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Sinteza liposolubilnih askorbil-estara karboksilnih kiselina

katalizovana imobilisanim lipazama

REZIME

U okviru ove teze, ispitana je mogucnost efikasne i ekonomicne proizvodnje askorbil-estara
karboksilnih kiselina katalizovane imobilisanim lipazama. Testiran je veéi broj lipaza,
donora acil-ostatka i organskih rastvaraca. Kao pogodni reakcioni medijumi su se pokazali
polarni organski rastvaraci u kojima je vitamin C rastvorljiv (~butanol i aceton). Utvrdeno
je da je lipaza tipa B producenta Candida antarctica (CAL B) najaktivniji katalizator u reakciji
esterifikacije, kao 1 da je njen afinitet prema zasi¢enim karboksilnim kiselinama kratke i
srednje duzine lanca i mono- i polinezasicenim masnim kiselinama dugog lanca vec¢i nego
prema zasi¢enim masnim kiselinama dugog lanca. Upravo ovi askorbil-estri pokazali su 1
najjace antioksidativno dejstvo. Optimizacija najznacajnijih reakcionih parametara vrsena je
statistickim planiranjem eksperimenata i primenom metode odzivnih povrsina u sintezi
askorbil-oleata. Kao odzivna veli¢ina je odabran specifi¢ni prinos koji predstavlja koli¢inu
proizvedenog estra po masi utroSene imobilisane lipaze, ¢ime je ostvaren uvid u
ckonomic¢nost enzimskog procesa. Na taj nacin je na 60°C, sa 0,135 M vitamina C, 0,2
%(w/v) lipaze, oleinskom kiselinom u visku (8:1) i pti pocetnom sadrzaju vode od 0,018
%(v/v) postignut maksimalni specifiéni prinos od 16,7 mmol g'. Dalje povecanje
efikasnosti procesa ostvareno je dodavanjem molekulskih sita u cilju uklanjanja viska vode,
upotrebom katalizatora u konsekutivnim reakcionim ciklusima 1 reaktivacijom delimi¢no
inaktivirane lipaze. Kineticka studija je pokazala da se pocetne brzine reakcije mogu
modelovati ping-pong bi-bi mehanizmom sa inhibicijom vitaminom C. Finalnim modelom,
u koji je ukljucen 1 efekat povratne reakcije hidrolize, dobro su fitovani i eksperimentalni
podaci u dugim reakcionim vremenima.

S obzirom na to da je visoka cena koris¢enog komercijalnog imobilisanog preparata
(Novozym® 435) jedna od najveéih prepreka komercijalizaciji postupaka enzimske sinteze
askorbil-estara, u slede¢em delu disertacije ispitani su razliciti nosaci i metode za
imobilizaciju CAL B u cilju dobijanja aktivnijih i/ili jeftinijih biokatalizatora. Najvecu
esterifikacionu aktivnost, slicnu Novozym®—u 435, pokazala je CAL B imobilisana na

makroporozni hidrofobni nosa¢ Purolite® MN102 na bazi stiten-divinilbenzena sa



tercijarnim amino-grupama, a troskovi njenog dobijanja bili su visestruko nizi. Stoga su dalji
eksperimenti bili usmereni na testiranje i poredenje performansi ovog preparata u dva
razlicita reakciona sistema — Sarznom bioreaktoru sa mesanjem i bioreaktoru sa
fluidizovanim slojem enzima i recirkulacijom supstrata. Pokazalo se da se u protocnom
sistemu ostvaruju 40 % vece pocetne brzine reakcije, ali da je operativna stabilnost
preparata veca u sarznom sistemu. Hidrodinamicki proracun je pokazao da je u oba sistema
pod odgovarajuéim radnim uslovima omoguéeno kineticki kontrolisano odigravanje
reakcije bez uticaja difuzionih limitacija, a da smicajni naponi nemaju znacajan uticaj ni na
desorpciju ni na inaktivaciju lipaze. Takode je dokazano da se afinitet lipaze imobilisane na
hidrofobnom nosacu prema hidrofobnom supstratu (oleinskoj kiselini) poveéava, dok se
istovremeno prema hidrofilnom supstratu (vitaminu C) smanjuje. Kineticki model kojim su
najbolje fitovane pocetne brzine esterifikacije bio je ping-pong bi-bi model sa uklju¢enom
inhibicijom oleinskom kiselinom.

Finalni deo teze posvecen je ispitivanju mogucnosti koriséenja alternativnih donora acil-
ostataka — masti 1 ulja, s obzirom na njihovu nisku cenu, prirodno poreklo i dostupnost.
Pokazalo se da se na ovaj nacin mogu ostvariti visoki prinosi, do 112 mM (83 %), kao i da
dobijene smese askorbil-estara razlicitog sastava poseduju poboljsano antioksidativho

dejstvo u odnosu na pojedinacne estre.
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Synthesis of liposoluble carboxylic acid ascorbyl esters

catalyzed by immobilized lipases

ABSTRACT

In this thesis, possibility of efficient and economical production of carboxylic acid ascorbyl
esters catalyzed by immobilized lipases was examined. Vast number of lipases, acyl donors,
and organic solvents was tested. Suitable reaction mediums were polar organic solvents in
which vitamin C was soluble (~butanol and acetone). It was determined that lipase B from
Candida antarctica (CAL B) was the most active catalyst in the esterification and that its
affinity towards saturated short- and medium-chain carboxylic acids and unsaturated long-
chain fatty acids was higher comparing to saturated long-chain fatty acids. Antioxidant
activity of these esters was higher, as well. Optimization of crucial reaction parameters was
performed by using statistically designed experimental plan and response surface
methodology for the synthesis of ascorbyl oleate. As a response, specific yield, which
represents amount of ester produced per mass of utilized immobilized lipase, was chosen,
since it gave insight in cost effectiveness of enzymatic process. In that way, at 60 °C, with
0.135 M of vitamin C, 0.2 %(w/v) of lipase, oleic acid in excess (8:1), and at initial water
content of 0.018 %(v/v), maximum specific ester yield of 16.7 mmol g was accomplished.
Process efficiency was additionally enhanced by adding molecular sieves in order to remove
excessive amount of water, by reusing biocatalyst in consecutive reaction cycles, and by
reactivating partially inactivated lipase. Kinetic study revealed that initial reaction rates
could be modeled by ping-pong bi-bi mechanism with inhibition by vitamin C. By
including reverse reaction of hydrolysis in final model, experimental data at long reaction
times were propetly fitted, as well.

Considering the fact that high price of commercial immobilized preparation (Novozym®
435) that was used is one of the largest obstacles for commercialization of the enzyme-
catalyzed ascorbyl ester synthesis processes, within subsequent part of dissertation different
carriers and methods for the immobilization of CAL B were tested, in order to obtain more
active and/or cheaper biocatalysts. Highest esterifying activity, similar to Novozym® 435,
was demonstrated by CAL B immobilized onto styrene-divinylbenzene based macroporous

hydrophobic carrier with tertiary amino groups, Purolite® MN102, but its production costs



were considerably lower. Hence, further experiments were focused on testing and
comparison of performances of this preparation in two different reaction systems —
mechanically stirred batch bioreactor and fluidized bed bioreactor with substrates
recirculation. It was shown that 40 % higher initial reaction rates could be accomplished in
continuous system, but operational stability of biocatalyst was higher in batch system.
Hydrodynamic calculations revealed that in both systems, under proper operating
conditions, kinetically controlled reaction with no influence of diffusion limitations was
enabled and shear stress did not cause lipase desorption nor inactivation. Also, it was
proven that affinity of lipase immobilized on hydrophobic carrier was enhanced towards
hydrophobic substrate (oleic acid) and lowered towards hydrophilic substrate (vitamin C).
Kinetic model which fitted initial reaction rates in best way was ping-pong bi-bi model with
inhibition by oleic acid.

Final part of thesis was focused on examining the possibility of using alternative acyl
donors — fats and oils, due to their low prices, natural origin, and availability. It was
demonstrated that high yields, up to 112 mM (83 %), could be achieved in that way and
that obtained ascorbyl esters mixtures of various composition possessed enhanced

antioxidant activity comparing to single esters.

Keywords: vitamin C, carboxylic acids, lipases, esterification, liposolubility, antioxidant,

optimization, immobilization, kinetics
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1. UVOD

Prehrambeni i kozmeticki proizvodi sa visokim sadrzajem lipida, naro¢ito mono- i
polinezasi¢enih masnih kiselina, podlozni su kvarenju izazvanom oksidativnim procesima.
Autooksidacija lipida je lancani proces koji zapocinje “napadom” slobodnih radikala na
lipide u kome nastaju lipidni hidroperoksidi ¢ijim se daljim razlaganjem formiraju jedinjenja
kao $to su peroksidi, aldehidi, ketoni, nize masne 1 oksi kiseline. Navedene klase jedinjenja
su odgovorne za uzeglost namirnica. Produzavanje roka upotrebe i ocuvanje nutritivne
vrednosti lipofilnih proizvoda moze se postiéi koris¢enjem prirodnih 1 sintetskih aditiva sa

antioksidativnim dejstvom (1, 2).

OH H;C CH; oOH HiC OH H3C
H7C3OOC
BHA BHT TBHQ

Slika 1.1. Sintetski antioksidansi.

Antioksidansi mogu biti jedinjenja razlicite hemijske strukture — fenoli, hinoni, organske
kiseline, sumporna jedinjenja i enzimi, i njihovo dejstvo moze biti zasnovano na razlicitim
mehanizmima — inaktivaciji lipidnih  slobodnih = radikala, sprecavanju razlaganja
hidroperoksida na slobodne radikale, sinergistickom dejstvu sa drugim antioksidansima itd.
(3). Osnovni preduslovi za koris¢enje nekog prirodnog ili sintetskog jedinjenja sa
antioksidativnim dejstvom kao aditiva u kozmetickim proizvodima ili hrani su da ne menja
boju, miris i ukus proizvoda u koji se dodaje, da je liposolubilno, netoksi¢no i stabilno
tokom duzeg vremenskog perioda i na povisenim temperaturama (3). Hemijski sintetisani
antioksidansi (butilhidroksianizol (BHA), butilhidroksitoluen (BHT), propil-galat (PG) 1
terc-butil-hidrohinon (TBHQ)), koji se uglavnom primenjuju u ove svrhe, pod fizioloskim
uslovima se razlazu do toksi¢nih supstanci, pa je opravdanost njihove upotrebe pod
znakom pitanja (slika 1.1.) (4, 5). Medu moguéim nezeljenim efektima ovih aditiva u Zivim
sistemima najalarmantnije je potencijalno kancerogeno dejstvo. Poznata je cinjenica da se
samo oko 50 % BHA unetog u organizam izlucuje putem mokrace dok se preostala
kolicina akumulira u adipoznom tkivu (6). Osim toga, u reakcijama njihove sinteze

upotrebljavaju se rastvaraci i katalizatori koji nisu biokompatibilni, a zbog izostanka



regioselektivnosti i niskih prinosa, izolovanje i prec¢is¢avanje proizvoda je komplikovano. 1z
tih razloga, namece se potreba za pronalazenjem novih, savremenijih antioksidanasa koji ¢e

zadovoljavati uslov lipofilnosti i biti bezbedni za upotrebu (7).
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Slika 1.2. Ravnoteza i redoks vrste u sistemu askorbinska kiselina — dehidroaskorbinska kiselina.
AscH; (askorbinska kiselina), AscH™ (askorbat-monoanjon), Asc?™ (askorbat-dianjon), AscH-
(askorbil-radikal), Asc*"(askorbat-radikal), DHA (dehidroaskorbat), DHAA(1) i DHAA(2)

(hidrolizovane forme dehidroaskorbata) (8).

L-askorbinska kiselina je jedan od najrasprostranjenijih prirodnih hidrosolubilnih (rastvara
se 33 g u 100 mL vode) antioksidanasa (9). Javlja se u nekoliko oblika pri ¢emu je
najzastupljenija forma (99,95 %) pod fizioloskim uslovima askorbat-monoanjon (8). U
svom antioksidativnom delovanju ovaj molekul stupa u reakciju sa reaktivnim radikalskim
vrstama 1 lipidnim hidroperoksidima, otpusta jedan elektron i pri tome se formira manje
reaktivni askorbil-radikal. Nakon toga askorbil-radikal podleze reakciji u kojoj dolazi do
delimi¢ne regeneracije askorbata i formiranja dehidroaskorbinske kiseline (slika 1.2.) koja
se, usled svoje nestabilnosti, lako razgraduje do oksalne i L-treoninske kiseline (10).
Vitamin C se veoma cesto upotrebljava za prezerviranje hrane, pica, kozmetickih i
farmaceutskih proizvoda, sam ili u kombinaciji sa sinergistima (npr. vitaminom E) (11).

Medutim, nemesljiv je sa lipidima, pa je i njegova efikasnost u proizvodima koji ih sadrze



znacajno umanjena. Askorbil-estri masnih kiselina su derivati prirodnih proizvoda koji
zadovoljavaju sve uslove potrebne za koris¢enje u takvim prehrambenim, kozmetickim i
farmaceutskim proizvodima. Pored toga sto su efikasni liposolubilni antioksidansi, askorbil-
estri masnih kiselina spadaju u jedinjenja koja sadrze i hidrofilni i hidrofobni deo u
molekulu, pa mogu biti upotrebljavani kao nejonske povrsinski aktivhe materije u
deterdzentima, hrani, kozmetici, tekstilu i papiru. Ovi surfaktanti su obnovljivi 1 ekoloski
prihvatljivi, Sto ih ¢ini pogodnijim za upotrebu u poredenju sa onima dobijenim iz
petrohemijskih sirovina. Zbog svoje amfifilne prirode, askorbil-estri masnih kiselina u vodi
formiraju nadmolekularne strukture sa lipofilnim jezgrom i hidrofilnim spoljasnjim delom,
§to moze biti primenjeno u formulacijama nano-cestica farmaceutskih proizvoda. Lipofilni
derivati askorbinske kiseline su mesljivi sa lipidima pa imaju veliki afinitet prema lipofilnim
konstituentima membrana. Oni mogu biti lako adsorbovani i zadrzani u lipidima u
bioloskim sistemima u dugom vremenskom periodu (12). Veliki je i potencijal koris¢enja
ovih molekula, naro¢ito L-askorbil-estara sa dugim ugljovodonic¢nim lancem, u lipofilnim
farmaceutskim 1 kozmetickim preparatima, s obzirom na ve¢ pomenut visok afinitet prema
lipofilnim konstituentima ¢elijskih membrana, narocito onih na koje deluje lek (13). Neki
od njih imaju kapacitet za vezivanje slobodnih radikala veéi od same L-askorbinske kiseline,
a pojedinima se pripisuje 1 delotvornost u lecenju kancera i prevenciji bolesti izazvanih
oksidativnim stresom (14).

Hemijskim putem dobijeni 6-O-askorbil-palmitat 1 6-O-askorbil-stearat (E-304) se u
danasnje vreme koriste kao aditivi u lipofilnim proizvodima, s obzirom na svoj veliki
kapacitet za vezivanje slobodnih radikala i ¢injenicu da su u potpunosti bezbedni za
upotrebu (15). Ipak, askorbil-estri palmitinske i1 stearinske kiseline nisu u potpunosti
rastvorni u mastima i uljima, pa se mono- i polinezasiceni acil-donori smatraju pogodnijim,
s obzirom na to da njihovi askorbil-estri zbog bolje mesljivosti sa lipofilnim proizvodima
pokazuju jace antioksidativno dejstvo kada se u njima primenjuju (14). Pored toga, trenutne
metode za dobijanje ovih estara se zasnivaju na reakciji katalizovanoj sumpornom
kiselinom koja je uglavhom neselektivna, sam postupak je zbog rada sa koncentrovanom
kiselinom komplikovan, a troskovi opreme zbog njenog korozivnog dejstva su visoki. Sa
druge strane, u poslednje dve decenije objavljena su brojna istrazivanja u kojima je
pokazano da L-askorbil-estri karboksilnih kiselina mogu biti sintetisani u regioselektivnim
reakcijama katalizovanim lipazama, pod blagim reakcionim uslovima. U ovim postupcima,

koji imaju karakter “zelenih” tehnologija, dobijaju se proizvodi visokog kvaliteta, a troskovi



proizvodnje su potencijalno nizi. Osnovni preduslovi koji moraju biti zadovoljeni da bi
enzimski postupci postali isplativi 1 konkurentni klasicnim hemijskim metodama jesu
dobijanje maksimalnih koncentracija proizvoda uz S§to manju potrosnju skupih
komercijalnih enzimskih preparata pod opimalnim uslovima, razvoj novih jeftinijih i/ili
efikasnijih imobilisanih biokatalizatora, kao i kori$¢enje jeftinih sirovina kao supstrata

Cilj ove doktorske disertacije bio je da se ostvari doprinos razvoju efikasnog i ekonomicnog
postupka za enzimsku sintezu L-askorbil-estara karboksilnih kiselina. U prvoj fazi rada Ce,
nakon izbora najpogodnije reakcione sredine i masne kiseline kao donora acil-ostatka, biti
detaljno optimizovani klju¢ni reakcioni parametri u cilju dobijanja §to visih prinosa
proizvoda uz §to manju potrosnju biokatalizatora. Statisticko planiranje eksperimenata i
analiza rezultata primenom metode odzivnih povriina omogucice uvid u pojedinacni i
zdruzeni uticaj ispitivanih faktora. Ispitivanje kinetike reakcije je preduslov za projektovanje
bioreaktora, uveéanje razmera i kontrolu procesa, pa ¢e biti utvrden odgovarajuci kineticki
model kojim se dobro opisuje ¢itav reakcioni tok, ukljucujuéi i efekat povratne reakcije
hidrolize.

