolnih kiselina i estara DPPH
testom najceSce koriste metanol i etanol, koji mogu lako da rastvore ferulnu kiselinu i da
pospese ET mehanizam [116, 157, 205]. Rezultati dobijeni u ovom eksperimetu prikazani

su na slici 4.42.

rastvarac rastvarac

ArO-H ------ HBA ¢ ATOH e— ATO™
<« =
k, k,
DPPH’ k|| pppr
DPPH’
. ArO-H ------- DPPH’
nema reakcije "
/ \ E1
v
ArQ"-w-H - DPPH ArtO-H == DPPH™ ArO-+ DPPH™
ArO®+ DPPH-H

Slika 4.41. Mehanizam reakcije ferulne kiseline sa DPPH [2, 23, 173].
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Kao $to se vidi na slici 4.42, antioksidativna aktivnost estra ferulne kiseline manja je
od antioksidativne aktivnosti same kiseline, i opada sa porastom duzine alkil niza estra.
Ovo smanjenje antioksidativne aktivnosti je najverovatnije posledica smanjene
reaktivnosti hidroksilne grupe prema reakcijama ET zbog prisustva elektron-donorske
alkil grupe u bo¢nom nizu, Sto za posledicu ima smanjenu antioksidativnu aktivnost.
Ovakav rezultat je u skladu sa literaturnim podacima [26, 173, 204]. Velika razlika u IC50
vrednostima oleil- i oktil-ferulata u odnosu na ostale estre moze da bude posledica losijeg

rastvaranja ovih estara u metanolu, ¢ime se uti¢e na ukupan ishod reakcije [173].
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Slika 4.42. I1C50 vrednosti estara ferulne kiseline.

Kako su sa etil-ferulatom postignuti najbolji stepen konverzije, a ujedno ovaj estar
ima neznatno manju antioksidativnu aktivnost od ferulne kiseline, u daljem radu izvr$ena
je optimizacija sinteze etil-ferulata. Takode, etil-ferulat pored antioksidativnih ima i
antiinfalmatorno dejstvo i smatra se interesantnim za terapiju neurodegenerativnih
poremecaja [206].

Dalja optimizacija sinteze etil-ferulata izvrSena je primenom Boks-Benken
eksperimentalnog plana i RSM-a koji su kori$éeni za odredivanje optimalnih vrednosti
relevantnih faktora reakcije esterifikacije (poCetne koncentracija limitirajuceg supstrata,
molskog odnosa supstrata i mase enzima) u cilju postizanja $to veceg stepena konverzije
ferulne kiseline, ali i prinosa i specifi¢ne aktivnosti enzima. Eksperimentalni faktori su
ispitani u slede¢im opsezima vrednosti: pocetna koncentracija ferulne kiseline X1 (20-80
mmol/dm3), poéetni molski odnos supstrata Xz (n(alk):n(kis), 3-30), masa enzima X
(20-100 mg). Stvarne i kodirane vrednosti eksperimentalnih faktora prikazane su u

Tabela 4.10.
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Tabela 4.10. Kodirane i stvarne vrednosti parametra u primenjenom eksperimentalnom planu.
Kodirane vrednosti

Faktori
-1 0 1
Pocetna koncentracija ferulne
o 20 50 80
kiseline, X1 (mmol/dm?)
Mol. odnos supstrata, Xz 1:3 1:16,5 1:30
Masa enzima, X3 (mg) 20 60 100

Eksperimenti predvideni eksperimentalnim planom (17 eksperimenta, od kojih 5
predstavljaju centralnu tacku) izvedeni su nasumicnim rasporedom da bi se eliminisale
eventualne sistematske greske eksperimenta, a tokom izrade eksperimenta su pracene tri
izlazne veli¢ine: stepen konverzije (%), prinos reakcije (mmol/dm?3) i specifi¢na enzimska
aktivnost (IU/g). Eksperimentalni podaci su modelovani jednac¢inom drugog reda koja

ukljucuje efekte linearnih i kvadratni ¢lanova, kao i interakcije izmedu ispitivanih

promenljivih.
k K k-1 k
y=,80+z.8i'xi+Zﬁii'xi2+ZZBij'xi'xj (4.22)
i=1 i=1 i=1 j=2

gde su x;, xji, Xj, Xjj ...Xj, Xjk nezavisne promenljive (koncentracija ferulne kiseline, molski
odnos i masa enzima), y ispitivana odzivna veli¢ina (Stepen konverzije, prinos i enzimska
aktivnost), fo, Bi, Pi, pij su koeficijenti za odsecak, linearni, kvadratni i interaktivni
koeficijenti regresije. Vrednosti koeficijenata i njihova statisticka signifikantnost se
odreduju koriS¢enjem statistickog softvera Design Expert Statistical Software 8.0.7.1
(Stat Ease Inc., Mineapolis, SAD). Primenjeni eksperimentalni plan i dobijeni rezultati su
prikazani u tabeli 4.11.
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Tabela 4.11. Boks-Benken eksperimentalni plan za ispitivanje uticaja tri faktora na tri nivoa
vrednosti metodom odzivnik povrsina i dobijeni rezultati.

Broj
Xi Y1 Y,
eksp X2 X3 (mg) Y3 (1U/g)
(mmmol/dm?) (%)  (mmol/dm?d)
1 20 (-1) 3 (-1) 60 0 835 16,69 0,072
2 80 @) 3 (1) 60 (0 513 41,00 0,178
3 20 (-1) 30 (1) 60 © 978 19,57 0,085
4 80 (1) 30 (1) 60 0 594 4751 0,206
5 20 (1)) 15 (0O 20 (1) 90,8 18,17 0,237
6 80 (1) 165 (0) 20 (1) 40 31,82 0,414
7 20 (-1) 165 (0 100 (1) 938 18,76 0,0489
8 80 (1) 165 (0) 100 (1) 91,6 73,26 0,191
9 50 (0) 3 () 20 (1) 665 33,26 0,433
10 50 0) 30 (1) 20 (1) 473 23,66 0,308
11 50 (0) 3 (1) 100 (1) 737 36,87 0,096
12 50 (0) 30 (1) 100 (1) 911 4555 0,119
13 50 (0) 165 (0) 60 0 898 44,92 0,195
14 50 (0) 165 (0) 60 (0) 871 43,50 0,189
15" 50 (0 165 (0) 60 (0) 90,0 45,00 0,195
16" 50 (0) 165 (0) 60 (0) 851 42,55 0,184
17" 50 () 165 (0) 60 (0) 91,0 45,50 0,197

*centralna tacka
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4.4.3 Uticaj reakcionih parametara na stepen konverzije etil-ferulata

Pregledom rezultata prikazanih u tabeli 4.11, vidi se da se dosta razlikuju uslovi pri
kojima su izmerene maksimalne i minimalne vrednosti ispitivanih odziva, pa je tako
najve¢i stepen konverzije od 97,8 % ostvaren u eksperimentu 3, koji je izveden pri
koncentraciji ferulne kiseline od 20 mmol/dm?3, molskom odnosu supstrata 30 i masi
ezima od 60 mg. S druge strane, najveéi prinos od 73,2 mmol/dm?® ostvaren je u
eksperimentu 8, koji je izveden pri koncentraciji ferulne kiseline od 80 mmol/dm?,
molskom odnosu supstrata 16,5 i masi ezima od 100 mg. U oba prethodna primera se
pokazalo da su maksimalne vrednosti odziva dobijene u eksperimentima u kojima su
koris¢ene vece mase enzima. Kako sa porastom koli¢ine enzima u reakcionoj smesi rastu
1 troSkovi procesa neophodno je ispitati efikasnost iskori§¢enja enzima, §to je u ovom radu
izvedeno pracenjem specifine enzimske aktivnosti (IU/g). Maksimalna vrednost ovog
odziva izmerena je u eksperimentu broj 9, koji je izveden sa 50 mmol/dm?® ferulnom
kiselinom, pri molskom odnosu 3 i masi enzima od 20 mg.

Adekvatnost regresionin modela i signifikantnost dobijenih parametara modela
ocenjene su pomoc¢u ANOVA testa i ustanovljeno je da je svaki od modela adekvatan.
Nakon statisticke analize ustanovljeno je da su kod modela za stepen konverzije
signifikantni koeficijenti regresije: fo, f1, B2, b3, P13, f23, P22 | B33 odnosno dobijen je

regresioni model sledeceg oblika:

yl(%) = 87,25 - 15,50X1 + 2,59x2 + 13,22.X3 + 12,20.XIX3 +

(4.23)
9,14x,x3 — 12,62x,% — 6,61x32

Sli¢no, kod modela za prinos proizvoda se pokazalo da su signifikantni isti koeficijenti

regresije i dobijen je slede¢i model:

y,(mmol/dm3) = 43,20 + 15,05x; + 1,06x, + 8,44x; + 10,21x;x5 +

4,57x,x3 — 6,35%;% — 7,01x,> (4.24)

U slucaju specificne aktivnosti se nakon odbacivanja nesignifikantnih parametara
dobija sledeci regresioni model:

y5(1U/g) = 0,18 + 0,068x; — 7,70 - 10~ 3x, — 0,12x3 + 0,037x,%3 —

(4.25)
0,038%,2 + 0,066x5>
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Slaganje dobijnih regresionog modela sa eksperimentalnim rezultatima je ilustrovano
na slici 4.43.
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Slika 4.43. Graficki prikaz odstupanja regresionog modela od eksperimentalnih vrednosti.

4.4.3.1 Uticaj koncentracije ferulne kiseline

Uticaj koncentracije ferulne kiseline na stepen konverzije definisan je sa dve klju¢ne
karakteristike: negativnim linearnim  regresionim  koeficijentom i pozitivnim
koeficijentom interakcije sa masom enzima. Na slici 4.44 se moze uoditi da sa porastom
koncentracije ferulne kiseline dolazi do konstantnog linearnog pada stepena konverzije,
Sto je posledica negativnog linearnog regresionog koeficijenta. Na istoj slici uocava se
veliki pad u stepenu konverzije pri malim masama enzima, dok je pri velikim masama
enzima ovaj efekat ublaZzen, usled postojanja pozitivne interakcije ova dva faktora.
Generalno se moZe zakljuciti da se ve¢i stepeni konverzije postizu pri manjim
koncentracijama ferulne kiseline, $to je potpuno océekivano. Interakcija koncentracije
ferulne kiseline i mase enzima je takode potpuno logi¢na, naime sa viSe enzima u

reakcionoj smesi obezbeduje se vise aktivnih centara za stvaranje acil-enzim kompleksa
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a samim tim i proizvoda reakcije. Sli¢an trend uocen je i u sintezi oleil-cinamata kao $to
je ve¢ diskutovano u prethodnom delu ove disertacije (poglavlje: 4.2.7). Kao optimalna

se pokazala koncentracija od 27 mmol/dm?, to se jasno vidi na slikama 4.44 i 4.45.
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Slika 4.44. Odzivne povrsine uticaja koncentracije ferulne kiseline i mase enzima na stepen
konverzije (molski odnos supstrata n(alk.):n(kis.)=16,5).
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Slika 4.45. Odzivne povrsine uticaja koncentracije ferulne kiseline i molskog odnosa supstrata
na stepen konverzije (masa enzima 75 mg).
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S druge strane, kod modela za prinos proizvoda, koncentracija ferulne kiseline ima
pozitivan linearni ¢lan i negativan koeficijent uz kvadratni ¢lan pa se uticaj ovog faktora
moze opisati kvadratnom funkcijom sa maksimumom. Razlika u odnosu na regresioni
model koji opisuje zavisnost stepena konverzije od reakcionih parametara je u pomeranju
optimuma koncentracije ferulne kiseline, koji je sada na maksimalnoj ispitanoj vrednosti
od 80 mmol/dm3, kako $to je ilustrovano na slikama 4.46 i 4.48. Usled postojanja
pozitivne interakcije sa masom enzima ovaj optimum se pomera ka nizim vrednostima sa
smanjenjem mase enzima, slicno kao i kod prethodnog modela.