Predmet istrazivanja e biti 1 rad na razvoju imobilisanih biokatalizatora i poredenje njihove
esterifikacione aktivnosti, s obzirom na to da je jedna od glavnih prepreka komercijalizaciji
enzimskih postupaka sinteze askorbil-estara karboksilnih kiselina visoka cena komercijalnih
preparata. Najefikasniji imobilisani preparat ¢e nakon toga biti ispitan u dva razlicita
reaktorska sistema — Sarznom bioreaktoru sa mesanjem i bioreaktoru sa fluidizovanim
slojem biokatalizatora 1 recirkulacijom supstrata. Primenjene konfiguracije ¢e biti uporedene
ispitivanjem stabilnosti biokatalizatora, kinetike reakcije, kao i analizom hidrodinamickih
uslova u sistemima u cilju utvrdivanja postojanja otpora prenosu mase.

U poslednjoj fazi ispitivanja ¢e biti analizirana moguénost koriséenja alternativnih donora
acil-ostatka radi dodatnog povecanja ekonomicnosti enzimskog procesa, s obzirom na to da
su karboksilne kiseline, narocito mono- i poli-nezasicene masne kiseline dugog lanca ¢ijt
askorbil-estri predstavljaju atraktivne proizvode zbog brojnih polja potencijalne primene,
veoma skupe. U tom cilju biée ispitana primena jestivih ulja i masti u transesterifikaciji sa

vitaminom C, kao znatno jeftinijih i dostupnih sirovina.



2. TEORIJSKI DEO

L-askorbil-estri karboksilnih kiselina su derivati masnih kiselina i vitamina C. Oni nastaju u
reakciji acilovanja, pri ¢emu acil-donori mogu biti razliciti (masne kiseline, njihovi metil-,
etil- 1 vinil-estri i trigliceridi), a reakcija hemijski ili enzimski katalizovana. Danas se na
industrijskom nivou primenjuje isklju¢ivo hemijski postupak katalizovan koncentrovanom

sumpornom kiselinom.

2.1.  Hemijska sinteza L-askorbil-estara karboksilnih kiselina

U hemijskom postupku sinteze estara, kataliticko dejstvo kiseline se zasniva na povecanju
pozitivnog naelektrisanja na karbonilnom ugljenikovom atomu (16). Kada se u reakcionu
smesu doda kiselina atomi kiseonika iz karboksilne grupe reaguju kao baze i vezuju se
koordinativno sa vodoni¢nim jonom, a reakcija se odvija prema jednom od dva moguca

mehanizma prikazana na slici 2.1.
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Slika 2.1. Mehanizam katalitickog delovanja kiseline u sintezi estara (16).

Prvi postupci dobijanja askorbil-estara karboksilnih kiselina, opisani jos sedamdesetih
godina dvadesetog veka, zasnivali su se na hemijski katalizovanim procesima. 1977. godine
je predstavljen postupak sinteze L-askorbil-laurata, -miristata i -palmitata katalizovan 98-99
% sumpornom kiselinom koji je optimizovan metodom odzivnih povrsina (17). Na
temperaturi od 20 °C je nakon 36 h ostvaren prinos od 85 % pri koncentraciji vitamina C

od 1,5 M 1 visku masnih kiselina od 36 %. Postupak je zasnovan na brzom formiranju L-

askorbil-6-sulfata koji nakon toga sporo reaguje sa masnom kiselinom, dajuéi krajnji



proizvod. Medutim, prepreka esterifikovanju L-askorbinske kiseline u prisustvu
koncentrovane sumporne kiseline je njena sklonost dehidrataciji u ovakvom medijumu na
povisenim temperaturama. Pracenjem UV-spektra i opticke rotacije, pokazano je da na 25
°C, nakon inicijalnog pada od 5 %, struktura vitamina C ostaje nepromenjena u toku 46
dana. Analizirana je i selektivnost reakcije. Kao i ostali polioli, L.-askorbinska kiselina u
koncentrovanoj sumpornoj kiselini podleze razli¢itim reakcijama, ukljuc¢ujuéi protonovanje,
sulfonovanje, racemizaciju, eliminaciju (dehidrataciju) i polimerizaciju. Primarni alkoholi
znatno brze reaguju u reakciji sulfonovanja u poredenju sa sekundarnim alkoholima, i to 3
do 10 puta. Kao dominantan proizvod reakcije izmedu vitamina C i sumporne kiseline
nastaje 6-sulfat, dok u manjem procentu (ispod 10 %) dolazi do vezivanja za peti C atom L-
askorbinske kiseline, a autori ne iskljucuju ni mogucnost formiranja 5,6-disulfata. Do
sulfonovanja na drugom C atomu nije doslo. Rezultati su ukazali na visoku selektivnost ka
6-acilovanju u jakim kiselinama, dok —OH grupe na prvom, drugom i treéem C atomu nisu
esterifikovane, najverovatnije zbog blizine ili ucestvovanja u odrzavanju hidroksialil
strukture. Cak je potvrdeno i da L-askorbil 2-palmitat rastvoren u 95-98 % sumpornoj
kiselini u potpunosti prelazi u termodinamicki stabilniji I-askorbil-6-palmitat. Nadalje,
¢injenica da je doslo do formiranja disulfata samo u tragovima ukazuje da se sulfonovanjem
bilo 5-OH ili 6-OH grupe smanjuje reaktivnost susedne, neizreagovale grupe. Jos ranije su
u postupku zasnovanom na katalizi 95 % sumpornom kiselinom, primeni vitamina C u
visku i alifaticnih kiselina dugog lanca kao donora acil-ostatka takode sintetisani askorbil-
estri (18). U ovakvom postupku je izdvajanje vitamina C teSko, a s obzirom na niske
prinose u odnosu na utroseni vitamin C, ovaj proces nema industrijski znacaj. Bolji prinosi
su postignuti kada je reakcija izvodena u 98-99 % sumpornoj kiselini i primenom masne
kiseline u visku, kao i uz odrzavanje koncentracije reaktanata u odredenom opsegu
koncentracija (19). Medutim, i u slucaju koriséenja acil-donora u visku postoje odredeni
problemi s obzirom na to da su masne kiseline sklone formiranju emulzija Sto otezava rad.
Askorbil-estre nije moguce jednostavno odvojiti filtracijom, ve¢ moraju biti ekstrahovani iz
reakcione smese koris¢enjem organskih rastvaraca (npr. etara) i to u kolicinama 20-30 puta
vedim od inicijalne zapremine sumporne kiseline. Takode je neophodno pazljivo ispiranje
natrijum-hloridom u cilju izbegavanja formiranja emulzije. Koris¢enjem anhidrovanog
fluorovodonika i radom na visim temperaturama (90-120 °C) postignuti su visoki prinosi,
ali nijedan od ova dva postupka nije bio prilagoden industrijskim uslovima s obzirom na

poteskoée u radu sa anhidrovanim HF i formiranje slozene smese proizvoda na visokim



temperaturama (20). Koriséenjem sumporne kiseline (296 %) i metil- i etil-estara masnih
kiselina (12 do 18 C atoma) u ekvimolarnom odnosu prema vitaminu C na 20 do 50 °C
nakon 10 do 25 h reagovanja, ostvareni su prinosi priblizni onima sa viskom masne kiseline
od 36 % (20). Estri mogu biti izdvojeni izlivanjem reakcione smese na ledenu vodu pri
¢emu dolazi do njihove kristalizacije i tada mogu biti odvojeni filtriranjem. Sa druge strane,
ekstrakcija koja ukljucuje i destilaciju ekstrakata i neophodan je korak u konvencionalnim
procesima, a spada u skupe procedure, u ovom slucaju je izbegnuta. Nakon susenja, ostatak
nakon filtracije moze biti rekristalisan iz pogodnog rastvaraca. Pogodno je raditi sa
koncentracijama reaktanata koje odgovaraju njihovom zajednickom molarnom odnosu
prema sumpornoj kiselini od 0,1-0,3, najbolje 0,15-0,17 na sobnoj temperaturi zbog
ogranicene rastvorljivosti. S obzirom na to da je rastvorljivost alkil-estara (metil- i etil-)
masnih kiselina u sumpornoj kiselini veca od rastvotljivosti odgovarajucih kiselina, moguce
je u ovom slucaju raditi sa vis$im koncentracijama L-askorbinske kiseline. Tako su dobijene
konverzije od 85 % pri ekvimolarnom odnosu supstrata (koncentracija vitamina C i
palmitata od 1,3 M), a moguce je koncentraciju povecavati do 2 M, ¢ime se smanjuje
koli¢ina potrebne sumporne kiseline

I pored toga sto reakcija hemijski katalizovane sinteze askorbil-estara karboksilnih kiselina
nije regioselektivna, postizu se niski prinosi, sto otezava precis¢avanje proizvoda, a dolazi i
do degradacije vitamina C (21), danas se na industrijskom nivou askorbil-estri masnih
kiselina (palmitinske, laurinske i stearinske) uglavnom proizvode na ovaj nacin. Nasuprot
tome, upotreba lipaza kao katalizatora omogucava primenu znatno blazih reakcionih
uslova, daje visi prinos (visoka hemijska, regio- i stereospecificnost) proizvoda boljeg

kvaliteta, a troskovi proizvodnje su potencijalno nizi.



2.2.  Lipaze u sintezi askorbil-estara karboksilnih kiselina

Lipaze (triacilglicerol-acil hidrolaze, E.C. 3.1.1.3)) su enzimi ¢ija je primarna funkcija
katalizovanje hidrolize triacilglicerola do slobodnih masnih kiselina, di- i monoacilglicerola i
glicerola. S obzirom na to da nisu usko specifi¢ne, lipaze katalizuju i hidrolizu mnogih
drugih estara. Pored toga, u sredinama sa niskom aktivhos¢u vode, ovi enzimi se mogu
primenjivati 1 u reakcijama esterifikacije 1 transesterifikacije.

Mehanizam delovanja lipaza zasniva se na aktivaciji na granici hidrofilne i hidrofobne faze
(16). Vedina lipaza poseduje peptidni lanac koji u vodenim medijumima zaklanja aktivni
centar enzima igraju¢i ulogu poklopca, pri cemu je ovakava, “zatvorena” konformacija
stabilizovana interakcijama polarnih grupa iz lanca sa molekulima vode i hidrofobnim
interakcijama nepolarnih grupa sa nepolarnim aminokiselinskim ostacima iz aktivhog
centra. Porast koncentracije hidrofobne supstance u mikrookolini lipaze i formiranje
granice faza indukuju difundovanje molekula vode od enzima “povlace¢i” za sobom
poklopac zbog interakcija sa hidrofilnim delom peptidnog lanca. Novonastala, “otvorena”
konformacija, dodatno je stabilizovana hidrofobnim interakcijama izmedu nepolarnog
medijuma i hidrofobnih aminokiselinskih ostataka koji vise nisu zaklonjeni poklopcem.
Tada su ostvareni uslovi za vezivanje supstrata za ostatak serina koji sa asparaginskom
kiselinom 1 histidinom ¢ini takozvanu kataliticku trijadu aktivhog centra, karakteristicnu za

vedinu lipaza.
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Slika 2.2. Mehanizam odvijanja reakcije katalizovane lipazom (16).



Reakcije katalizovane lipazama se odvijaju u dva stupnja (slika 2.2.). U prvoj fazi se masna
kiselina vezuje za enzim stvarajuéi acil-enzim kompleks uz oslobadanje vode. U drugom
stupnju alkohol se vezuje za acil-enzim kompleks i formira se estar, nakon c¢ijeg oslobadanja
druga masna kiselina moze da se veze za enzim. U zavisnosti od duzine lanca, broja i
pozicije dvostrukih veza, vrste i1 broja supstituenata supstrata, afinitet lipaze prema
odredenom supstratu moze biti razlicit (16).
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Slika 2.3. Reakcija sinteze askrobil-estara masnih kiselina katalizovana lipazama.

U narednom poglavlju ¢e detaljnije biti predstavljene lipaze koje su najcesce koris¢ene kao
katalizatori za dobijanje L-askorbil-estara karboksilnih kiselina (slika 2.3.) kao i metode
primenjivane za njihovu imobilizaciju, a zatim ¢e biti dat pregled literaturnih radova u

kojima je ispitivan uticaj razli¢itih reakcionih faktora na ovu reakciju.

2.2.1. Imobilizacija lipaza

Imobilizacija predstavlja ‘“zadrzavanje” enzima tj. ogranicavanje njegovog kretanja u
razli¢itim matricama i po prvi put je primenjena u cilju recikliranja skupih enzima i, samim
tim, smanjenja troskova. Takode, aktivnost i stabilnost enzima mogu biti povecane, a
izbegnuta je i kontaminacija proizvoda proteinima (22, 23). Ukoliko je imobilizacija dobro
osmisljena, povecava se 1 termostabilnost, kao i tolerancija prema organskim rastvarac¢ima
(24, 25). Raspolozive metode, od kojih su neke primenjivane i za imobilizaciju lipaza,
predstavljene su na slici 2.4.

Fizicka (nekovalentna) adsorpcija spada u najstarije i najistrazenije medu postojecim
tehnikama imobilizacije (26). Zasniva se na medumolekulskim interakcijama grupa iz
molekula enzima sa nosacem (dipol-dipol, disperzione sile, vodoni¢ne veze, hidrofobne
interakcije 1 elektrostaticko privlacenje). Prednosti ove metode su jednostavnost,
pristupacnost i niska cena nosaca, kao i njihova regeneracija, visok stepen ocuvanja
enzimske aktivnosti i specificnosti, izvodenje pod blagim uslovima i relativno lako
preciséavanje enzimskog preparata. Sa druge strane, mane imobilizacije adsorpcijom su

teskoce pri standardizaciji 1 dobijanju katalizatora sa tacno definisanim karakteristikama



(interakcije na kojima se zasniva su nespecificne i nisu orijentisane), mogucnost desorpcije
(u prisustvu jonskih supstanci ili drugih proteina), §to za posledicu ima gubitak enzima i
kontaminaciju proizvoda. S obzirom na to da lipaze imaju afinitet prema granici faza
ulje/voda, njihovo hidrofobno vezivanje za organske i neorganske nosace adsorpcijom
pokazalo se uspesnim u brojnim istrazivanjima. Nosaci neorganske prirode donekle su
pogodniji za upotrebu zbog otpornosti na degradaciju od strane mikroorganizama, vece

termalne stabilnosti i nize cene.

h

Slika 2.4. Tehnike imobilizacije: fizicka adsorpcija (a); jednostruko kovalentno vezivanje (b);

visestruko kovalentno vezivanje (c); kovalentno vezivanje preko “duge nozice” (d); zarobljavanje u
polimerne gelove 1 membrane (e); umrezeni kristali enzima (f); kristali enzima (g); umreZzeni agregati

enzima (h) (27).