Sli¢no, kod modela za specifi¢nu aktivnost, maksimalne vrednosti odziva se dobijaju
sa velikim koncentracijama kiseline (Slika 4.49), pa je i u ovom slu¢aju optimalna

koncentracija od 80 mmol/dm?.

Prinos proizvoda (mhd)

Slika 4.46. Odzivne povrsine uticaja koncentracije ferulne kiseline i molskog odnosa
supstrata na prinos proizvoda (masa enzima 75 mg).

4.4.3.2 Uticaj molskog odnosa

Uticaj molskog odnosa na stepen konverzije etil-ferulata je nesto slozeniji u odnosu
na koncentraciju ferulne Kkiseline, s obzirom da ga pored linearnog regresionog
koeficijenta i koeficijenta interakcije sa masom enzima defini$e i kvadratni koeficijent
regresije. Usled negativne vrednosti ovog koeficijenta zavisnost stepena konverzije od

molskog odnosa se moze opisati kvadratnom funkcijom sa maksimumom. Na slici 4.47
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koja prikazuje zavisnost stepena konverzije od mase enzima i molskog odnosa supstrata
jasno se moze uociti da je optimalni molski odnos supstrata (n(alk.):n(kis.))=20, pri c¢emu
se postizu konverzije od blizu 100%. Takode usled postojanja pozitivne interakcije
izmedu ova dva parametra moze se uociti da dolazi do pomeranja optimuma molskog
odnosa supstrata, koji se sa smanjenjem mase enzima pomera ka nizim vrednostima.
Objasnjenje za interakciju molskog odnosa i mase enzima se treba traziti u uticaju etanola
na aktivnost enzima. Naime, etanol kao polarni supstrat u velikim koncentracijama moze
da dovede do deaktivacije enzima usled narusavanje mikrovodenog sloja oko enzima koji
je neophodan za oCuvanje aktivnosti lipaze, §to potvrduju literaturni podaci [76]. Ovaj
efekat je najviSe izraZen pri malim masama enzima i velikim molskim odnosima supstrata
kao Sto se vidi na slici 4.47. S druge strane, ferulna kiselina se loSe rastvara u izooktanu,
pa je odredeni visak etanola u reakcionoj smesi pogodan, jer dovodi do rastvaranja ferulne

kiseline ¢ime se povecava njena koncentracija u mikrookolini enzima.
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Slika 4.47. a) Odzivne povrsine uticaja molskog odnosa i mase enzima na stepen konverzije
(koncentracija ferulne kiseline 27 mmol/dm®). b) Projekcija ove povrsine.

Uticaj molskog odnosa na prinos etil-ferulata je sli¢an kao na stepen konverzije i
optimum ostaje nepromenjen na (n(alk.):n(kis.))=20 (slika 4.46).

Interesantno je da je linerani koeficijent uz molski odnos u modelu za specifi¢nu
aktivnost ima negativhu vrednost pa sa porastom molskog odnosa supstrata opada
specifi¢na aktivnost enzima kao §to se vidi na slici 4.50. Medutim pri velikim masama
enzima ovaj negativan efekat ne dolazi do izrazaja usled postojanja pozitivne interakcije
sa masom enzima. Razlog ovakvog ponasanja je pomenuta denaturacija enzima viskom
etanola, koja je naravno vise izrazena pri manjim masama enzima. Kako se maksimalne
specificne aktivnosti enzima postizu sa malim masama enzima, vrednost optimalnog

molskog odnosa je manja u odnosu na prethodne modele i iznosi 3.

4.4.3.3 Uticaj mase enzima

Sli¢no kao i uticaj molskog odnosa, uticaj mase enzima na stepen konverzije etil-
ferulata definisan je kvadratnom funkcijom sa maksimumom, $to se vidi na slikama 4.44
14.47. Naslici 4.44 se jasno uocava da dolazi do pomeranja optimuma mase enzima usled
postojanja pozitivne interakcije sa koncentracijom ferulne kiseline. Naime, pri malim

koncentracijama ferulne kiseline, optimalna masa enzima je 75 mg (25 mg/ml) i dalje
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povecanje mase enzima dovodi do blagog pada ostvarenog stepena konverzije. Negativni
efekat daljeg povecanja mase enzima moze biti posledica loSeg prenosa mase usled loSe
disperzije Gestica enzima u reakcionoj smesi. Do sliénih zakljutaka dosli su u Cen i
saradnici prilikom sinteze oleil-ferulata [122]. S povecanjem koncentracije ferulne
kiseline optimum mase enzima se pomera ka ve¢im vrednostima i za najvecu ispitanu
koncentraciju kiseline se nalazi van opsega. Ocekivano, najnizi stepeni konverzije
postignuti su u eksperimentima sa najmanjom masom enzima i najve¢om koncentracijom
ferulne kiseline.

Uticaj mase enzima na prinos proizvoda definisan je poyitivnim koeficijentom uz
linearni ¢lan, kao i pozitivnom interakcijom sa koncentracijom ferulne kiseline. Pri ve¢im
koncentracijama kiseline prinos estra raste sa porastom mase enzima, pa se maksimalni
prinosi postizu pri velikim vrednostima mase enzima, odnosno optimalna je najveca

ispitana masa enzima od 100 mg (33,3 mg/ml).
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Slika 4.48. Odzivne povrsine uticaja koncentracije ferulne kiseline i mase enzima na prinos etil-
ferulata (molski odnos supstrata n(alk.):n(kis.)=20).

Analizom regrsesione jednacine 4.25 se moze zakljuciti da je masa enzima faktor sa
najizrazenijim uticajem na specificnu enzimsku aktivnost. Uticaj ovog faktora ima tri
klju¢ne karakteristike: negativan linearni regresioni koeficijent, pozitivan koeficijent uz

kvadratni ¢lan 1 sli¢no kao i u prethodnim modelima pozitivan koeficijent interakcije sa
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molskim odnosom. Na slici 4.49 se vidi da sa porastom mase enzima vrednost odziva
opada u celom opsegu ispitanih koncentracija ferulne kiseline. Optimalna vrednost mase

enzima u ovom slucaju je minimalna ispitana masa enzima od 20 mg.
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Slika 4.49. Odzivne povrsine uticaja koncentracije ferulne kiseline i mase enzima na specificnu
aktivnost (molski odnos supstrata n(alk.):n(kis.)=10).
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Slika 4.50. Odzivne povrsine uticaja molskog odnosa i mase enzima na specificnu aktivnost
(koncentracija ferulne kiseline 80 mmol/dm?®).
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4.5 Imobilizacija lipaze B iz C.antarctica na metakaolin i
primena dobijenih imobilizata u sintezi estara fenolnih
kiselina

Kao §to je ve¢ napomenuto, komercijalni imobilisani preparat Novozyme 435 je jako
skup, pa se neretko u sintezama katalizovanim ovim enzimom pribegava trazenju
alternativnih reSenja kako bi se smanjili troskovi procesa. Jedan od nac¢ina da se smanje
ukupni troSkovi sinteze fenolnih estara je da se umesto Novozyme 435 koriste sopstveni
imobilisani preparati CALB. U literaturi postoji nekoliko istraZivanja u kojima su fenolni
estri uspesno sintetisani pomocu imobilizata.

Zbog svoje velike mehaniCke Cvrstoce, rezistencije na mikroorganizme i velike
termicke stabilnosti, glineni minerali, ukljucuju¢i i kaolin, su veoma interesantni nosaci
za imobilizaciju enzima. Takode, pristupacna cena i velika dostupnost ovih minerala
doprinose njihovoj atraktivnosti u ovoj oblasti. Imajuci to u vidu u nastavku disertacije je
izvedena imobilizacija lipaze B (Novozyme L) na kaolin i dobijeni imobilizati su
isprobani u reakcijama sinteze fenolnih estara. Kako adsorpcija enzima na glinene
minerale zavisi pre svega od fizickih 1 hemijskih karakteristika glinenih minerala i
enzima, kao i spoljasnjih uticaja poput jonske jacine i pH rastvora [148], u nastavku je
izvrSena detaljna karakterizacija kaolina, kao 1 optimizacija uslova imobilizacije
ukljucujuéi pH rastvora lipaze i1 jonsku jacinu rastvora lipaze, koncentraciju enzima i

vreme imobilizacije.

4.5.1 Karakterizacija nosaca za imobilizaciju i biokatalizatora

Pre imobilizacije lipaze B na kaolin izvrSena je priprema nosaca koja je zapoceta
zagrevanjem hidratisanih cCestica kaolina na 550°C. Diferencijalnom termickom
analizom, utvrdeno je da zagrevanje kaolina ima tri izrazena efekta, gde se prva fazna
transformacija, dehidratacija, deSava u Sirokom opsegu temperatura, 450-580°C, pri ¢emu
kaolin gubi hidroksilne grupe i prelazi u amorfni aluminosilikat metakaolin [207]. U
ovom procesu dolazi do delimi¢nog razaranja originalne lamele kaolina, $to za posledicu

ima malo smanjenje u prose¢noj veli¢ini Cestica [207]. Ovaj fenomen je potvrden
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merenjem srednje veli¢ine Cestica kaolina pomocu cetasajzera (Zetasizer Nano ZS) i
rezultati su prikazani na slici 4.51. Naime, prose¢na veli¢ina Cestice kaolina pre
zagrevanja iznosila je 483,5+8,3 nm (PDI 0,583+0,068) dok je nakon zagrevanja prose¢na
veli¢ina Cestice bila 235,9+3,11 nm (PDI 0,356+0,08). Specificna povrSina Cestica
kaolina odredena pomoéu BET adsorpcione izoterme iznosila je 10,4 m?/g i ostala je
gotovo nepromenjena i nakon fazne transformacije u metakaolin [208], sto je u skladu sa
literaturnim podacima [207, 209]. Medutim, ukupna zapremina pora je kod Cestica
kaolina iznosila 0,041 cm?®/g, dok je nakon fazne transformacije porasla na 0,054 cm®/g
[208].
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Slika 4.51. Raspodela velicine Cestica kaolina i metakaolina.

Tokom procesa dehidratacije kaolina dolazi do smanjenja veliCine pora u oblasti
mezo- i makropora i do stvaranja dodatnog sekundarnog sistema pora koji ¢ine unutrasnje
Supljine Cestice [209]. U literaturi je pokazano da je ba$ nastanak ovog sistema
sekundarnih pora doveo do drasticne promene u selektivnosti adsorbensa, kada je
zadrzavanje a-laktoalbumina poraslo za 56% u odnosu na kaolin koji nije termicki tretiran
[209]. Kako je molekulska masa ovog proteina 28 kDa, autori smatraju da je ovaj protein
dovoljno mali da lako moze da pristupi novonastalim mikrometarskim porama i da je
upravo to razlog vece retencije ovog proteina na metakaolinu u odnosu na kaolin. S druge
strane retencija veéeg molekula BSA je bila niza u odnosu na netretirani kaolin [209]. Na
osnovu vece ukupne zapremine pora, i ¢injenice da je molekulska masa CALB (33 kDa)
slicna molekulskoj masi a-laktoalbumina, odnosno je da je sekundarni sistem pora
dostupan ovom enzimu, imobilizacija CALB je izvedena na termicki tretiranom kaolinu.
U nastavku je izvrSena karakterizacija termicki tretiranog kaolina da bi se ustanovilo da

li je zaista nastao metakaolin.
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45.1.1 FT-IR spektri
Na slici 4.52 su prikazani FT-IR spektri kaolina pre zagrevanja, kaolina nakon

zagrevanja i imobilisanog enzima.

= CALB imobilisan na kaolin
= = kaolin nakon termicke obrade
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Slika 4.52. FT-IR spektri nosaca i imobilizata.

Transformacija kaolina u metakaolin potvrdena je izgledom FT-IR spektra termicki
tretiranog kaolina, na kom se moZe uociti odsustvo karakteristicne Al-O-H trake na 913
cm™ kao i &etiri trake koje su tipiéne za vibracije -OH grupa [210, 211]. Slabljenje dve
apsorpcione trake na 913 i 547 cm™, zajedno sa pojavom nove trake na 800 cm™ pripisano
je promeni oktaedarske koordinacije AI®* kaolina u tetraedarsku koordinaciju
metakaolina [210, 212]. Naime, ova traka se pomera ka ve¢im talasnim duzinama (800
cm?) | dolazi do njenog prosirenja pri prelasku kaolina u metakaolin, §to je
karakteristi¢no za stepen neuredenosti atoma u metakaolinu.