Kovalentna imobilizacija enzima se zasniva na formiranju kovalentnih veza izmedu
funkcionalnih grupa na nosacu i molekulu enzima. Funkcionalne grupe enzima preko kojih
se on vezuje za nosa¢, obicno su amino-grupe lizina i arginina, karboksilne grupe
asparaginske 1 glutaminske kiseline, hidroksilne grupe serina i treonina, kao i sulthidrilna
grupa cisteina. U ovakvom nacinu vezivanja, obicno se proces izvodi u dva koraka:
aktivacija nosaca stvaranjem reaktivnih funkcionalnih grupa na njegovoj povrsini i
vezivanje enzima. Osnovni nedostatak ove metode je nemogucénost kvantitativne
imobilizacije pod blagim uslovima. Cesto imobilisani enzim ima malu aktivnost, ¢emu je

verovatno uzrok ogranicena pokretljivost lanca 1 veca krutost molekula proteina (27). U
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tom smislu, kovalentno vezivanje preko “duge nozice” obezbeduje umereno ogranicavanje
promene konfiguracije enzima, dok visetackasto vezivanje omogucava vecu stabilnost
enzima (27). Medutim, moguc¢nosti poboljsavanja performansi biokatalizatora kao $to su
aktivnost, selektivnost, stabilnost i pH optimum su izazvale veliko interesovanje za ovaj tip
imobilizacije narocito kada je omoguceno visetackasto kovalentno vezivanje koje moze
drasticno povecati stabilnost enzima (28). Velika jacina veza koje se uspostavljaju izmedu
nosaca i enzima u znatnoj meri resava problem desorpcije i curenja enzima u toku reakcije.
Postoji tvrdnja da je enzim imobilisan u organskom rastvaracu moguce koristiti u
organskim medijumima, ali da ukoliko se imobilizacija izvodi u vodenoj sredini, i pored
velike hidroliticke aktivnosti, enzim nije aktivan u reakcijama koje se izvode u organskim
medijumima (29). Poveéana aktivnost lipaze moze biti postignuta kombinacijom fizicke
adsorpcije na hidrofobne nosace i visetackastog kovaletnog vezivanja koris¢enjem
glutaraldehida (30). Moguc¢nost visekratne upotrebe kovalentno imobilisanih enzima koja
doprinosi snizavanju troskova, donekle kompenzuje gubitak aktivnosti. Pored smanjenja
cene procesa, povecana stabilnost 1 specificnost biokatalizatora, ¢ine kovalentnu
imobilizaciju konkurentnom metodom.

Poslednjih decenija dvadesetog veka, ucinjeni su veliki napori na polju razvoja umrezenih
enzima, rastvorenih (cross-linked enzymes — CLE) i kristalnih (cross-linked enzyme crystals
- CLEC), pogodnih za upotrebu u bezvodnim medijumima i smesama voda-organska faza
zbog vece stabilnosti pod ekstremnim uslovima (31, 32). Osnovna prednost umrezavanja
enzima je to §to u tom slucaju nije potrebno koris¢enje nosaca za imobilizaciju, mogu se
primenjivati nepreci$éeni enzimski preparati, a koprecipitacijom sa polimerima moze se
podesavati mikrookruzenje enzima. Kasnih devedesetih godina, utvrdeno je da se kataliticki
aktivni imobilisani enzimi mogu dobiti i umrezavanjem agregata (cross-linked enzyme
aggregates — CLEA) (33, 34). U vise radova je opisana priprema CLEA, sa ili bez nosaca.
Fokus nekih istrazivanja bio je na upotrebi u reakcijama hidrolize (35-37), dok su se ostala
bavila primenom CLEA u reakcijama sinteze estara (38-40). Pored navedenih prednosti
CLEA, za enzime imobilisane bez nosaca karakteristicno je nekoliko bitnih nedostataka,
kao $to su moguénost upotrebe uglavhom u reaktorima manjih dimenzija i veoma
komplikovano optimizovanje uslova agregacije, kristalizacije 1 umrezavanja, $to ih ¢ini
znatno manje atraktivnim za upotrebu u industrijskim bioprocesima. Dodatno, male
dimenzije i losa mehanicka stabilnost cine otezanim njihovu upotrebu u reaktorima u

kojima se odvijaju heterogene i ¢vrsto-cvrsto reakcije, a nije moguca ni laka separacija (41).
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Nosaci za koje se vezuju enzimi mogu sluziti za ciljanu modifikaciju karakteristika
biokatalizatora (katalitickih 1 nekatalitickih) izborom pogodnog nosaca, nacina vezivanja i
imobilizacione tehnike, $to je u slucaju odsustva nosaca nemoguce. Nekoliko autora je
potvrdilo da je frekvencija izmene supstrata umrezenih enzima u organskim rastvaracima
niza u odnosu na enzime vezane za ¢vrste nosace, sa istom masom proteina i pod istim
reakcionim uslovima, ukazujuéi na to da su nefleksibilnost tj. zatvaranje molekula enzima u
kompaktne kristalne reSetke i difuzione limitacije osnovni uzrok nize aktivnosti (27). Stoga
bi se u buduéim istrazivanjima trebalo fokusirati na razvoj novih tehnika koje kombinuju
prednosti metoda sa nosacem i bez njega.

Sveobuhvatan pregled razlicitih imobilizacionih tehnika, sa akcentom na metode
imobilizacije lipaze iz kvasca Candida rugosa ve¢ je bio predmet nekoliko doktorskih
disertacija izradenih na Katedri za biohemijsko inzenjerstvo 1 biotehnologiju (16, 42), pa ¢e
u daljem tekstu biti u kra¢im crtama prikazane karakteristike i neke od primenjivanih
metoda imobilizacije onih lipaza koje se uobicajeno koriste u sintezi askorbil-estara
karboksilnih kiselina.

Sinteza L-askorbil-estara karboksilnih kiselina moze se odigravati samo u medijumima sa
niskom aktivnoséu vode tako da nije moguca upotreba te¢nih enzimskih preparata, vec se
moraju koristiti upravo imobilisane ili liofilizovane forme. Lipaze koje su do sada uspesno
primenjene nisu brojne. U objavljenim istrazivanjima su koris¢ene mikrobne lipaze sledecih
producenata: Candida antarctica, lipaza B (43-46) 1 A (47), Rhbizomucor miehei (48, 49),
Thermomyces lanuginosus (50-52), Bacillus stearothermophilus SB-1 (53), Burkholderia nultivorans
(54) 1 Burkholderia cepacia RGP-10 (47, 55). Uglavnom su upotrebljavani komercijalni
imobilisani preparati (Novozym®, Chirazyme® i Lipozyme®), dok su u samo nekoliko
studija primenjene tehnike imobilizacije u cilju dobijanja jeftinijih i/ili efikasnijih
biokatalizatora. S obzirom na to da su njthove komercijalne imobilisane forme dostupne na
trziStu, kao 1 da su se pokazali efikasnim u dosadasnjim publikacijama, tri lipaze koje se
najcescée koriste za sintezu L-askorbil-estara karboksilnih kiselina su lipaza iz C. antarctica
tipa B (CAL B), lipaza producenta R. mzehei (RML) 1 lipaza iz T. lanuginosus (TLL), pa ée o
njihovim karakreristikama i primenjivanim tehnikama za njihovu imobilizaciju biti viSe reci

u narednom poglavlju.
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2.2.2. Lipaze koje se primenjuju u sintezi askorbil-estara

22.2.1. Lipaza B iz Candida antarctica

2.2.2.1.1. Karakteristike lipaze tipa B iz C. antarctica

Kvasac C. antarctica je producent dva izoenzima, lipaze A (CAL A) i lipaze B (CAL B) (10).
Oni su drugaciji po strukturi, katalitickoj aktivnosti i ponasanju na granici faza, a osnovna
razlika je to Sto, kao i vecina lipaza, izoenzim A podleze aktivaciji na granici faza, dok kod
izoenzima B ne dolazi do ove aktivacije, i u vodenim medijumima je slicniji esterazama
nego lipazama. U istrazivanjima posvecenim biosintezi askorbil-estara masnih kiselina se
gotovo 1 ne pominje upotreba CAL A, ali je zato najveéi broj studija izvoden sa
izoenzimom B istog producenta kao biokatalizatorom.

Lipaza tipa B producenta C. antarctica je biokatalizator poznat po velikoj efikasnosti 1
specificnosti ¢ija je industrijska upotreba veoma radirena — hidrolize u vodenoj sredini,
esterifikacije 1 transesterifikacije u organskim rastvaracima, enantio- i regioselektivne
transformacije polimernih i supstrata male molarne mase (27, 56). CAL B, u poredenju sa
drugim lipazama, nije efikasna u hidrolizi triglicerida, ali pokazuje izuzetnu
stereospecificnost prema hidrolizi i sintezi estara, cemu je najverovatnije uzrok limitiran

prostor u njenom “hidrofobnom dzepu”. Znacajna je 1 u sintezi glikolipida (57, 58).

Slika 2.5. Trodimenzionalna struktura CAL B (ctvena boja predstavlja a-helikse, svetlo zelena g-

naborane listove, a tamno zelenom bojom je prikazana povrsina molekula lipaze) (16).

CAL B je monomer molekulske mase 33,273 kDa i dimenzija 3X4X5 nm, sastavljen iz 317
aminokiselinskih ostataka (40,1 % wvalina, leucina, izoleucina, glicina i alanina; 18,3 %
treonina; 15,8 % asparaginske i glutaminske kiseline, asparagina 1 glutamina; 9,46 % prolina;

7,6 % triptofana, tirozina i fenilalnina; 5,6 % arginina, lizina i histidina; 3,15 % cisteina i
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metionina), ¢ija je izoelektricna tacka pH=6 (59). Pripada klasi a/f-hidrolaza ¢iji je centralni
deo sastavljen iz f-naboranih listova okruzenih strukturama amfifilnih a-heliksa (60, 61).
Trodimenzionalna struktura CAL B prikazana je na slici 2.5.

Kataliticka trijada CAL B sastoji se iz serina u polozaju 105, histidina u polozaju 224 i
asparaginske (ili glutaminske) kiseline u polozaju 187 i smestena je u otvor oblika levka
sirine 1X0,4 nm 1 dubine 1,2 nm. Dno levka je hidrofilne prirode (serin u polozaju 105 i
asparaginska kiselina u polozaju 134) 1 predstavlja mesto vezivanja karboksilne grupe.
Okruzuje ga region manje hidrofilnosti (dva ostatka treonina u polozajima 40 1 138 i po
jedan glicin u polozaju 157, izoleucin u polozaju 189 1 valin u polozaju 190. Deo u kome se
otvor suzava je hidrofobne prirode (dva ostatka valina u polozajima 49 1 154 1 po jedan
ostatak leucina u polozaju 144 i izoleucina u polozaju 285 i pri formiranju kompleksa u
ovom delu se pozicionira C,-C,; deo molekula donora acil-grupe, pri ¢emu se C;; atom
postavlja na mesto maksimalnog suzenja (16, 60). S tim u skladu su i rezultati nekoliko
istrazivanja koji ukazuju na pad afiniteta lipaze prema masnim kiselinama koje sadrze preko
14 C atoma. U aktivnom centru se, pored “dzepa” za vezivanje acil-grupe, nalaze 1 mali i
veliki segmenti mesta za koje se vezuju sekundarni alkoholi. Ovaj deo aktivnhog centra
naziva se “stereospecificni dzep”, i odgovoran je za enantioselektivnost CAL B prema
hiralnim sekundarnim alkoholima (62). Za razliku od vecine lipaza, na ulazu do aktivhog
mesta CAL B nema prepreka, pa ovaj izoenzim ne podleze aktivaciji na granici faza (63).
Kataliticki ciklus CAL B zapocinje reverzibilnim vezivanjem prvog supstrata (donora acil-
ostatka) za enzim uz formiranje tzv. Mihaelis-Mentenovog (Michaelis-Menten) kompleksa.
Kada se supstrat pravilno pozicionira odigrava se nukleofilni napad serina u polozaju 105
na karbonilnu grupu supstrata §to dovodi do formiranja prvog tetraedarskog intermedijara.
Negativno naelektrisani kiseonik iz karboksilne grupe supstrata stabilizovan je trostrukom
vodonicnom vezom sa oksianjon otvorom, dok je pozitivno naelektrisan histidin u
polozaju 224 stabilizovan interakcijama sa asparaginom u polozaju 187. Zatim se proton sa
histidina u polozaju 224 prenosi na kiseonik, a formirani molekul vode napusta aktivni
centar. Na kraju se, kao proizvod ovog stupnja, formira acil-enzim kompleks. Drugi
tetraedarski intermedijar nastaje napadom nukleofila (alkohola) na acil-enzim kompleks.
Najpre se proton sa nukleofila prenosi na histidin u polozaju 224, pri ¢emu nastaje
alkoksidni anjon. Ovaj anjon zatim napada karbonilni ugljenikov atom, §to vodi nastajanju
drugog tetraedarnog intermedijarnog oksianjona (takode stabilisan vodonicnim vezama).

Nakon toga, proton sa histidina u polozaju 224 prelazi na alkil-kiseonik serina u polozaju
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105. Tada se formira estarska veza u supstratu i nastaje labavo vezan enzim-proizvod

kompleks, iz koga se oslobada proizvod i regenerise slobodan enzim (16).

2.2.2.1.2. Imobilizacija lipaze B iz C. antarctica

Pregledom dostupne literature, ustanovljeno je da se u najveCem broju istrazivanja
upotrebljava Novozym® 435, komercijalni imobilisani enzimski preparat. Izoenzim B iz
kvasca C. antarctica je u ovom preparatu imobilisan na makroporoznu smolu (Lewatit® VP
OC 1600) koja predstavlja umrezeni polimer metakrilata sa divinil-benzenom. Sadrzaj
enzima se, prema literaturi, krece od 8,5 do 20 masenih %, pri ¢emu su molekuli lipaze
smesteni u 50-100 um siroka podrucja na spoljasnjem delu kuglica (64, 65). Izuzetna
kataliticka efikasnost preparata Novozym® 435 potvrdena je u mnogim publikacijama, ali je,
s obzirom na visoku cenu, njegova upotreba ogranicena na dobijenje visoko-vrednih i/ili
opticki cistih proizvoda. Medutim, rezultati do kojih je, radeci sa preparatom Novozym®
435, dosao Cen (Chen) sa saradnicima ukazuju na moguénost fizicke desorpcije i “curenja”
enzima u toku reakcije (64). Takode je utvrdeno da se nakon inkubacije Novozym®-a u
organskim rastvaracima i jonskim tecnostima, u uslovima slicnim reakcionim, mogu
detektovati odredene supstance, medu kojima se nalazi i nekoliko jedinjenja koja su
reaktivna u prisustvu CAL B (glicerol, benzoeva kiselina, 2-hidroksi-etil-benzoat, 2-
hidroksi-etil-sorbat i sorbinska kiselina), pri ¢emu poslednja cetiri mogu biti 1 donori acil-
grupe u enzimskim transesterifikacijama (66). U nekim aplikacijama kao §to je medicinska,
kontaminacija proizvoda proteinima nije dopustiva, a intenzivno ‘“curenje” lipaze bi
ogranicilo broj ponovljenih ciklusa u kojima je enzim moguce koristiti i ucinilo proces
manje isplativim. Stoga je rad na razvijanju adekvatnih imobilizacionih metoda od velikog
znacaja, jer poboljsanje karakteristika enzima kao $to su stabilnost, aktivnost, specifi¢nost,
selektivnost i smanjenje inhibicije, omoguéava njegovu mnogo $iru industrijsku primenu.
Brojna istrazivanja usmerena su na imobilizaciju CAL B, bilo za njenu upotrebu u
osnovnim istrazivanjima ili u komercijalne svrhe, ali je i dalje razvoj robusne metode
1zazov.

Mileti¢ je sa saradnicima uspesno imobilisao CAL B na nanocestice polistirena sintetisane
nanoprecipitacijom (67). Koli¢ina lipaze koja je adsorbovana nije zavisila od pH vrednosti
pri kojoj je vrsena imobilizacija, ukazujuéi na to da su hidrofobne interakcije bile
pokretacka sila procesa. Medutim, pH adsorpcije uticala je na aktivnost imobilisanog

enzima — najveca aktivnost postignuta je kada je adsorpcija vrsena na pH vrednosti bliskoj
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izoelektricnoj tacki lipaze (pI=60), verovatno zbog povoljne raspodele naelektrisanja na
ostacima aminokiselina koja je onemogucila promenu konformacije enzima. Autori su
takode utvrdili da imobilisani enzim ima veéu aktivnost (nmol p-NPP (p-nitrophenyl
palmitate) min" mg"' CAL B) od slobodne lipaze, kao i od Novozym®-a 435.