Dobijeni spektar kaolina ima sve karakteristi¢ne trake i u skladu sa drugim spektrima
kaolina prijavljenim u literaturi [210, 212-214]. Pikovi u oblasti talasnih dusina od 3700
do 3300 cm™ poti¢u od vibracija istezanja -OH grupa. Trake na 3696, 3669 i 3652 cm™
se pripisuju vibracijama istezanja hidroksilnih grupa sa povrSine, dok je traka na 3619
cm™ povezana sa unutra$njim hidroksilnim grupama [213, 215]. Trake na 3468 cm™ i
1636 cm™ poticu od vibracija istezanja odnosno savijanja molekula vode. Kao posledica
Si—O-Si istezanja u ravni, javljaju se trake na 1114, 1031 i 1007 cm™ [210, 212]. Dve

trake na 938 i 912 cm™* su pripisane vibracijama unutra$njih hidroksilnih grupa, dok su
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trake na 789, 755 i 698 cm™ posledica simetri¢nih vibracija Si-O-Si. Trake zabeleZene na
najnizim frekvencama 537, 469, 429 cm™* su karakteristi¢ne za oktaedarsku koordinaciju
AI** jona [216], kao i Si-O-Si deformacije [210, 212].

Iz FT-IR spektra imobilisanog enzima se jasno vidi da je proces imobilizacije bio
uspesan. Naime, trake na 1654 i 1558 cm™ su posledica —C=0 valencionih i —NH
deformacionih vibracija amidne veze. Pozicija ovih traka je nepromenjena u odnosu na
slobodan enzim CALB [217], pa se namece zakljucak da nije doslo do interakcija nosaca
I -C=0 odnosno —-NH grupa enzima, odnosno da nisu formirane vodoni¢ne veze. Trake
na 2961 i 2929 cm™ su povezane sa C-H valencionim vibracijama, a traka na 1448 cm
sa C-H deformacionim vibracijama alkil grupa koje poti¢u od lipaze adsorbovane na

nosac.

45.1.2 Analiza difraktograma kaolina i termicki tretiranog kaolina
Fazna transformacija kaolina u metakaolin, potvrdena je i difrakcijom X-zracima i

dobijeni difraktogrami su prikazani na slici 4.53.
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Slika 4.53. Difraktogrami kaolina i metakaolina.

Poredenjem difraktograma za kaolin i metakaolin, koji je zagrevan na 550°C,
evidentno je da difrakcioni maksimum duz osnovnog kristalografskog pravaca [0 0 1]

nestaje kao direktna posledica dehidroksilacije kaolina. Kalicinacija kaolina na
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temperaturi iznad 500°C dovodi do neuredenosti u regularnom redanju slojeva pri ¢emu
oktaedralni raspored prolazi kroz brojne transformacije. Kako napreduje dehidroksilacija,
tako se veze izmedu slojeva vise raskidaju i naruSava se struktura heksagonalne simetrije
jedini¢ne kristalne ¢elije, tako da se menja koordinacioni broj aluminijuma od $est na
cetiri. Ove promene strukture dovode do jo§ jaceg slabljenja kohezionih sila izmedu

slojeva, pa unutra$nji slojevi postaju dostupniji dejstvu kiselina i drugih reagenasa.

4513 SEM

SEM mikrografovi kaolina, termicki tretiranog kaolina 1 imobilizata su prikazani na
slici 4.54. Lako se uocava da se uzorak kaolina sastoji od laminarnih agregata cestica,
dok je za uzorak metakaolina karakteristicna manje homogena mikroskopska topografija

koja je posledica procesa dehidratacije.

Slika 4.54. SEM mikrografovi: (A) kaolin; (B) metakaolin
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4.5.2 Imobilizacija CALB na metakaolin

Kako je izvrSena detaljna karakterizacija primenjenog nosaca, u nastavku se pristupilo
optimizaciji procesa imobilizacije CALB na metakaolin. Obim adsorpcije enzima na
nosac zavisi od vise faktora koji pre svega ukljucuju osobine povrsine nosaca, pH i jonsku
jacinu rastvora za imobilizaciju, kao i strukturu i stabilnost enzima koji se imobilise [209,
218]. Prilikom optimizacije procesa adsorpcije enzima na metakaolin, akcenat se stavlja
na pronalazenje optimalne jonske ja¢ine i pH rastvora za imobilizaciju, jer se ocekuje da
su elektrostatiCke interakcije glavna pokretacka snaga adsorpcije proteina na metakaolin.
Naime, sli¢no kao kod kaolina mesta vezivanja proteina za metakaolin su na bazalnim i
ivicnim povrsinama adsorbenta zbog slojevite strukture koja nije podlozna interkalaciji,
odnosno umetanju ,,gostujuc¢ih” molekula [148]. Na osnovu dobijenih FT-IR spektara,
uoceno je da nije doslo do formiranja vodoni¢nih veza izmedu enzima i nosaca, odnosno
da molekuli lipaze nisu ugradeni izmedu unutras$njih slojeva metakaolina, ve¢ da se
adsorpcija odigrala na spoljasnjoj povrSini i ivicama metakaolina [219]. Kako bi se dalje
rasvetlio mehanizam adsorpcije CALB na metakaolin, imobilizacija enzima je izvedena
pri razli¢itim jonskim jacinama i pH vrednostima. Pored elektrostati¢kih interakcija,
adsorpcija Cestica na metakaolin moze da bude posledica i van der Waals-ovih sila, kao i

hidrofobnih interakcija [148].

4,5.2.1 Uticaj pH na adsorpciju CALB na metakaolin

Uticaj pH vrednosti na prinos imobilizacije i prinos aktivnosti ispitan je u opsegu pH
4-10 rastvaranjem CALB u odgovarajuéim 10 mmol/dm?® puferima i to natrijum-
acetatnom za pH 4-5, fosfatnom za pH 7-8 i glicerol Na-OH za pH 9-10. Kako bi se
potpuno rasvetlile interakcije izmedu enzima 1 nosaca izmeren je zeta potencijal Cestica
metakaolina pri razli¢itim pH vrednostima i rezultati su prikazani na slici 4.55.

Kao $to je ilustrovano na slici 4.55 izoelektri¢na tacka (IEP) metakaolina je na pH
1,36. Sli¢ne vrednosti IEP kaolina mogu da se nadu u literaturi [220, 221]. Dobijena
vrednost IEP ukazuje da sloj aluminijuma nije doprineo povrSinskom naelektrisanju
metakaolina, posto je dobijena vrednost slicna IEP vrednosti Ciste silike [222]. Prema
ovoj vrednosti, ukupno naeclektrisanje nosaca ¢e biti negativno za sve vrednosti iznad

1,36. S druge strane, izoelektricna tacka enzima je na pH 6,8 [55], pa ¢e za manje
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vrednosti pH enzim biti pozitivno naelektrisan, a za ve¢e pH vrednosti enzim je negativno

naelektrisan. Uticaj pH na prinos aktivnosti i imobilizacije prikazan je na slici 4.56.

/
,'/

/

4 / .
| IEP 1.36\

Zeta potenijal (mV)
L
o

-40 + L

Slika 4.55. Zavisnost zeta potencijala metakaolina od pH.
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Slika 4.56. Uticaj pH na: a) prinos imobilizacije i prinos aktivnosti; b) aktivnost imobilizata.

Kao $to se vidi na slici 4.56a, procenat adsorbovane lipaze opada sa porastom pH od
4 do 10. Takvo ponasanje je ocekivano s obzirom na vrednosti IEP enzima i metakaolina,
s obzirom da je jonska adsorpcija favorizovana kada su enzim i metakaolin suprotno
naelektrisani. S druge strane, s porastom pH preko 7 dolazi do drasti¢nog pada prinosa
imobilizacije usled elektrostatickog odbijanja enzima i nosaca. Medutim, i pri ovim
uslovima deo enzima biva adsorbovan na metakaolin, jer Cestice metakaolina imaju
tipican model heterogene raspodele naelektrisanja (patch-wise) na povrsini, pa je i pri

ovim uslovima moguca adsorpcija negativno naelektrisanog enzima na bazalne ravni i
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iviéne povrsine [223]. Takode, i proteini mogu da imaju pozitivno naclektrisane delove i
iznad IEP, ¢ime je omogucena adsorpcija enzima na negativno naelektrisanu povrsinu
metakaolina i u oblastima pH iznad IEP [224]. Dodatno, van der Valsove i hidrofobne
interakcije mogu da budu pogonske sile za adsorpciju enzima na mineralne nosace [224,
225]. Sli¢ni rezultati dobijeni su prilikom adsorpcije CALB na zelena kokosova vlakna,
gde je koli¢ina vezanih proteina pratila isti trend kao u ovoj disertaciji, sa maksimumom
ma pH 415 [226].

Sa slike 4.56a se vidi da se prinos aktivnosti dobro slaze sa prinosom imobilizacije,
sa izuzetkom na pH 4 na kom je adsorbovana najveca koli¢ina lipaze a aktivnost
imobilizata je niza od aktivnosti dobijene adsorpcijom lipaze na pH 5. Razlog moze da
bude nepovoljna orijentacija enzima na pH 4, zbog toga Sto viSe naelektrisanih grupa
postaje izloZzeno na povrSini enzima pa je moguce uspostavljanje dodatnih interakcija
izmedu enzima i nosaca. Dodatno, nekoliko autora je ovakvo ponaSanja objasnilo
fenomenom poznatim kao A stanje ili “molten globule”, u kom tercijarna struktura enzima
postaje vise fleksibilna, $to dovodi do gubitka kataliticke aktivnosti, koji je jo$ izrazeniji
prilikom interakcija pozitivno naelektrisanog enzima sa negativno naelektrisanim

nosacem [227].

4.5.2.2 Uticaj jonske ja¢ine na adsorpciju CALB na metakaolin

Koncentracija pufera u kom se rastvara enzim ima veliki uticaj na prirodu 1 jacinu
interakcija izmedu enzima i1 nosaca. Naime, pri velikim jonskim jac¢inama favorizuju se
hidrofobne interakcije, jer dolazi do izlaganja hidrofobnih zona enzima [228]. Ovaj
fenomen je pripisan dehidrataciji proteina prouzrokovanoj efektom hidratacije molekula
soli koji okruzuju protein [229]. S druge strane, elektrostati¢ke interakcije su smanjene u
prisustvu soli jer se ponasaju kao kompetetivni izmenjivaci jona. Kao zakljuc¢ak moze da
se izvede da ukoliko se imobilizacija enzima na nosa¢ odvija samo putem elektrostatickih
interakcija s povecanjem jonske jaine moze da se ocekuje oStar pad u prinosu
imobilizacije. Kao $to se vidi na slici 4.57, s porastom jonske jacine doslo je do blagog
pada prinosa imobilizacije, $to ukazuje na kompleksnost interakcija izmedu enzima i
metakaolina, odnosno da je imobilizacija CALB na metakaolin posledica kombinovanog
efekta elektrostatickih, van der Valsovih i hidrofobnih interakcija [148, 227, 230]. S druge

strane, doSlo je do naglog pada prinosa aktivnosti i aktivnosti imobilizata. Ovakvi
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rezultati ukazuju na nepovoljnu orijentaciju enzima tokom imobilizacije kada su pored
elektrostatickih interakcija i druge interakcije pogonska sila adsorpcija. Tako da je za dalji

rad izabrana najmanja jonska jacina pufera.
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Slika 4.57. Uticaj jonske jacine na: a) prinos imobilizacije i prinos aktivnosti; b) specificna
aktivnost imobilizata.

45.2.3 Kinetika adsorpcije CALB na metakaolin

Adsorpcija CALB na metakaolin je brz proces, gde se maksimum adsorpcije dostize
ve¢ nakon 4 h (slika 4.58). Dalje povecanje vremena imobilizacije nije dovelo do
znacajnih promena u prinosu imobilizacije. Sli¢ni rezultati postignuti su prilikom
adsorpcije insekticidalnonog proteina iz B. thuringiensis [231], kao i S-laktoglobulina, o-
laktolabumina i BSA na kaolin [219]. Ovakva kinetika vezivanja enzima za nosac je

veoma bitna sa ekonomske tacke gledista.