Agarozni gelovi prevuceni gustim slojem polietilenimina (PEI-agaroza) koji sadrze 1000
pumol jonizovanih grupa po gramu vlaznog nosac¢a, mogu da adsorbuju proteine u Sirokom
opsegu cksperimentalnih uslova (razlicite temperature i pH vrednosti od 5 do 9). Tores
(Torres) je sa kolegama vrsio adsorpciju CAL B na PEI-agarozu u Sirokom opsegu pH
vrednosti 1 temperature (68). Odredivana je kataliticka aktivnost preparata pracenjem
enantioselektivne hidrolize metil-estara K,S-fenil-glikolne kiseline pod uslovima pri kojima
je odigravana i imobilizacija. Najbolja enantioselektivhost postignuta je sa lipazom
imobilisanom na pH=9 i t=4 °C, a preparat je imao jo$ vecu aktivnost kada je reakcija
izvodena pri pH=5 i t=4 °C (E=25). Pod istim reakcionim uslovima, postignuti su veoma
slabi rezultati (E=3,5) kada je adsorpcija vrsena na pH=5 i na t=25 °C. Autori su zakljucili
da isti enzim adsorbovan na isti nosa¢ pod istim reakcionim uslovima pokazuje veoma
razli¢itu aktivnost i selektivnost u zavisnosti od primenjenih uslova u toku procesa
adsorpcije. Ove rezultate su objasnili mogucnoscéu postojanja razlicitth konformacija CAL
B usled intenzivne razmene anjona u vise tacaka na velikoj povrsini enzima interakcijom sa
gustim slojevima PEI-a. U drugoj studiji je utvrdeno da dodavanje amonijum-sulfata
nosacu, kao i proteini kojima je enzim kontaminiran, mogu doprineti povecanju aktivnosti
i/ili stabilnosti enzima (69). Pored toga, poznato je da u zavisnosti od tipa nosaca, pH
adsorpcije ima razlicit uticaj na aktivnost, stabilnost i specificnost enzima (70, 71).

Autori koji su se bavili adsorptivnom imobilizacijom CAL B, generalno prijavljuju
povecanje aktivnosti, operativne i termalne stabilnosti enzima, ali su informacije o curenju
enzima koje uzrokuje kontaminaciju proizvoda i poskupljivanje procesa, po pravilu ostale
nezabelezene. Veoma je znacajno uciniti upotrebu CAL B u industrijskim uslovima
mogucom i konkurentnom u odnosu na klasicne hemijske metode, ali pri fizickoj adsorpciji
na hidrofobne nosace, imobilisani enzim moze da podleze dislociranju - desorpciji uz
gubitak aktivnosti.

Kovalentno vezivanje je ¢esto primenjivan tip imobilizacije CAL B (25, 72-75), a u daljem
tekstu ¢e biti navedeno samo nekoliko literaturnih primera. Cestice na bazi hitozana i
kompleksa hitozana i alginata su najpre modifikovane tretiranjem sa glicidolom ili

glutaraldehidom, a zatim je na njih kovalentno vezivana CAL B (75). Aktivhost dobijenih
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preparata je bila nesto niza u poredenju sa Novozym®-om 435, a najbolji rezultat (termalna
stabilnost na 60 °C i operativna stabilnost u ponovljenim ciklusima sinteze butil-oleata)
ostvareni su sa nosacem na bazi hitozana i alginata aktiviranim dvoprocentnim
glutaraldehidom. Preparat je posedovao 33 puta vecu temperaturnu stabilnost u odnosu na
slobodan enzim i nije izgubio aktivnost nakon 8 konsekutivnih reakcionih ciklusa duzine 12
h. Kada je CAL B imobilisana na hitozan i agarozu, pracen je uticaj aktivirajuéeg agensa
(glicidol, glutaraldehid 1 epihlorhidrin) 1 vremena imobilizacije (5, 24 1 72 h) na hidroliticku
aktivnost, termalnu stabilnost i stabilnost u alkalnoj sredini (76). Najvece aktivnosti
dobijene su kada je agaroza tretirana glicidolom (845 U g' nakon 72 h) i kada je koriséen
glutaraldehid za aktiviranje hitozana (1209 U g') i agaroze (2716 U g') a imobilizacija
trajala 5 h. Termalne stabilnosti nabrojanih preparata bile su uveéane 20 puta, 18 puta i 21
put u odnosu na slobodan enzim, redom. Kada je hitozan aktiviran u dva stupnja
koris¢enjem glicidola i glutaraldehida, a imobilizacija trajala 72 h, dobijen je enzim c¢ak 58
puta stabilniji od slobodne forme. Povecana stabilizacija koja je ostvarena pri produzenim
vremenima imobilizacije ukazivala je na znacaj visetackastog kovalentnog vezivanja izmedu
lipaze 1 nosaca. CAL B je kovalentno imobilisana na nano-cestice polistirena primenom
fotoreaktivnog reagensa 1-fluoro-2-nitro-4-azido-benzena i primenjena u reakciji sinteze
metil-oleata pod dejstvom mirkotalasa (77). Na optimalnoj pH imobilizacije od 6,8 je
vezano 218 mg proteina po gramu nosaca, dok je na pH 10 dobijen preparat vece
termostabilnosti, ali viSe nego dva puta manje aktivnosti. U reakciji esterifikacije je
imobilisani enzim nakon 15 ciklusa upotrebe zadrzao 50 % od ukupne pocetne aktivnosti.

Nekoliko komercijalno dostupnih lipaza, medu kojima i CAL B, imobilisano je kao CLEA
kori§¢enjem razlicitih reagenasa za precipitaciju i glutaraldehida kao umrezivaca, a
postignuti rezultati su praceni u reakciji izmedu laurinske kiseline i #-propanola u sistemu
bez rastvaraca (78). Ustanovljeno je da je uticaj upotrebljenog reagensa za precipitaciju na
specificnu 1 ukupnu aktivnost veliki. Najvec¢u zadrzanu aktivnost imali su CLEA sa CAL B
za c¢ije su dobijanje koriséeni PEGG600, amonijum-sulfat, PEG200 i aceton, pri ¢emu je
maksimalnu specificnu aktivhost posedovao imobilizat za koji je upotrebljavan PEG200.
Kinetickim ispitivanjima, ustanovljeno je da se 17,,./K, ne menja znacajno formiranjem
CLEA. Druga grupa istrazivaca je pokazala da CAL B-CLEA ne podleze curenju enzima u
vodenoj sredini, kao 1 da ima odli¢ne performanse u organskim rastvaracima i nadkriticnom
CO, (79). Kruz i saradnici su primenom metode odzivnih povrsina (RSM — response

surface methodology) za optimizaciju 1 BSA (bovine serum albumin - albumina iz govedeg
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seruma) kao dodatkaza za koagregaciju pri formiranju CAL B-CLEA utvrdili uslove pri
kojima se dobija preparat velike aktivnosti i stabilnosti (80). Proces je izvoden pod slede¢im
uslovima: koncentracija proteina 3 mg mL", #butanol kao agens za precipitaciju (50
%(v/v), 60 min) i 1,5 %(w/v) glutaraldehida. Neophodnost dodavanja proteina koji ima
dovoljno amino-grupa 1 koji omogucava lako umrezavanje sa glutaraldehidom, kao s$to je
BSA, je objasnjena cinjenicom da CAL B poseduje malu koncentraciju amino-grupa na
povrsini s obzirom na mali broj ostataka lizina. Ista istrazivacka grupa predlozila je i drugi,
efikasniji nacin za prevazilazenje ovog problema primenom hemijske aminacije CAL B
koris¢enjem etilendiamina i karbodiimida (81). Pre modifikacije lipaze vrSena je
imobilizacija njenom adsorpcijom na oktil-Sefarozu, a modifikovani desorbovani enzim je
posedovao vecu aktivnost od nemodifikovane forme. Ovakav preparat bio je izuzetno
pogodan za umrezavanje, a njegova stabilnost u organskim rastvaracima i na visokim

temperaturama bila je povecana u odnosu na CAL B-CLEA dobijen koagregacijom sa BSA.

2.2.2.2. Lipaza producenta Thermomyces lanuginosus (TLL)

222.2.1. Karakteristike lipaze iz 1. lannginosus

Ovaj enzim komercijalno je dostupan u rastvornoj formi kao preparat Lipolase® i u
imobilisanoj formi kao Lipozyme® TL-IM, oba od proizvoda¢a Novozyme. Lipolase® je
proizvedena od strane genetski modifikovanog soja Aspergillus oryzae (82). Za imobilisani
preparat, koriscen je silikatni nosac, a vezivanje je ostvareno jonskom adsorpcijom (83).

TLL je protein sa jednostrukim lancem sastavljenim iz 269 aminokiselina, ¢ija je molekulska
masa 31,7 kDa i izoelektricna tacka 4,4 (84). Molekul enzima ima sferican oblik, dimenzija
3,5%X4,5X5 nm, i sadrzi centralnu f-naboranu strukturu sastavljenu iz osam “listova”
poveznih medusobno sa pet a-heliksa (85). Molekul poseduje poklopac u vidu a-heliksa cija
je povriina pokretna i koji se sastoji iz aminokiseilina 86-93 koje zaklanjaju aktivni centar
sacinjen od tipi¢ne kataliticke trijade sastava Ser-His-Asp (86). Poznato je 1 da se jedan od
Cetiri ostatka triptofana (Trp89) nalazi na poklopcu i da ima znac¢ajnu ulogu u hidrolitickoj
aktivnosti lipaze. Takode je utvdeno i da je aktivacija TLL na granici faza kontrolisana
pozitivno naelektrisanim ostacima u okolini poklopca (87). Strukture “otvorene” i
“zatvorene” forme TLL prikazane su na slici 2.6. TLL spada u stabilne lipaze, koje
zadrzavaju aktivnost i na temperaturama 55-60 °C, ¢emu doprinosi ostatak serina (88).

Maksimum aktivnosti ovaj enzim ima na pH=9 (89).
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Otvorena forma Zatvorena forma
PDB: 1dt3 PDB: 1gt6

Slika 2.6. Struktura “otvorene” 1 “zatvorene” forme TLL (85).

22222 Imobilizacija lipaze i3 T lanuginosus

Lipaze generalno pokazuju tendenciju da formiraju bimolekularne agregate, povezujuci se
svojim aktivnim centrima (90). TLL spada medu lipaze sa najizrazenijom tendencijom ka
formiranju ovih agregata, pa se druge imobilisane lipaze mogu koristiti za njeno
preciséavanje ili imobilizaciju (91). Ove cinjenice se moraju uzeti u obzir kada se govori o
osobinama TLL, s obzirom na to da monomer i dimer poseduju razlic¢itu aktivnost,
stabilnost i selektivnost (90). Pojedini aditivi mogu imati povoljno dejstvo na neke
karakteristike TLL. Betain povecava termalnu stabilnost TLL i pokazuje zastitni efekat u
smislu sprecavanja prelaza u razvijenu konformaciju guanidin hidrohloridom (92). Uticaj
betaina na promene strukture TLL objasnjen je povecanjem povriinskog napona vode u
rastvoru, a ne direktnim interakcijama sa enzimom. DeterdZenti su pokazali znacajan uticaj
na osobine TLL. S jedne strane, oni dovode do prekida interakcija izmedu dva molekula
enzima, dajuci aktivnije, ali manje stabilne monomere (90). Sa druge strane, deterdzenti
stabilizuju otvorenu formu enzima (93). Oba efekta dovode do povecanja aktivnosti enzima
u prisustvu umerenih koncentracija deterdzenata, narocito CTAB-a (cetil-trimetilamonijum-
bromid) (94). Medutim, deterdzenti se takode mogu ponasati kao inhibitori lipaza 1 dovoditi
do njihove inaktivacije, ali takode i uzrokovati promene specificnosti (85). Sve ovo ukazuje
na to da, ukoliko se pravilno upotrebe, deterdzenti mogu biti koristan alat za poboljsanje
karakteristika i performansi TLL.

Visetackasto kovalentno vezivanje enzima za glioksilne, epoksi ili glutaraldehidne nosace
odvija se preko primarnih amino-grupa (85). S obzirom na to da molekul TLL ima samo
sedam ostataka lizina, uglavnom se najpre vr$i hemijska aminacija modifikovanjem
karboksilnih grupa etilendiaminom nakon aktivacije karbodiimidom, ¢ime se broj primarnih

amino-grupa povecava petostruko (86). Ovakav postupak omogucio je povecanje
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stabilnosti enzima neckoliko stotina puta, dok je zadrzana aktivnhost bila na
zadovoljavajué¢em nivou — oko 70 % (89). Druga strategija podrazumeva adsorpciju TLL na
hidrofobne nosace, pri ¢emu se stabilizuje otvorena konformacija enzima, a kataliticke
osobine postaju zavisne od prirode nosaca (85). Jako hidrofobno okruzenje aktivhog centra
dovodi do pada aktivnosti lipaze u katalizovanju reakcija sa hidrofilnim supstratima, dok se
afinitet prema supstratima hidrofobne prirode znantno povecava, sto omogucava parcijalnu
hidrolizu poliestara (95). Dobri rezultati postizani su u slucaju korisc¢enja nekoliko
hidrofobnih nosa¢a: Accurel®a EP100, agaroze aktivirane razlicitim alkil grupama i
Sepabeads®-a sa oktadecil grupama na povrsini (85). Primenjena je i metoda unakrsnog
povezivanja enzima precipitacijom TLL sa (NH,),SO, u prisustvu SDS-a (sodium dodecyl
sulfate — natrijum dodecil sulfat) i umrezavanjem koris¢enjem glutaraldehida, sto je dovelo
do trostrukog povecanja hidroliticke aktivnosti lipaze u odnosu na nativni enzim. Slicnim
postupkom, dobijen je i biokatalizator ¢ija je aktivnost u organskim medijumima bila
povecana deset puta (96). Za imobilizaciju TLL korisc¢eni su i takozvani “pametni polimeri”
¢ija je rastvorljivost uslovljena uslovima sredine (85). TLL je vezivan za dva hidrosolubilna
polimera — Fudragit® S-100 i karboksimetil celulozu (97). Primenjena je aktivacija
karbodiimidom, pa su izmedu polimera i lipaze ostvarivane kovalentne veze. U slucaju
koriéenja Eudragit®-a, preparat (E-TLL) je imao osobine reverzibilne rastvorljivosti u vodi
u zavisnosti od pH sredine, pa je tako pri pH<5 bio nerastvoran, dok je na pH>5,5 bio
rastvoran. Kada je koriS¢en kao katalizator, postighuta je potpuna hidroliza 20 %
maslinovog ulja u izooktanu. E-TLT je pokazao zadovoljavajucu stabilnost pri mesanju i
nije izgubio aktivnost pri visestrukoj upotrebi u konsekutivnim reakcionim ciklusima, a
njegova specificnost prema supstratima nerastvornim u vodi 4 puta je povecana (pracena je
aktivnost u reakciji hidrolize maslinovog ulja i poredena sa slobodnim enzimom). TLL
vezana za karboksimetil celulozu moze biti reverzibilno istalozena iz vodenog rastvora
koriséenjem 7 %(w/w) PEG-a 4000 u kombinaciji sa Ca>" jonima (50 mM), a dobijeni
preparat ima povecanu specificnost prema hidrosolubilnim supstratima (preko 4 puta je
povecana brzina rekacije hidrolize p-nitrofenil-acetata u odnosu na nativni enzim).

Objavljeni su i rezultati nekih istrazivanja posvecenih imobilizaciji TLL na nanocestice.
Prednosti koriS¢enja ovakvih nosaca su smanjenje difuzionih limitacija i moguénost
upotrebe sa c¢vrstim supstratima (98). Medutim, enzim je u ovom slucaju na povrsini
nosaca, izlozen spoljasnjim uticajima, §to otvara moguénost inaktivacije zbog

autoproteolize, interakcije sa mehurovima gasa ili kapljicama rastvaraca (85). To bi moglo
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biti spreceno obavijanjem hidrofilnim polimerom, $to sprecava direktan kontakt izmedu
imobilisanog enzima i bilo kog drugog makromolekula ili povrsine (99). Ispitana je i
mogucnost reaktivacije nekih imobilisanih preparata TLL inaktiviranih pod dejstvom
visokih temperatura ili organskih rastvaraca. Pokazano je da inkubacijom pod blagim
uslovima (bez organskog rastvaraca na 25 °C) aktivnost delimicno inaktivirane kovalentno
imobilisane TLL (narocito ukoliko je uzrok inaktivacije bila interakcija sa organskim
rastvaracem), moze u visokom procentu biti povracena (100). Kod visetackastog
kovalentnog vezivanja TLL preko amino-grupa, aktivhost se moze vratiti na 100 % pocetne
ukoliko se odreduje u prisutvu CTAB-a, sto ukazuje na to da je ovakav nacin imobilizacije
enzima omogucio ne samo povecanje stabilnosti, ve¢ i olaksanu reaktivaciju inaktiviranog
preparata regeneracijom mehanizma formiranja otvorene i zatvorene konformacije lipaze
zaduzenog za njeno kataliticko delovanje (101). Jedna od primenjenih strategija je i
modifikovanje povrsine imobilizata polimerima velike hidrofilnosti, pri ¢emu je osnovna
hipoteza bila da, usled sternih smetnji, grupe vezane za polimer najverovatnije nece menjati
polozaj tokom razvijanja i ponovnog uvijanja (102). Hidrofilna priroda polimera uticace na
raspodelu pojedinih aminokiselinskih ostataka proteina, pa ¢e tako hidrofilne grupe biti
uglavnom rasporedene po povrsini molekula, dok ¢e hidrofobne grupe ostati u jezgru. Na
ovaj nacin enzim je vratio svoju aktivnost na nivo pocetne i to bez prisustva CTAB-a.
Tretiranjem inaktiviranog enzima guanidinom kao haotropnim agensom nije se doslo do

zadovoljavajuceg stepena reaktivacije (85).