100

Prinos imobilizacije (%)

Slika 4.58. Kinetika adsorpcije CALB na metakaolin.
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4.5.2.4 Adsorpciona izoterma

Uticaj koncentracije enzima na prinos imobilizacije i prinos aktivnosti ispitan je u 10
mmol/dm?® acetatnom puferu pH 5, koji se pokazao kao optimalan u prethodnim
eksperimentima variranjem koncentracije enzima od 0,08-0,8 mg/cm?, odnosno 12,5-125

IU/cm?,

Celczm
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K=0.189 dm’/mg

300
c, mg/dm*

T T T T T
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Slika 4.59. Uticaj koncentracije proteina na: a) vezane proteine po masi nosaca,
b) aktivnost imobilizata.

Na slici 4.59 je prikazana zavisnost vezanih proteina po masi nosaca od koncentracije
proteina. Ovaj eksperiment je izveden s ciljem utvrdivanja maksimalnog kapaciteta
adsorpcije metakaolina za CALB. Takode, svakom od dobijenih imobilizata je odredena
aktivnost kao $to je prikazano na slici 4.59. Adsorpciona izoterma (Slika 4.59) ima oblik
klasicne Lengmirove (Langmuir) izoterme, Sto je u skladu sa drugim radovima o
adsorpciji proteina na glinene materijale [209, 219, 231, 232]. Lengmirova izoterma
pretpostavlja postojanje tacke zasi¢enja posle koje se dostize plato, odnosno vise ne dolazi
do adsorpcije/desorpcije. Eksperimentalno rezultati su modelovani jednacinom koja
opisuje Lengmirovu adsorpcionu izotermu [232] (jed.(4.26) i pokazalo se je postignuto
odli¢no slaganje (R?=0,99). Dobro slaganje eksperimentalnih podataka i Lengmirovog
adsorpcionog modela ukazuje da se adsorpcija nije odigrala u vise slojeva, ve¢ da se

odigrala u monosloju jer je posledica elektrostati¢kih interakcija.
C 1 C
e — . + Se
Caas Caas " K Cigs

(4.26)
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gde C. (mg/dm?) predstavlja ravnoteznu koncentraciju proteina, Coqgs i C4qs (Mg/g) masu
adsorbovanih proteina pri razli¢itim ravnoteZznim koncentracijama proteina i masu
proteina adsorbovanih prilikom dostizanja platoa, dok je K (dm*/mg) numeri¢ki izrazen
afinitet proteina za metakaolin.

Zavisnost aktivnosti dobijenih imobilizata od koncentracije proteina pokazuje da sa
porastom koncentracije enzima raste aktivnost dobijenih imobilizata, medutim stepen
povecanja aktivnosti nije proporcionalan poveéanju koncentracije proteina. Najveci
porast aktivnosti imobilizata, ~3 puta, zabelezen je pri porastu koncentracije proteina sa
80-250 mg/dm?®. Nakon toga dalji porast koncentracije proteina doveo je do blagog

porasta aktivnosti, $to je u skladu sa dobijenom adsorpcionom izotermom.

45.2.5 Sinteza estara fenolnih kiselina sa CALB imobilisanom na metakaolin

Kao Sto je ve¢ pomenuto, ideja ovog dela disertacije je bila da se napravi imobilizat
CALB koji bi sluzio kao zamena za Novozyme 435 u sintezi estara fenolnih kiselina.
Isprobana je sinteza svih estara pri uslovima opisanim u metodi 3.1.3.5 sa 20 mg enzima

i 72 h i rezultati su prikazani na slici 4.60.
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Slika 4.60. Uticaj acil donora na stepen konverzije sinteze fenolnih estara katalizovane sa
CALB imobilisanom na metakaolin.

Stepen konverzije (%)

Kao $to se vidi slici 4.60, imobilizacijom CALB na metakaolin se nije promenila
specifi¢nost prema fenolnim kiselinama u odnosu na Novozyme 435. Naime, najveci
stepen konverzije dobijen je sa p-hidroksifenilpropionskom kiselinom isto kao i sa

Novozyme 435. Uvodenje jo$ jedne hidroksilne grupe na prsten dovodi do smanjenja
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stepena konverzije i to za gotovo 70%. Velika razlika u dobijenim stepenima konverzije
sa ove dve kiseline drugacija je u odnosu na Novozyme 435, pa se moze zakljuciti da se
imobilizacijom na metakaolin uveéao inhibitorni efekat prouzrokovan sternim smetnjama
dve hidroksilne grupe na benzenovom prstenu. Potvrda ovog rezultata vidi se i iz stepena
konverzije dobijenog sa cimetnom kiselinom, odnosno Novozyme 435 pokazuje veci
afinitet prema dihidrokafenoj kiselini u odnosu na dobijeni imobilizat. Slicno kao sa
Novozyme 435, veci stepen konverzije je dobijen sa oleil alkoholom u odnosu na etanol,
pa ovakav rezultat moze da ukaze na inaktivaciju dobijenog imobilizata etanolom. Sli¢no

kao sa Novozyme 435 niski prinosi dobijeni su u sintezi oleil-kafeata i etil-ferulata.
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5 Zakljucak

» Pokazano je da je komercijalni imobilisani preparat lipaze B iz C. antarctica
superioran biokatalizator u odnosu na komercijalnu imobilisanu lipazu iz R. miehei u svim
izvedenim sintezama estara. Prikazano je da obe ispitane lipaze najveci afinitet pokazuju
prema fenolnim kiselinama koje imaju zasi¢en boc¢ni niz, p-hidroksifenilpropionskoj i
dihidrokafenoj kiselini. Takode, pokazalo se da lipaza B iz C. antarctica pokazuje veci
afinitet prema nesupstituisanoj cimetnoj kiselini, nego prema njenim supstituisanim
derivatima, p-kumarinskoj, p-metoksicimetnoj, ferulnoj i kafenoj kiselini. Uo¢eno je da
je ova inhibicija lipaze posledica kombinacije elektronskog i sternog efekta, pri cemu je

pokazano da je uloga elektronskog efekta dominantna.