2.2.2.3.  Lipaza producenta Rhizonucor miehei (RML)

2.2.23.1. Rarakteristike lipaze iz R. miehei
Ovaj ekstracelularan enzim, prvi put je okarakterisan 1973. godine i opisana je njegova
upotreba u prehrambenoj industriji za transformacije hrane (103). Ve¢ tada je dokazano da
je specificnost ove lipaze prema supstratu snazno uslovljena pH vrednoscu sredine, tako da
su pri niskim pH medijuma, masne kiseline kratkog lanca bile pogodnije za hidrolizu.
Nativni enzim javlja se u dve forme koje se medusobno razlikuju po stepenu deglikozilacije
(izoenzim B nastaje parcijalnom deglikozilacijom izoenzima A) (104). Kasnije je,
ekspresijom odgovarajucih gena, ovaj enzim produkovan od strane Aspergillus oryzae (105).
Komercijalno su dostupne i slobodna (Palatase® 2000L) i imobilisana forma (Lipozyme®

RM-IM), obe proizvodaca Novozyme. RML je u preparatu Lipozyme® imobilisana na
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nosa¢ Duolite® ES 562, slabu jonoizmenjivacku smolu na bazi fenol-formaldehid
kopolimera (104, 106, 107). Neka od prvih istrazivanja sprovedenih sa ovom imobilisanom
formom ukazuju na znacajan uticaj vezivanja lipaze za nosac¢ na njenu specificnost prema
razlicitim masnim kiselinama (1006).

Velicina molekula RML je 31,6 kDa, a izoelektricna tacka 3,8 (108). Kataliticka trijada se
sastoji iz tri aminokiselinska ostatka — Ser, His 1 Asp, pri ¢emu je aktivni serin zaklonjen
ispod kratkog helikoidnog fragmenta duguljastog poklopca. Enzim je opisan kao
jednostruki polipeptidni lanac sastavljen iz 269 aminokiselinskih ostataka. Ovaj segment je
preklopljen jednostrukim f-naboranim listom pretezno sastavljenim iz paralelnih lanaca
povezanih razlicitim “ukosnicama”, petljama 1 spiralnim delovima (109). Sve petlje su
usmerene u desnu stranu, tako da je centralni list asimetrican i svi vezujudi fragmenti su
locirani na jednoj strani. Jednostruki N-terminalni a-heliks obezbeduje potporu za suprotan
kraj f-ploce. Molekul je stabilizovan sa tri disulfidna mosta (izmedu ostataka 29 1 268, 40 1

43,235 i 244) (103).
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Slika 2.7. Struktura “otvorene” i “zatvorene” forme RML (103).

Pokretanje poklopca sastavljenog iz 15 aminokiselinskih ostataka (82-96) se odvija po
principu pokretanja ¢vrstog tela preko “Sarke” (kratak a-heliks ostataka 85 do 91), a rezultat
tog procesa je da hidrofobni deo molekula (oko 8 % ukupne spoljasnje povrsine) postaje
izlozen na povrsini (103). Simulacije promena strukture usled pomeranja poklopca koji
zaklanja aktivni centar pokazale su da, izmedu ostalog, Arg86 u petlji stabilizuje otvorenu
konformaciju proteina viSestrukim vezivanjem vodonicnim vezama za povrsinu enzima
(110). Ovaj ostatak ima klju¢nu ulogu u aktiviranju lipaze na granici faza. Strukture

A1

“otvorene” 1 “zatvorene” forme RML prikazane su na slici 2.7.
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Stabilnost RML pod razlicitim uslovima kao $to su temperatura i pritisak, takode je
ispitivana. Pokazano je da pod pritiskom koji ne dovodi do denaturacije enzima odrzavanje
stalnog pritiska stiti RML od termalne deaktivacije, $to moze biti od znacaja pri upotrebi u
nadkriticnim fluidima (111). Pod pritiskom koji denaturise enzim, stabilizacija se moze
obezbediti delovanjem poliola (112). RML spada u lipaze koje pokazuju visoku aktivnost u
medijumima sa niskom aktivho$¢u vode, pa se mogu upotrebljavati i kao katalizatori

reakcija koje se odvijaju u organskim rastvaracima.

2.2.2.3.2. Imobilizacija lipaze iz R. miehei

U vise studija prijavljena je uspe$na imobilizacija, hiperaktivacija, pa i preci§¢avanje RML
vezivanjem za hidrofobne nosace ili nosace sa uvedenim hidrofilnim grupama (113-116).
Tri razlicite povrsine (jedna izrazito hidrofobna, druga hidrofobna sa uvedenim
karboksilnim grupama i tre¢a hidrofilna sa hidroksilnim grupama) testirane su kao nosaci za
vezivanje RML u cilju utvrdivanja uticaja nosaca na afinitet prema hidrolizi ili sintezi estara
kao i prema supstratima (116). Lipaza koja je bila vezana za hidrofilnu povrsinu
prevashodno je katalizovala reakciju hidrolize monokaprinata do glicerola i kaprinske
kiseline. Lipaza adsorbovana na hidrofobni nosa¢, a narocito RML kovalentno vezana za
hidrofobnu povrsinu posredstvom karboksilnih grupa, favorizovala je reakciju sinteze
dikaprinata iz monokaprinata u odnosu na njegovu hidrolizu, a detektovane su i male
kolic¢ine trikaprinata. Kada su Petkar i sar. imobilisali lipaze nekoliko producenata, medu
kojima i RML na nekoliko hidrofilnih nosac¢a sa rastu¢com hidrofobnos¢u boc¢nih grupa
(Sepabeads® EC-butil, -oktil, -decil i -oktadecil) i dva porozna hidrofobna nosaca na bazi
stiren-divinilbenzena (Diaion® HP20 i Diaion™ SP207) maksimalna esterifikaciona aktivnost
u reakciji sinteze butil-oleata iz #-butanola i oleinske kiseline ostvarena je kada je kori§¢ena
RML vezana za oktadecil-Sepabeads® (115). Aktivnost RML je bila veéa nego aktivnost
drugih imobilisanih lipaza (CAL B i TLL) i jedina je bila bliska rezultatima ostvarenim sa
komercijalnim preparatom Novozym® 435.

Cesto je za imobilizaciju RML korisé¢ena i kovalentna imobilizacija (117-120). Primenjivana
je tehnika imobilizacije RML sa uvedenim tiolnim grupama na heterofunkcionalne epoksi-
disulfidne nosace, $to je omogucilo istovremenu specificnu imobilizaciju proteina preko
tiolnth grupa 1 stabilizaciju visetackastim kovalentnim vezivanjem (12-15 puta veca
stabilnost nego u slucaju vezivanja samo preko tiolnih grupa) (119). Kada je za kovalentnu

imobilizaciju RML koris¢en kopolimer na bazi polietilena sa bocnim lancima
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poli(hidroksietilmetakrilata), parcijalno hidrolizovanim u cilju podesavanja hidrofobnosti,
esterifikaciona aktivnost u reakciji sinteze oktil-oleata je bila petostruko poveéana u odnosu
na slobodan enzim (120). Svojstvima kopolimera su pripisana poboljsanja kao $to su
povecanje specificne aktivnosti, efekat preciscavanja, povecana operativna stabilnost i
stabilnost u toku cuvanja. RML je uspe$no imobilisana 1 kovalentnim vezivanjem za
namagnetisane nano-cestice polisiloksan-polivinil-alkohola i primenjena u sintezi aroma-
estara u #-heptanu 1 hidrolizi maslinovog ulja (103). Stablinost i aktivnost pod
neoptimalnim uslovima (pH 1 temperatura) bili su uvecani u odnosu na slobodan enzim.
Imobilizacija RML primenom tehnike formiranja CLEA-a je takode primenjivana. Kada je
precipitacija vrsena korisc¢enjem (NH,),SO, u prisustvu SDS-a, nakon cega je vrSeno
umrezavanje glutaraldehidom, dobijen je preparat ¢ija je hidroliticka aktivnost bila
dvostruko vec¢a u odnosu na rastvorenu formu, dok je aktivnost u organskim medijumima
bila povecana ¢ak deset puta (96). Primenjivane su i tehnike obuhvatanja enzima nosacem
inkapsulacijom u organogelove hidroksi(propilmetil)-celuloze, Zelatina ili agara sa
mikroemulzijama lecitina ili dioktil-natrijum-sulfosukcinata, a dobijeni preparati su uspesno
primenjivani kao katalizatori u reakcijama esterifikacije (121-124).

Pojedini aditivi mogu biti koriséeni u cilju promena osobina RML. Neki deterdzenti
(natrijum-holat, Tween® 80, Tween® 20) mogu biti primenjeni kao aktivatori ove lipaze,
povecavajuéi njenu aktivnost u organskim rastvaracima 2-2,5 puta (103). Nasuprot tome,

nejonski deterdzent — Brij® 58 1 katjonski — CT'AB, delovali su inhibitorno.

Hidrofobni nosa® >

Slika 2.8. Razli¢ite metode razdvajanja dimera RML na monomere (103).

U studiji u kojoj je koris¢en amfoterni surfaktant natrijum-N-(2-hidroksidodecil)-

sarkozinat, ¢ije se naelektrisanje moze kontrolisati promenom pH, dokazano je da se enzim

24



vezuje na povrsinu surfaktanta samo ukoliko je “glava” pozitivho naelektrisana (103).
Ispostavilo se da broj molekula surfaktanta koji se vezuju za jedan molekul enzima zavisi
od strukture povrsinski aktivne materije, kao i da se ispod kriticne micelarne koncentracije
(CMC - critical micellar concentration) deterdzenta vezivanje odvija izmedu negativno
naelektrisanih ostataka na povrsini enzima i pozitivno naelektrisanih “glava” PAM
(povrsinski aktivha materija), pri cemu je adsorpcija donekle pospesena i podrazumeva
interakcije hidrofobnih delova molekula enzima u neposrednoj blizini negativho
naelektrisanih regiona i “repova” katjonskog surfaktanta. Druga grupa autora je ustanovila
da interakcije RML sa katjonskim surfaktantima umanjuju aktivnost enzima u reakciji
hidrolize palminog ulja, pa su preporucili upotrebu nejonskih i anjonskih PAM sa
glomaznim hidrofobnim “repovima” u reakcijama koje se odvijaju u sistemima tipa
mikroemulzija (103). RML je sklona formiranju dimera smanjene aktivnosti koji u prisustvu
deterdZenata mogu biti razgradeni do monomernih jedinica, pa i ovaj efekat koriscenja

povrsinski aktivnih materija treba biti uzet u obzir (103). Razdvajanje dimera RML na

monomere primenom hidrofobnih nosaca i deterdzenata prikazano je na slici 2.8.

2.2.3. Uticaj reakcionih faktora na biosintezu askorbil-estara karboksilnih
kiselina

U narednom poglavlju ¢e biti predstavljeni rezultati dosadasnjih istrazivanja posvecenih

optimizaciji klju¢nih reakcionih parametara u sintezi L-askorbil-estara karboksilnih kiselina

katalizovanim lipazama. U tabeli 2.1. je dat pregled nekih karakteristicnih primera sa

vrednostima parametara i ostvarenim rezultatima, dok ¢e u daljem tekstu biti izlozena

detaljnija analiza uticaja pojedinih reakcionih faktora na efikasnost enzimske sinteze estara.

25



Tabela 2.1. Pregled uslova primenjivanib 3a enzimsku sintexn L-askorbil-estara karboksilnib kiselina.

Lipaza Acil-donor Reakflom Reakcu?nl P1.~1nos Ref.
medijum uslovi proizvoda
Lipozyme® RM-IM | palmitinska, stearinska kiselina ¢ pentano ¢ 4]5 . é’ 24 h g lipaze, - 0
kaprinska, laurinska, 40 g A, 0’02 M AD, 1,5 g lipaze, .
. S . . 50 °C, 1-2 dana, 1,6-1,9 kg ! reaktora i
Chirazyme® -2 miristinska, oleinska, linolna, aceton . . (44)
; L pakovani sloj, (0,5 mL min), danu
arahidonska kiselina . . .
5 min vreme zadrzavanja
Linaza is 0,2M AK, 0,27 M AD,
Cmfdz'da s oleinska kiselina #-amil alkohol 30 g L1 lipaze, 55-60 °C, 21 g1t (125)
p: 50 ¢ L1 MS (0,4 nm)
1,5 mmol AK, 12 mmol AD, 0 o o
Novozym® 435 palmino ulje t#-amil alkohol 0,5 mL rastvaraca, 40 mg lipaze, 7075 :1)(691 0//0 j‘?l(? ,30% (48)
40 °C, 16 h, 40 mg MS (0,5 nm) 9 Yo AL)
0,1 mmol AK, 1,02 mmol AD,
® metil-estri masnih kiselina iz 30 % #-amil alkohol 10 mL medijuma, 0
Novozym® 435 svinjske masti 70 % izooktan 12,5 %(w/w) AD lipaze, 69,18 % (RSM) (126)
54,6 °C, 34,32 h
1 mmol AK, 2-3 mmol AD,
o7 vinil-estri kaprilne, kaprinske, #butanol 1 mL medijuma, 0
Chyrazime® L2y finske i palmitinske kiscline aceton 50 myg lipaze, 40 °C, 48 h, oL (127)
200 mg MS, (0,3 nm)
inil-estar palmitinske kiseline 100 % (vinil-estar),
Lypozyme® TL-IM ‘tIri lein trip Imitin. maslin ’ +amil alkohol 100 mM AK, 100-300 mM AD, 50 % (tripalmitin), (50)
Novozym® 435 oletnl, tHpalmitin, masinovo AT ATRORO 20 mg ml! lipaze, 40 °C, 100 h 84 % (triolein),
ulje 0 . .
33 % (maslinovo ulje)
jonske tecnosti 0,2 M AK, 0,20,24 M AD,
[sBmim] [BI'4], 0,5 mL medijuma, 45 mg lipaze
® .. . . . . . 5 > > 0
Novozym® 435 palmitinska i oleinska kiselina [2Pegun1m] [BAF4] 60 °C, 14 h, 50 mg MS (0.4 nm) 83 % (128)
sa hidrofobnim .
L ili vakuum (<1,0 mm Hg)
aditivima
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352 mM AK, 704 mM AD, 10

40 % AO + 50 % AP

?ﬁg‘;{fﬁf;ﬁ maslinovo i palmino ulje #-amil alkohol o(w/v) lipaze, 45 °C, 24-48 b, %0 Offigliol‘g’a Ap | 129
anhidrovani rastvara¢ (MS) . .
(maslinovo ulje)
Chirazyme® L-1, L-
2,1-2C2,1-2 C5 kaprinska, laurinska i 40 g AK, 200 mM AD, 350 mL
Chirazyme® L-5 L i{ Kiseli aceton rastvaraca, 3 g lipaze, 50 °C, 60 g L' dan'! 47)
Chirazyme® L-9, minstinska kiselna 175 min vreme zadrzavanja
L9 C2
2,5 mmol TAK, 10 mmol AD,
Novozym® 435 palmitinska kiselina aceton 150 mg lipaze, 20 mL medijuma, 95,32 % (RSM) (130)
50 °C, 48 h, 1 ¢ MS (0,4 nm)
1:2,24 molski odnos supstrata,
Novozym® 435 svinjska mast #-amil alkohol 56,44 °C, 30 h, MS (0,4 nm), 50,50 % (126)
pakovani sloj, (1,07 mL min")
4,8 mg AK, 7,58 mg AD,
Lipozyme® TL-IM vinil-acetat aceton 90 mg lipaze, pH=7, 3 mL medijuma, 99 % @)
40 °C, 6 h, LiCl, MS
Novozym® 435 konjugovana linolna kisleina Elqr(l)sll\(z;]e [S?I?l:t] 1?’(1)/1 lll\g :25’7% 10\/(1-:’[&32’}1 >200 g L1 (131)
~30 % AL
~45 % ¢i5-9,trans-11-
Chitazyme® 1.-2 C2 - . o acetonitril 0,125 mmol AK, 0,6.25 mmol AD, konjugoyana linolna
Chirazyme® -2 C3 onjugovana linolna kisleina aceton 2,5 mL medi)urna, kiselina AE. (132
2-metil-2-pentanol 50 mg lipaze, 50 °C, 24-72 h ~70 %otrans-10,cis-12-
konjugovana linolna
kiselina AE
0,2 mmol AK, 1 mmol AD,
N ® - . . 15 %(w/w) lipaze, 0
ovozym® 435 palmitinska kiselina #-amil alkohol 71 % (RSM) (133)

3 mL medijuma, 70 °C, 1 h,
74 mg MS, (0,3 nm), mikrotalasi

AK - askorbinska kiselina, IAK - izoaskorbinska kiselina, AD - acil-donor, AO - askorbil-oleat, AP - askorbil-palmitat, AL - askorbil-linolat, AE - askorbil-estar, MS -

molekulska sita, [sBmim]|[BF4] - 1-(1-metilpropil)-3-metilimidazolijum-tetrafluoroborat, [2Pentmim|[BF4] - 1-(1-metil butil)-3-metilimidazolijum-tetrafluoroborat,
[TOMA][TFA] - metiltrioktilamonijum-triflouroacetat.
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2.2.3.1. Uticaj acil-donora na biosintezu askorbil-estara karboksilnih kiselina
Karboksilne kiseline razli¢ite duzine lanca (C2 do C22), njthovi metil-, etil- i vinil-estri, kao
1 trigliceridi 1 ulja su do sada primenjivani u cilju dobijanja cistih L-askorbil-estara ili
njthove smese (slika 2.9.). Poznato je da duzina lanca acil-donora ima uticaj na formiranje
proizvoda u esterifikacijama i transesterifikacijama (41, 134). Kada je ispitivan afinitet

biokatalizatora prema nabrojanim acil-donorima, dobijani su veoma razliciti rezultati.