 Prilikom ispitivanja afiniteta lipaze prema razli¢itim acil akceptorima pokazalo se da
kada je cimetna kiselina acil donor, broj C atoma alifaticnog alkohola nema znacajan
uticaj na ostvaren stepen konverzije cimetne kiseline, iako se moze zakljuciti da sa
porastom C atoma opada afinitet lipaze prema alifaticnim alkoholima. Sinteza estara
cimetne kiseline i aromati¢nih alkohola je u potpunosti izostala. Pokazano je da je
antioksidativna aktivnost dobijenih estara cimetne kiseline veca od antioksidativne
aktivnosti same kiseline, $to je posledica zamene H atoma karboksilne grupe alkil grupom

koja induktivno donira elektrone benzenovom prstenu ¢inec¢i ga reaktivnijim.

* Pokazano je da je Novozyme 435 aktivan uz minimalne koli¢ine vode pa je povecanje
prinosa i ekonomiénosti postupka omoguéeno primenom molekulskih sita za uklanjanje
viSka vode 1z reakcionog sistema. Kao optimalni reakcioni medijum pokazao se nepolarni
izooktan, iako je rastvorljivost fenolnih supstrata u ovom reakcionom medijumu
neznatna, ¢ime je potvrden pozitivan efekat nepolarnih rastvaraca na aktivnost enzima.
Ispitivanje molskog odnosa etanola i cimetne kiseline, pokazalo je da odredeni viSak
etanola pogoduje sintezi etil-cinamata, jer rastvara cimetnu kiselinu i povecava njenu
koncentraciju u mikrookolini enzima, dok prevelika koli¢ina etanola dovodi do inhibicije
enzima, jer odvlaci vodu sa povrsine enzima a koja je esencijalna za njegovu kataliticku

aktivnost.

* Optimizacija najznacajnijih reakcionih parametara (temperature, koli¢ine enzima,

koncentracije limitirajuc¢eg supstrata, reakcionog vremena I molskog odnosa supstrata)
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primenom statistickog planiranja eksperimenata i1 analiza rezultata metodom odzivnih
povrsina sa aspekta tri odabrana odziva (stepen konverzije, prinos estra i specificne
esterifikacione aktivnosti) omogucila je povecanje efikasnosti procesa i dala uvid u
intenzitet i prirodu interakcija medu ispitivanim faktorima. Pored stepena konverzije,
uobicajene odzivne veliCine u vecini nauc¢nih radova vezanih za ovu tematiku, analizirana
je 1 specificna enzimska aktivnost, odzivna veli¢ina koja daje uvid u ekonomicnost
procesa, jer ukljucuje i koli¢inu enzima kao i reakcione vreme, pa je optimizacijom ovog

odziva znacajno povecana efikasnost procesa.

* Razvijen je i optimizovan reaktorski sistem sa fluidizovanim slojem koji je uspesno
implementiran u sintezi etil-cinamata koriS¢enoj kao model reakciji sinteze estara
fenolnih kiselina. Izvodenjem reakcije u semikontinualnom rezimu znac¢ajno je povecana
efikasnost proizvodnje etil-cinamata, pa je tako nakon 23 h specifi¢ni prinos proizvoda u
reaktoru sa fluidizovanim slojem bio gotovo 2,5 puta veéi u odnosu na Sarzni reaktor.
Kako bi se omogucilo poveéanje razmera procesa, pored razvoja efikasnog reaktorskog
sistema odredeni su i odgovarajuci kineticki modeli sinteze etil-cinamata u oba
bioreaktorska sistema. Pokazalo se da se reakcija sinteze etil-cinamata odvija prema ping-
pong bi bi mehanizmu, ali u SarZnom reaktoru postoji inhibicije enzima alkoholom u
visSku. Na osnovu vrednosti ove konstante moze se zakljuciti da stepen inhibicije nije

Znacajan.

* Hidrodinamicki proracun je pokazao da je pod odabranim operativnhim uslovima
moguce spreciti uticaj unutraSnjeg i spoljasnjeg otpora prenosu mase na reakcioni tok,
odnosno potvrdeno je da je reakcija kineticki kontrolisana, te da je dobijeni kineticki

model validan.

* Lipaza B pokazuje vecu selektivnost prema alifaticnim alkoholima kada se kao acil
donor koristi ferulna kiselina, $to je posledica oblika aktivnog centra ovog enzima. Kao
najbolji acil akceptor pokazao se najkraci acil akceptor, etanol. Takode, estri ferulne
kiseline pokazuju nesto nizu antioksidativnu aktivnost od same kiseline, $to je posledica
smanjenja reaktivnosti hidroksilne grupe na benzenovom prstenu zbog eletron-donorskog
efekta alkil grupe u bo¢nom nizu. Za razliku od cimetne kiseline kod koje se inhibicija

DPPH radikala odvija po HAT mehanizmu, u slu¢aju ferulne kiseline se odvija prema
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mehanizmu transfera elektrona. Optimizacijom klju¢nih faktora esterifikacije, znacajno

je unapredena reakcije sinteze etil-ferulata, pri ¢emu je dobijen prinos od gotovo 100%.

* Dalje povecanje ekonomicnosti postupka sinteze fenolnih estara omoguceno je
razvojem sopstvenog imobilisanog preparata lipaze B. Kao nosa¢ za imobilizaciju
koriS¢en je metakaolin, jeftin i veoma dostupan materijal. U relevantnoj literaturi nema
podataka o imobilizaciji ovog enzima na metakaolin, pa rezultati dobijeni u ovoj
disertaciji predstavljaju originalan doprinos u ovoj nau¢noj oblasti. Pokazano je da je se
imobilizacijom lipaze B na metakaolin ne uti¢e na njenu specificnost prema fenolnim
kiselinama. Pokazano je da se adsorpcija lipaze B na metakaolin odvija prema
Lengmirovom modelu i da elektrostaticke interakcije najvise doprinose, ali ne i jedino,

vezivanju lipaze za dati neorganski nosac.
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