Masna kiselina Triglicerid
O (¢]

RAOH O/[L

Estar masne kiseline
0

RJJ\OR' Ry \H/
Vinil-estar masne kiseline T]/
)OJ\ ’ )

R™ ~o_ _CH,

~F

Slika 2.9. Donori acil-ostatka.

U radu u kome je ispitan uticaj duzine lanca acil-ostatka vinil-estara masnih kiselina (C8-
C16) na tok sinteze estara vitamina C katalizovane sa CAL B u acetonu 1 ~butanolu kao
rastvaracima ustanovljeno je da povecanje broja C atoma donora acil-ostatka dovodi do
porasta prinosa (slika 2.10.a) (127). Takode je i Song sa kolegama utvrdio da su pocetne
brzine reakcije i molarne konverzije vece kada je koriscen isti enzim pri sintezi askorbil-
stearata u poredenju sa lauratom i palmitatom, kao i da postignuti prinosi rastu sa
povecanjem stepena nezasicenosti acil-donora sa istim brojem C atoma (C18) (tabela 2.2.).
Autori su izneli stav da jasnog objasnjenja za ovu pojavu nema, ali da je ovaj fenomen
najverovatnije povezan sa difuzijom masne kiseline i imobilisane lipaze u organskom
medijumu (135). Sa druge strane, Stamatis je sa kolegama utvrdio da je CAL B visoko-
selektivna prema masnim kiselinama sa 12-18 C atoma, ali da se veéi prinosi postizu sa
kra¢im acil-donorima.(49). Objavljeni su i rezultati studije u kojoj je pokazano da broj C
atoma donora acil-ostatka nema uticaja na ostvareni stepen konverzije (47). Brado
(Bradoo) sa sar. je vrsio skrining nekoliko lipaza kao biokatalizatora sinteze razlicitih acil-
L-askorbata u heksanu pod dejstvom mikrotalasa (136). Oba pogodna biokatalizatora,
lipaza iz B. stearothermophilus 1 iz B. cepacia, pokazale su vecu selektivnost prema kiselinama

duzeg lanca.
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Duzina lanca vinil-estra masne kiseline
Slika 2.10. Uticaj duzine lanca acil-donora na prinos askorbil-estra: (a) — kada su korisceni vinil-estri
masnih kiselina sa 8-16 C atoma (reakcioni uslovi: 50 mg lipaze Chirazyme® 1.-2, 1 mmol vit. C,
molski odnos 1:2, 200 mg molekulskih sita velicine pora 0,3 nm, 1 mL rastvaraca, na 40°C) (127);
(b) — kada su korisc¢ene dokosaheksaenska (DHA, krstici) i eikosapentaenska (EPA, rombovi)
kiselina (55 °C, molski odnos 1:5, EPA 112 g L1, DHA 121 g L1, 12 g L vitamina C, 20 mL #amil
alkohola,) (43).

Tabela 2.2. Uticaj dugine lanca i stepena nezasicenosti donora acil-ostatka na poletnu brzinu i prinos reakcije
sintege askorbil-estara masnib kiselina katalizovanib lipazom (135).

Masna kiselina La.urir_lska Palmit%nska Ste'arir.lska O.lein_ska L?no}na
kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina
Pocetna brzina, umol min! g'! 16,6 17,5 19,4 23,3 24.0
Konverzija, % 6,1 8,4 9,6 19,3 21,2

Reakcioni uslovi: 50 °C, 1 mmol vitamina C, 1,5 mmol acil-donota, 100 mg Novozym®-a 435 1 5 mL #amil
alkohola.

U poslednje vreme sve veéa paznja istrazivaca usmerena je na primenu nezasi¢enih donora
acil-ostatka, s obzirom na njihovu vecu nutritivhu vrednost i potvrdena antioksidativna
svojstva. Rezultati studije u kojoj su kao acil-donori koriséeni etil-estri dokosaheksaenske
(DHA) i eikosapentaenske (EPA) kiseline (slika 2.10.b) pokazali su da se koris¢enjem
kiseline sa ve¢im brojem C atoma postizu visi prinosi u sintezi katalizovanoj komercijalnim
preparatom Novozym® 435 (43). Serija nezasi¢enih masnih kiselina - oleinska, linolna, a-
linolenska i p-linolenska, koris¢ena je u enzimskoj reakciji esterifikacije L-askorbinskom
kiselinom, pri ¢emu su nesto veci prinosi postignuti sa acil-donorima koji imaju dve
dvostruke veze (44). U istrazivanju u kome je Song sa saradnicima pratio tok sinteze
askorbil-linolata sa linolnom kiselinom i metil-linolatom kao donorima acil-grupe,
utvrdeno je da se vece pocetne brzine i konverzije postizu u slucaju koriSéenja aktiviranog
acil-donora (135). Upotrebom vinil-palmitata u reakciji transesterifikacije sa vitaminom C

postignuta je konverzija od gotovo 100 %, za razliku od reakcija sinteze u kojima je pod
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istim uslovima sa palmitinskom kiselinom i etil-palmitatom kao acil-donorima postignut
prinos od oko 20 % (50). Upotrebom metil-oleata, autori su pod istim ostalim reakcionim
uslovima postigli stepen konverzije 50 %. U istoj studiji, ispitana je i mogucnost kori§¢enja
triglicerida kao donora acil-ostatka, s obzirom na visoku cenu vinil-estara masnih kiselina
dugog lanca. Sa trioleinom su postignuti nesto visi prinosi nego sa tripalmitinom,
verovatno zbog bolje mesljivosti sa komponentama reakcione smese, 1 znatno bolji
rezultati nego sa maslinovim uljem. Askorbil-oleat je pokazao bolja emulgujuca svojstva od
askorbil-palmitata, a oba estra su imala nesto nizi kapacitet za vezivanje slobodnih radikala
od samog vitamina C. Utvrdeno je i da se, pored askorbil-estara, formiraju i mono- i
diacilgliceroli kao sporedni proizvodi koji poseduju emulgujuca svojstva, pa njihovo
uklanjanje iz reakcione smese nije neophodno. Viklund je sa saradnicima utvrdio da je
askorbil-oleat amorfniji i da ima znatno nizu tacku topljenja i manju entalpiju topljenja u
samim tim pokazao jace antioksidativno dejstvo (46).

U nekoliko studija ispitana je 1 moguénost koris¢enja ulja u reakcijama transesterifikacije sa
vitaminom C, u kojima se dobija smesa proizvoda ¢iji sastav zavisi od masnokiselinskog
sastava donora acil-ostataka. S obzirom na to da su ulja dostupne 1 jeftine sirovine, njithova
primena svakako pruza moguénost snizavanja cene citavog procesa. Burham je sa
saradnicima sa palminim uljem kao supstratom (slika 2.11.) postigao stepen konverzije do
75 % i koncentraciju proizvoda do 40 g L.'. Dobijena smesa askorbil-estara (oleat :
palmitat : stearat = 61 % : 30 % : 9 %) poseduje antioksidativhu aktivhost oko 10 puta
manju od askorbil-palmitata (48). U drugom istrazivanju, reakcija transesterifikacije
vitamina C i metil-estara kiselina dobijenih hidrolizom svinjske masti sastava C14:0 (1,5
%), C16:0 (26 %), C16:1 (2,5 %), C18:0 (13 %), C18:1 (45 %) i C18:2 (12 %) izvodena je u
medijumu sastavljenom iz smeSe rastvaraca i optimizovana metodom odzivnih povrsina i
centralnog kompozitnog plana, pri ¢emu je ostvarena konverzija od 69,18 % (120).
Askorbil-estri sintetisani su 1 u reakciji izmedu vitamina C i biodizela dobijenog iz sojinog 1
palminog ulja, katalizovanoj lipazom Novozym® 435 u acetonu (137). Pri koriséenju metil-
estara palminog ulja u reakciji transesterifikacije sa L-askorbinskom kiselinom, postignuta
je molarna konverzija od 62 %, pri ¢emu je smesa nastalih estara bila sledeceg sastava:
45,89 % palmitata, 42,59 % oleata 1 10,1 % linolata. Acilovanjem vitamina C metil-estrima
sojinog ulja, dobijen je prinos od 17 %. Proizvod je bio sastavljen iz smese askorbil-estara -

oleata, palmitata i linolata u odnosu 20,68 : 10,08 : 64,96.
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Slika 2.11. Dobijanje askorbil-estara masnih kiselina katalizovano lipazama koris¢enjem palminog

ulja kao donora acil-ostatka (48).

2.2.3.2.  Uticaj koncentracije i molskog odnosa supstrata na biosintezu askorbil-
estara karboksilnih kiselina

Odzivne veli¢ine - konverzija limitiraju¢eg supstrata (%) i finalna koncentracija proizvoda
(g L' ili mmol L") u velikoj meri zavise od koncentracije supstrata. Generalno, kako pri
koriS¢enju masnih kiselina, tako i pri upotrebi aktiviranih acil-donora, najbolji rezultati su
postizani kada je limitiraju¢i supstrat bio vitamin C, iako su optimumi varirali u $irokom
opsegu, pa su maksimalni prinosi ostvarivani pri visku acil-donora od 1:2 do 1:10. Efekat
molskog odnosa supstrata na tok enzimske sinteze estara vitamina C, ispitivan je od strane
nekoliko autora. Humeau je sa saradnicima medu prvima analizirao uticaj dodavanja viska
metil-palmitata (slika 2.12.) na pocetnu brzinu reakcije tj. aktivnost biokatalizatora 1 prinos
proizvoda tj. polozaj ravnoteze (138). Povecanje koncentracije hidrofobne komponente
(acil-donora) reakcione smeSe povecava log P (logaritam koeficijenta raspodele
nejonizovanog jedinjenja izmedu oktanola i vode) vrednost medijuma, kako u mikro- tako
1 u makrookruzenju enzima, i1 indukuje konformacione promene u molekulu lipaze, ¢ineci
njen aktivni centar lakSe dostupnim molekulima supstrata. Pri molskim odnosima iznad
1:9, autori su uocili pad pocetne brzine biosinteze, $to su objasnili otezavanjem pristupa
hidrofilne askorbinske kiseline aktivhom centru, s obzirom na interakcije velikih koli¢ina
metil-palmitata sa povrsinom enzima i hidrofobnim zidovima kanala aktivhog centra.
Ispitan je i1 uticaj viska donora acil-ostatka na proizvedenu kolicinu estra, pri ¢emu je
pokazano da se polozaj ravnoteze pomera ka transesterifikaciji sa povecanjem
koncentracije metil-palmitata. Maksimalan prinos od 19 g L' postignut je pri molskom
odnosu 1:9, pri ¢emu su blagi pad sa daljim porastom kolicine acil-donora u reakcionoj

smesi autori obrazlozili inhibicijom proizvodom. Da bi detaljnije razmotrili prirodu

31



interakcija koje CAL B cine aktivnijom u medijumima vece hidrofobnosti, autori su u
jednoj seriji eksperimenata deo viska metil-palmitata zamenili hidrofobnim rastvaracem
(dodekanom) tako da je log P medijuma bio konstantan. U reakcijama u kojima je molski
odnos supstrata bio nizak nisu uoceni nikakvi pozitivni efekti dodavanja dodekana, a doslo
je 1 do inaktivacije enzima. Zakljuceno je da, i pored nesumnjivog znacaja hidrofobnosti
medijuma koji okruzuje lipazu u formiranju i stabilizovanju njene aktivne forme, log P
vrednost reakcione smese nije presudan parametar za postizanje veéih pocetnih brzina. Po
svemu sudedi, klju¢nu ulogu u ovom procesu igra formiranje odgovarajucih veza
specifi¢cnih za odredene supstrate izmedu hidrofobnog medijuma i enzima. Takode je 1
Lerin sa saradnicima, koriste¢i metodu odzivnih povrsina i centralni kompozitni plan

odredio da je molski odnos vitamina C prema palmitinskoj kiselini od 1:9 optimalan (45).
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Slika 2.12. Uticaj viska donora acil-ostatka na pocetnu brzinu reakcije (a) 1 prinos askorbil-palmitata

(b) u transesterifikaciji vitamina C i metil-palmitata katalizovanoj lipazom (138).

Pri optimizaciji molskog odnosa askorbinske kiseline prema metil-oleatu, u studiji
posvecenoj biosintezi askorbil-oleata ustanovljeno je da povecanje sadrzaja acil-donora do
odnosa 1:4 dovodi do naglog, a preko toga do neznatnog porasta stepena konverzije (139).
U radu, ciji je cilj takode bio odredivanje optimalnih reakcionih uslova za enzimsko
dobijanje askorbil-oleata, utvrdeno je da povecanje koncentracije oleinske kiseline kao acil-
donora do 250 mM (sadrzaj vitamina C je bio konstantan - 150 mM) dovodi do povecanja
pocetne brzine i prinosa reakcije (125). Nasuprot tome, Viklund 1 sar. su konverziju od 87
% postigli sa viskom vitamina C (molski odnos oleinske prema askorbinskoj kiselini 1:2) u
slucaju sinteze askorbil-oleata, dok je sa palmitinskom kiselinom kao acil-donorom stepen
konverzije bio 86 % kada je u visku bio acil-donor (molski odnos askorbinske prema

palmitinskoj kiselini 1:2) (46). Askorbil-oleat je, pri tom, pokazao snaznije antioksidativne
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efekte od askorbil-palmitata, $to je verovatno posledica njegove bolje rastvorljivosti u
uljima.

U vedini istrazivanja u kojima je cilj bilo maksimizovanje stepena konverzije, koriséena je
niza koncentracija (do 0,1 M) (46, 139, 140), dok je u slucajevima kada je izlazna veli¢ina
bio prinos proizvoda, bila upotrebljavana veca koli¢ina vitamina C u polaznoj reakcionoj
smesi (48, 125, 138). Sto se tice uticaja primenjene koncentracije vitamina C kao
limitirajuéeg supstrata, samo je nekoliko autora ovaj parametar optimizovalo (44, 131, 141).
U studiji posveéenoj optimizaciji enzimske sinteze askorbil-benzoata u cikloheksanonu
metodom odzivnih povrsina i centralnog kompozitnog dizajna, maksimalna konverzija
postignuta je pri koncentraciji supstrata (ekvimolarni odnos vitamina C 1 benzoeve kiseline)
od 0,1031 M (141). Kuvabara (Kuwabara) 1 sar. su ispitivali uticaj koncentracije L-
askorbinske kiseline na ravnoteznu koncentraciju askorbil-oleata pri molskom odnosu
supstrata u opsegu 1:1 - 1:7,5 (vitamin C : oleinska kiselina) (44). Ustanovljeno je da pri
molskom odnosu 1:1 prinos estra linearno raste pri povecanju koncentracije vitamina C u
c¢itavom ispitivanom opsegu (25-200 mM), dok je pri ostalim molskim odnosima linearna
zavisnost postojala kada je koncentracija L-askorbinske kiseline bila niza, ali je sa daljim
povecanjem rast prinosa postajao znatno manji. Autori su ovu pojavu objasnili
ogranicenom rastvorljivoscéu vitamina C u acetonu na 50 °C, tako da je pri njegovim visim
koncentracijama samo u potpunosti rastvorena koli¢ina mogla proreagovati. Jang (Yang) je
sa kolegama pri ispitivanju efekta pocetne koncentracije vitamina C na prinos askorbil-
estra konjugovane linolne kiseline u #butanolu maksimalnu koncentraciju proizvoda

postigao pri najvecoj primenjenoj vrednosti — 0,28 M vitamina C (131).

2.2.3.3. Uticaj vrste 1 koncentracije lipaze na biosintezu askorbil-estara karboksilnih
kiselina

Lipaze koje su do sada pokazale aktivhost u reakciji sinteze L-askorbil-estara su
malobrojne, a u upotrebi su uglavnom skupi komercijalni imobilisani preparati. Kao sto je
ve¢ navedeno u poglavlju 2.2.1., uspesno su primenjivane mikrobne lipaze sledecih
producenata: C. antarctica, lipaza B (43-46) i A (47), R. miehei (48, 49), T. lanuginosus (50-52),
Bacillus stearothermophilus SB-1 (53), Burkholderia multivorans (54) 1 Burkholderia cepacia RGP-10
(47, 55). U narednom poglavlju ¢e biti navedeni primeri istrazivanja u kojima su neki od
nabrojanih enzima uporedivani sa aspekta svoje kataliticke aktivnosti 1 stabilnosti, kao i

rezultati istrazivanja u kojima je optimizovana kolicina biokatalizatora. Ukratko e biti
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prikazani 1 rezultati ostvareni kada su koris¢eni nekomercijalni preparati koji su se pokazali
kao efikasni biokatalizatori u reakcijama sinteze L-askorbil-estara karboksilnih kiselina.

Burham 1 sar. ispitali su uticaj vrste i koncentracije lipaze na reakciju transesterifikacije
palminog ulja i vitamina C u #amil alkoholu. Utvrdeno je da je redosled aktivnosti
upotrebljenih komercijalnih enzimskih preparata sledeéi: Novozym® 435 > Lipozyme® TL-
IM > Lipozyme® RM-IM i da je optimalni sadrzaj lipaze sa aspekta koncentracije
proizvoda, 12 %(w/v) (izrazeno na masu supstrata) (48). Enzimi Lipozyme® TL-IM i
Novozym® 435 uporedeni su kao biokatalizatori u reakciji transestrifikacije vitamina C i
triglicerida (50). Lipozyme® TL-IM je, i pored toga $to su pri njegovom koriséenju
postignuti nesto nizi prinosi, okarakterisan kao enzim koji proces ¢ini ekonomicnijim, s

obzirom na deset puta nizu cenu, i zato je pri daljoj optimizaciji procesnih parametara
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Slika 2.13. Upotreba lipaze Chirazyme® 1-2 C2 u konsekutivnim reakcionim ciklusima biosinteze

askorbil-oleata: (a) - u organskom rastvaracu (139); (b) - u jonskoj tecnosti (142).

U istrazivanju posvecenom biosintezi askorbil-oleata upotrebliena je lipaza iz Candida
antarctica tipa A imobilisana na nosa¢ tipa 1 (Chirazyme® 1.-5; C1) i tipa B imobilisana na
nosace tipa 1, 2 i 3 (Chirazyme® 1.-2; C1, C2 i C3) i Novozym® 435, kao i sirova lipaza
istog producenta (139). Znacajno bolji rezultati postignuti su kada je koris¢en izoenzim B u
odnosu na one dobijene sa izoenzimom A (10-20 % vece konverzije), a prinosi su u tom
slucaju bili za 10-15 % visi 1 od onih postignutih sa sirovim enzimskim preparatom. Za
enzim koji je koriséen u daljim eksperimentima, Chirazyme® 1.-2 C2, upotrebom u
konsekutivnim reakcionim ciklusima, odredena je operativna stabilnost — poluzivot

imobilizovanog preparata iznosio je deset dana (slika 2.13.a). U studiji u kojoj je
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upotrebljen isti komercijalni enzimski preparat, jonska te¢nost [Bmim|[BF4] koris¢ena kao
reakcioni medijum i parovi hidrata soli dodavani u cilju kontrole sadrzaja vode, takode je
ispitivana operativna stabilnost lipaze (142). Biokatalizator je korisc¢en u 16 konsekutivnih
reakcionih ciklusa i ustanovljeno je da proces inaktivacije sledi kinetiku prvog reda (slika
2.13.b).

Lerin je sa saradnicima pri optimizaciji enzimske sinteze askorbil-palmitata varirao
koncentraciju biokatalizatora (Novozym® 435) u opsegu od 1 do 20 %(w/v) (izrazeno
prema koncentraciji supstrata), pri ¢emu su maksimalne vrednosti konverzije i pocetne
brzine postignute sa 15 %(w/v) lipaze (45). Pad prinosa pri daljem povecanju sadrzaja
enzima u reakcionoj smesi objasnjen je pojavom agregata koji aktivni centar enzima cine
teze dostupnim molekulima supstrata. Slican rezultat je u svojoj studiji posvecenoj
biosintezi askorbil-linolata dobio i Song sa kolegama - vreme za koje je postizana
ravnoteza opadalo je sa porastom koncentracije enzima do 80 g L., dok je dalje povecanje
sadrzaja lipaze dovelo do pada pocetne brzine reakcije (125).

Kada je izuzetno termostabilna lipaza producenta B. stearothemophilus imobilisana na
Accurel®, ostvaren je prinos askorbil-palmitata od 97 % nakon pola sata u sistemu bez
rastvaraca na 100 °C (53). Iako su pod ovakvim uslovima termalna inaktivacija lipaze i
degradiranje vitamina C bili ocekivani, autori su prijavili da se u 5 konsekutivnih reakcionih
ciklusa aktivnost imobilisanog enzima zanemarljivo menja. Kao drugi potencijalni
nekomercijalni katalizator za biosintezu askorbil-palmitata prijavljena je liofilizovana lipaza
iz B. cepacia oblozena slojem nejonskog surfaktanta — propilenglikol-monostearata koja je
pokazala povecanje aktivhosti u odnosu na slobodnu lipazu dovodec¢i do skoka stepena
konverzije sa samo 6 na 47 % (55). Lipaza iz B. multivorans imobilisana na neutralni
aluminijum-oksid je uspesno primenjena u sintezi askorbil-estara masnih kiselina u sistemu
bez rastvaraca pod dejstvom mikrotalasa (54). Nedavno je grupa autora testirala razlicite
nosace: Duolite”, Lewatit™ 1600 i Lewatit® Gx 105, za imobilizaciju CAL B, TLL i RML u
cilju primene u sintezi L-askorbil-estara transesterifikacijom vitamina C i maslinovog ulja
(129). Najvisi prinos je ostvaren kada je Novozym® 435 oblozen sa PEI-om (polietilen
imin). Medu imobilisanim preparatima TLL, nejefikasniji je bio enzim vezan za Duolite” i
oblozen sa PEI-om, dok nijedan preparat imobilisane RML nije pokazao

transeterifikacionu aktivnost.
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2.2.3.4. Uticaj reakcione sredine na biosintezu askorbil-estara karboksilnih kiselina

U biokatalizovanom procesu sinteze askorbil-estara masnih kiselina razlika u rastvorljivosti
supstrata suzava izbor pogodnog reakcionog medijuma na mali broj organskih rastvaraca,
jonske tecnosti 1 nadkriticne fluide. U biosintezama estara se uglavnom koriste organski
rastvaraci sa visokim log P vrednostima, medutim hidrofilni karakter askorbinske kiseline
¢ini ith nepogodnom reakcionom sredinom za dobijanje estara vitamina C i masnih kiselina
(126, 143, 144). Pored znacaja za rastvorljivost komponenata reakcione smese i prenos
mase u sistemu, izbor organskog rastvaraca utice i na kataliticku aktivnost enzima, s
obzirom na to da razliciti medijumi imaju razlicitu sklonost ka narusavanju esencijalnog
monomolekulskog sloja vode koji okruzuje imobilisanu lipazu (145). U dostupnoj literaturi
je najzastupljenija upotreba tercijarnih alkohola (#butanol — log P = 0,58 i #~amil alkohol —
log P = 1,15) u ovu svrhu. Veliki broj autora prijavljuje dobre rezultate u acetonu (log P =
-0,21) koji zbog GRAS statusa, niske cene i velike ispatljivosti privlaci sve vecu paznju (44,
137, 139, 146). U acetonitrilu ¢iji je log P jos negativniji (-0,394) uspesno je sintetisan
askorbil-laurat (140). Utvrdeno je i da dodavanje hidrofobnog rastvaraca umesto jednog
dela viska acil-donora, dovodi do smanjenja prinosa (138).

Lerin 1 sar. su ispitali moguénost biosinteze askorbil-palmitata u seriji organskih rastvaraca
(etanol — log P = -0,24, 2-propanol — log P = 0,05, #-propanol — log P = 0,25, #butanol —
log P = 0,8 i petrol-etar — log P = 3,2) (45). Proizvod je detektovan samo u slucaju
koriS¢enja ~butanola. Autori su izostanak reakcije u rastvaracima vece polarnosti pripisali
“odvodenju” vode esencijalne za odrzavanje aktivhe konformacije koris¢enih enzima.
Grupa autora je zadovoljavajuce prinose pri biosintezi I-askorbil-benzoata postigla
koriste¢i cikloheksanon (log P = 0,96) i aceton (log P = -0,23) kao rastvarace (141).
Najopsezniju studiju posveéenu izboru pogodnog rastvaraca koji bi bio koris¢en za
enzimsku sintezu askorbil-estra oleinske kiseline, sproveli su Song i Vei (Wei) (125). Oni su
medu osam ispitanih rastvaraca (etanol — log P = -0,24, tetrahidrofuran — log P = 0,49,
piridin — log P = 0,71, butanol — log P = 0,8, #amil alkohol — log P = 1,15, heksanol — log
P = 1,8, oktanol — log P = 2,9 1 heksan — log P = 3,5) askorbil-oleat detektovali samo u
slucaju upotrebe #amil alkohola. Kada su metil-estri masnih kiselina iz svinjske masti bili
koriséeni kao donori acil-ostataka u reakciji sinteze askorbil-estara katalizovanoj
imobilisanom lipazom, smese sastavljene iz razlicitth udela po dva rastvaraca (jedan sa
nizim, jedan sa visim log P), bile su upotrebljene kao reakcioni medijumi (126). Medu 54

eksperimenta u kojima je koriS¢enjem acetona, #butanola, #pentanola, #-heksana, #-
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heptana i izooktana ostvaren gradijent polarnosti reakcione sredine u Sirokom opsegu,
najveca konverzija — 31,6 %, postignuta je u medijumu sastavljenom iz 30 % #pentanola i
70 % izooktana. U nedavno objavljenoj studiji je kao optimalan medijum za biosintezu -
askorbil-undecilenata navedena smesa #butanola i 2-metiltetrahidrofurana dobijenog iz
biomase (1:4, v/v). U poredenju sa najcesce koriséenim rastvaracima (#butanolom, #amil-
alkoholom i acetonom), pored najvece rastvorljivosti supstrata, ovaj medijum je obezbedio
1 uslove maksimalne aktivnosti i stabilnosti enzima, $to je potkrepljeno cinjenicom da je
doslo do sniZavanja energije aktivacije (sa 38,1-39,1 na 26,6 k] mol") i da je kataliticka

aktivnost enzima u takvim uslovima poboljsana (1, /K, sa 1,3-1,4 h" do 8,4 h') (147).
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Slika 2.14. Biosinteza askorbil-estara u jonskim tecnostima: (a) strukture jonskih te¢nosti; (b)

biosinteza askorbil-oleata.

Alternativni  rastvaraci, kao §$to su nadkriticni fluidi (NKF) 1 jonske tec¢nosti (JT),
predstavljaju potencijalno pogodnu zamenu za organske rastvarace, ali u slucaju njihove
upotrebe cena procesa znacajno raste (14, 148). Jonske tec¢nosti su neisparljive supstance
koje dobro rastvaraju jedinjenja razlicite hidrofobnosti. Omogucavaju rad na visim
temperaturama i uklanjanje proizvoda vakuumom, pa je moguce ostvariti vece prinose cak

1 pri ekvimolarnim uslovima. Mogu se lako podesiti njihove osobine, a postoji i moguénost
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ponovnog koriS¢enja. Netoksicne su, a njihova primena proces u kome se koriste cini
“zelenim”, ekoloski prihvatljivim. Sa druge strane, problemi koji ogranic¢avaju njihovu siru
upotrebu vezani su za nepouzdanost metoda primenjivanih za odredivanje toksicnosti,
mogucnost inaktivacije enzima, kao i visoke cene (149). U biokatalizovanim reakcijama
koriste se kao monofazni ili dvofazni (JT/otrganski rastvara¢, JT/NKF, JT/H,O) sistemi
(14). Nekoliko autora je upotrebilo jonske tecnosti u sintezi askorbil-estara masnih kiselina
katalizovanoj  lipazom.  1-butil-3-metilimidazolijum-tetrafluoroborat  ([Bmim][BF4]),
metiltrioktilamonijum-triflouroacetat (JTOMA]|TFA]), 1-(1-metilpropil)-3-
metilimidazolijum-tetrafluoroborat ([sBmim][BF4]) i 1-(1-metil butil)-3-metilimidazolijjum-
tetrafluoroborat ([2Pentmim][BF4]) su do sada uspesno primenjeni (128, 131, 142). Park i
saradnici su medu testiranim JT (slika 2.14.2) najve¢u molarnu konverziju (43 %) postigli u
[sBmim][BF4], a zatim je u sintetisanom [2Pentmim]|[BF4] koji poseduje jedan C atom
vise, 1 u kome je rastvotljivost palmitinske kiseline bila veca, postignut dalji rast prinosa
askorbil-palmitata (74 %) (128). Autori su naveli da je primenom jonskih te¢nosti umesto
polarnih organskih rastvaraca ostvareno nekoliko prednosti: umanjena je inaktivacija CAL
B, eliminisana je toksi¢nost povezana sa upotrebom isparljivih organskih jedinjenja, a
izvodenjem reakcije pod vakuumom izbegnuta je potreba za koris¢enjem masnih kiselina u
visku ili aktiviranih acil-donora. Medutim, primecena je inhibicija proizvodom, izazvana
njegovom precipitacijom na cesticama biokatalizatora, pa je ipak u cilju postizanja visih
prinosa dodavano 20 % hidrofobnog aditiva u reakcionu smesu. Druga grupa autora je u
reakciji izvodenoj u [Bmim]|[BF4], pri kontrolisanoj aktivnosti vode 0,3 (primenom para
Nal-2H,0O/Nal), dobila prinos od 72 % askorbil-oleata (slika 2.14.b) (142). Jang sa
kolegama je promenom reakcionog medijuma od organskog rastvaraca do jonske te¢nosti
([TOMA][TFA]) u sintezi askorbil-estara konjugovane linolne kiseline katalizovanoj
Novozym®-om 435 ostvario povecanje prinosa sa 35 g L' na 150 g L' (131). U tom
slu¢aju bio je mogué¢ rad na visoj temperaturi (sa 55 na 70 °C) i primena vecih
koncentracija vitamina C usled pobolj$ane rastvorljivosti.

Pored upotrebe jednog od supstrata u visku, uklanjanje sporednih produkata iz reakcione
smese je takode pouzdan nacin za pomeranje polozaja ravnoteze prema formiranju estra.
Kada se kao acil-donori u sintezi L-askorbil-estara primenjuju masne kiseline, veée
ravnotezne koncentracije proizvoda mogu se dobiti uklanjanjem inicijalno prisutne ili
nastale vode iz reakcione smese. Medutim, vodeni sloj koji okruzuje molekul enzima, bitan

je za ocuvanje njegove kataliticke aktivnosti. Pocetna aktivhost vode uglavnhom je, od
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strane vedine autora, podesavana uravnotezavanjem reakcione smese i enzima pre reakcije
u prisustvu vodene pare zasicenih rastvora soli poznate aktivnosti vode (a,) (138, 139, 142).
Najbolji rezultati postizani su pri najmanjim pocetnim aktivnostima vode (LiBr - a,=0,07,
LiCl - a,=0,11). S obzirom na to da je voda sporedni proizvod reakcije esterifikacije
vitamina C i masnih kiselina, kontrola njenog sadrzaja u reakcionom medijumu predstavlja
jedan od nacina za povecéanje ravnotezne koncentracije estra. Odvodenje iz reakcione
smese, vode nastale u toku reakcije esterifikacije, kao i metanola nastalog
transesterifikacijom vitamina C i metil-estara masnih kiselina, moze se efikasno vrsiti
dodavanjem molekulskih sita velicine pora od 0,3 do 0,5 nm na pocetku ili u toku reakcije,
medutim na taj nacin dolazi do smanjenja ukupnog prostornog prinosa procesa (44, 148).
Takode je primenjivana 1 inkubacija komponenata reakcione smese sa molekulskim sitima

neposredno pre reakcije.
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Slika 2.15. Uticaj pocetne aktivnosti vode reakcionog medijuma i enzima: (a) - na pocetnu brzinu

reakcije; (b) - na ravnoteznu koncentraciju askorbil-palmitata (138).

Grupa autora je ispitala uticaj pocetne aktivnosti vode (a, varirana u opsegu 0,07-0,97) na
kataliticku aktivnost lipaze 1 na ravnoteznu koncentraciju proizvedenog askorbil-palmitata
u reakciji transesterifikacije izmedu vitamina C 1 metil-palmitata u #amil alkoholu (138).
Podesavanje a, vrseno je prema metodi koju su opisali Goderis i njegovi saradnici
uravnotezavanjem rastvorenih reaktanata i enzimskog preparata u odvojenim sudovima u
toku 10 dana na 25 °C u prisustvu pare zasi¢enih vodenih rastvora soli poznatih aktivnosti
vode (K,Cr,0, (a,=0,97), NaCl (a,=0,75), Mg(NO,), (a,=0,55), K,CO; (a,=0,43), MgCl,
(a,=0,33), KAc (a,=0,25), LiCl (a,=0,12) i LiBr (a,=0,07)). U “najsuvljem” medijumu
postignute su maksimalne vrednosti pocetne brzine, kao i prinosa (slika 2.15.). Navedeno
je nekoliko razloga koji su mogli biti uzroci pada pocetne brzine reakcije sa povecanjem

pocetne aktivnosti vode: nemogucnost dolazenja liposolubilnog acil-donora do povrsine
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nosaca kroz deblji sloj vode koji ga okruzuje, stvaranje agregata cestica imobilizata pri
vedim aktivnostima vode 1 favorizovanje reakcija u suprotnom smeru (hidroliza i
alkoholiza) pri ¢emu molekuli vode ucestvuju kao reaktanti. HPLC (high performance
liquid chromatography — tecna hromatografija visokih performansi) analize reakcione
smese su posluzile kao potpora trecoj pretpostavci, s obzirom na to da su autori uocili
formiranje palmitinske kiseline. Iz istog razloga, najveéa ravnotezna koncentracija askorbil-
palmitata dobijena je u medijumu sa najnizom pocetnom aktivnos¢u vode.

U istrazivanju ciji je cilj bila biosinteza askorbil-estara palmitinske i oleinske kiseline,
isprobane su tri strategije kontrole sadrzaja vode u reakcionom medijumu —
uravnotezavanje zasicenim rastvorima soli (LiCl i MgCl,) poznate aktivnosti vode, difuzija
vode kroz silikonske cevi sa cirkulacijom zasi¢enih rastvora soli i dodavanje molekulskih
sita (46). Za prva dva metoda autori su utvrdili da su nepogodni, s obzirom na to da je u
oba slucaja doslo do reagovanja rastvaraca (#amil alkohola) sa solima. Kada su koris¢ena
molekulska sita, dobijen je rastvara¢ sa sadrzajem vode od 13 ppm, ali je proces trajao
dugo. Da bi se osigurala niska koncentracija vode u medijumu u toku reakcije, vriena je

izmena sita.

2.2.3.5.  Uticaj temperature na biosintezu askorbil-estara karboksilnih kiselina

Temperatura ima znacajan uticaj na stabilnost 1 aktivhost enzima, ali i na konstantu
ravnoteze reakcije biosinteze askorbil-estara masnih kiselina (125). Tipicne radne
temperature kretale su se izmedu 40 i 70 °C, ali kada su sprovodene detaljnije optimizacije,
uglavnom su se optimumi kretali od 55 do 65 °C. Relativno visoki temperaturni optimumi
ne iznenaduju, s obzirom na to da lipaza tipa B producenta C. antarctica, koja je najcesce
koris¢eni biokatalizator, spada u red lipaza sa visokim temperaturnim optimumom — ovaj
enzim zadrzava visoku aktivnost na temperaturama do 70 °C (10).

Pri ispitivanju uticaja temperature na enzimsku sintezu askorbil-oleata u #amil alkoholu
temperatura je varirana u opsegu 40-70 °C i utvrdeno je da je optimum sa aspekta pocetne
brzine 60 °C, dok je maksimalan prinos proizvoda nakon 24 h postignut na 55 °C (125). U
istrazivanju posvecenom optimizaciji biokatalizovane sinteze askorbil-palmitata u #
butanolu, na osnovu statistickog modela (RSM i CCRD — central composite rotatable
design) u ispitivanom opsegu temperatura 40-70 °C, najvedi prinos proizvoda postignut je
na 70 °C (45). Nasuprot tome, pti optimizaciji reakcionih uslova za biosintezu L-askorbil-

laurata u acetonitrilu kao reakcionom medijumu metodom odzivnih povrsina, maksimalna
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molarna konverzija limitirajueg supstrata dobijena je na 30,6 °C (ispitivan je opseg od 25
do 65 °C) (140). Na ekstremno visokoj temperaturi - 100 °C, sintetisan je askorbil-palmitat
u sistemu bez rastvaraca u reakciji katalizovanoj izuzetno termostabilnom lipazom
producenta B. stearothemophilus (53). Ovako velike razlike u vrednostima temperaturnih
optimuma utvrdenim u nekoliko istrazivanja verovatno su uzrokovane interaktivnim
uticajem supstrata, proizvoda i organskog rastvaraca, ali 1 primenjene lipaze na tok reakcije.
S obzirom na osobine kori$éenih lipaza uglavnom je isparljivost rastvaraca, a ne stabilnost

biokatalizatora bila limitirajuci faktor za rad na jos visim temperaturama.

2.2.4. Enzimska sinteza L-askorbil-estara karboksilnih kiselina u protocnim
sistemima

Iako je najveci broj istrazivanja posvecenih enzimskoj sintezi estara vitamina C i masnih
kiselina izvoden u Sarznim sistemima, nekoliko autora je ispitalo i moguénost njihovog
dobijanja u protocnim reaktorskim sistemima. U daljem tekstu ¢e stoga biti navedeni
primeri primenjenih konfiguracija i rezultati koji su na taj nacin ostvareni.
Grupa autora je u kontinualnim sistemima, 1 to sa pakovanim slojem i mehani¢kim
mesanjem, sintetisala seriju askorbil-estara zasicenih i nezasicenih masnih kiselina(47, 148).
Moguénost proizvodnje askorbil-estara kaprinske, laurinske 1 miristinske kiseline ispitana je
u protocnom reaktoru sa mesSanjem cija je konfiguracija predstavljena na slici 2.16.a.
Koli¢ina od 3 g biokatalizatora (Chirazyme® 1.-2 C2) smestana je u mrezastu korpu od
nerdajuceg celika visine 78 mm i pre¢nika 68 mm sa otvorima veli¢ine 0,2 mm, uronjenu u
reaktor visine 90 mm 1 precnika 85 mm. U reaktor je upumpavana napojna smesa
sastavljena iz 200 mmol kiseline po litru acetona, pri ¢emu je zapremina smese koja se u
svakom trenutku nalazila u reaktoru iznosila 350 mL. Sistem je termostatiran na 50 °C.
Inicijalna kolicina od 40 g vitamina C je takode dodavana u reaktor, pri cemu je svakog
narednog dana rada dodavano po 20 g u cilju nadoknadivanja kolic¢ine koja je proreagovala
1 one koja se rastvorila i napustila sistem sa efluentom. Ustanovljeno je da koncentracija
sva tri estra raste sa povecanjem vremena zadrzavanja, pa je kao optimalan usvojen protok
napojne smese od 2 mL min" pri kome je vreme zadrzavanja bilo 175 min (slika 2.16.b). U
toku 5 dana ostvarena je produktivnost askorbil-laurata od 60 grama po litru reaktora i
danu, nakon cega je, koriscenjem iste kolicine enzima, dobijena slicnha produktivnost

kaprinata i miristata, pri cemu su ove dve sinteze trajale po 3 dana. Autori su zakljucili da
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primenjeni biokatalizator pokazuje zadovoljavajucu stabilnost pod prethodno opisanim

procesnim uslovima u toku 11 dana rada (47).
@
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Slika 2.16. (a) Sematski prikaz reaktorskog sistema za kontinualnu proizvodnju acil-askorbata: 1 —
rezervoar sa napojnom smesom, 2 — pumpa, 3 — reaktor, 4 — korpa sa imobilisanom lipazom
Chirazyme® -2 C2, 5 — poklopac, 6 — vodeno kupatilo, 7 — magnetna mesalica, 8 — rezetrvoar sa
efluentom; (b) Odnos vremena zadrzavanja 1 koncentracije askorbil-kaprinata (O), -laurata (O) 1 -

miristata (A) (47).

U narednoj publikaciji autori su u bioreaktoru sa pakovanim slojem, pored zasicenih, za
esterifikaciju vitamina C koristili 1 nezasicene acil-donore — oleinsku, linolnu i arahidonsku
kiselinu. Sistem je bio sastavljen iz dve redno vezane kolone (slika 2.17.a) spojene preko
cevi unutrasnjeg precnika 0,8 mm. U prvu, cilindricnu staklenu kolonu dimenzija 15010
mm, napakovano je 40 g L-askorbinske kiseline, dok se u drugoj koloni od nerdajuceg
celika dimenzija 150X4,6 mm nalazio pakovani sloj cestica imobilisanog enzima (1,5 g).
Napojna smesa sastavljena iz 200 mmol kiseline po litru acetona, zagrevana je na 50 °C i
upumpavana u sistem protokom od 0,5 mL min’', tako da je odgovarajuce vreme
zadrzavanja iznosilo 5 minuta. U ovakvom rezimu, u reaktorski sistem je kontinualno u
toku 11 dana uvoden rastvor acil-donora u acetonu, i to arahidonske kiseline — 1 dan i
ostalih po 2 dana. Pri ovim uslovima je postignut prinos od 14-17 mmol L' 4.
produktivnost od 1,6 do 1,9 kg L. reaktora i danu, pri ¢emu su nizi prinosi sa nezasiéenim
donorima acil-ostatka pripisani njthovoj manjoj cistoéi (slika 2.17.b). Autori su takode
istakli da su postigli produktivnost znatno vecu od one ostvarene u acilovanju eritritola i

manoze koris¢enjem reaktora sa pakovanim slojem (148).
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Slika 2.17. (a) Sematski prikaz reaktorskog sistema za kontinualnu proizvodnju acil-askorbata: 1 —
rezervoar sa napojnom smesom, 2 — pumpa, 3 — kalem za predgrevanje, 4 — kolona sa L-
askorbinskom kiselinom, 5 — kolona sa imobilisanom lipazom Chirazyme® 1-2 C2, 6 —
termoregulaciona komora, 7 — rezervoar sa efluentom; (b) Odnos vremena zadrzavanja i
koncentracije askorbil-estara i pad koncentracije proizvoda sa porastom stepena nezasicenosti acil-

donora (148).

U bioreaktoru sa pakovanim slojem komercijalnog enzimskog preparata Novozym® 435
redno vezanim sa kolonom u koju su napakovana molekulska sita sintetisana je smesa L-
askorbil-estara u reakciji sa svinjskom mascéu (150). Kao rastvara¢ je koriscen ramil
alkohol, a reakcioni parametri (radni protok, temperatura 1 molski odnos supstrata) su
optimizovani primenom RSM-a i CCRD-a. Prinos od 50,5 % ostvaren je ne temperaturi
od 56,44 °C, molskom odnosu od 1:2,24 i protoku od 1,07 mL min"'. Pad prinosa na visim
temperaturama 1 pri velikim protocima pripisan je termalnoj denaturaciji enzima, odnosno
prekratkom vremenu kontakta izmedu lipaze i supstrata, kao i povecanom delovanju
smicajnih napona koji dovode do narusavanja trodimenzionalne strukture molekula
biokatalizatora. Aktivnost Novozym®-a 435 bila je neumanjena nakon prva tri reakciona
ciklusa (ukupno oko 90 h), nakon cega je doslo do naglog pada (38,4 % posle petog
ciklusa). S obzirom na dobru rastvorljivost glicerola u #amil alkoholu cije talozenje na
Cesticama biokatalizatora u hidrofobnim medijumima ili sistemima bez rastvaraca obi¢no
dovodi do male operativne stabilnosti, rezultati koji ukazuju na brzu inaktivaciju lipaze u
odnosu na literaturne podatke koji se odnose na isti enzimski preparat 1 isti rastvarac, nisu
do kraja razjasnjeni. Antioksidativna aktivnost smese estara, merena preko kapaciteta za

vezivanje superoksid-anjona i hidroksil-radikala, bila je slicna komercijalnom askorbil-
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palmitatu i nesto ve¢a od TBHQ. Kada je ispitivano zastitno dejstvo istih jedinjenja protiv
oksidacije svinjske masti i sojinog ulja, TBHQ je pokazao nesto bolje efekte od cistog L-

askorbil-palmitata i ispitivane smese estara.
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2.3.  Kinetika bisupstratnih enzimskih reakcija

Enzimska kinetika proucava efekat razlicitth faktora: koncentracije enzima, supstrata i
proizvoda, pH, temperature itd., na brzinu enzimske reakcije. Osnovni cilj ovakve analize
je definisanje zakona brzine reakcije na osnovu koga se moze odrediti vreme odigravanja
reakcije 1 prinos pod definisanim uslovima, $to omogucéava projektovanje enzimskih
reaktora i optimizaciju enzimskih procesa (20). Sinteza estara katalizovana lipazama spada
u bisupstratne reakcije. Klilend (Cleland) je bisupstratne reakcije klasifikovao u dve velike
kategorije — sekvencijalne i ping-pong (151). Kod reakcija koje se odigravaju prema
sekvencijalnom mehanizmu, svi supstrati se vezuju za enzim pre oslobadanja proizvoda,
pri ¢emu se supstrati mogu vezivati uvek istim ili nasumicnim redosledom. Ukoliko se
reakcija odigrava prema ping-pong mehanizmu, dolazi do otpustanja najmanje jednog
proizvoda pre nego $to se svi supstrati vezu za molekul enzima. Sematski prikaz vezivanja
supstrata i otpustanja proizvoda u dvosupstratnim reakcijama koje se odvijaju prema

nabrojanim mehanizmima dat je na slici 2.18.

A B P Q
E EA EAB EQ E
EPQ
(a)

(b)
A P B Q
E EA F FB E
FP EQ
(c)

Slika 2.18. Sematski prikaz vezivanja supstrata i otpustanja proizvoda u dvosupstratnim reakcijama
koje se odvijaju prema: (a) — sekvencijalnom mehanizmu sa pravilnim redosledom vezivanja
supstrata, (b) — sekvencijalnom mehanizmu sa nasumic¢nim redosledom vezivanja supstrata i (c) —

ping-pong mehanizmu (16).
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Sinteze estara katalizovane lipazama su bisupstratne reakcije u kojima nastaju dva
proizvoda — bi-bi reakcije koje se mogu odvijati po bilo kom od opisanih mehanizama.
Ukoliko se pri izvodenju eksperimenata koncentracija jednog supstrata odrzava
konstantnom, svi ovi slozeni kineticki modeli svode se na oblik Mihaelis-Mentenove
jednacine.

Sekvencijalne bi-bi reakcije sa pravilnim redosledom vezivanja supstrata
A

Keat
E+A EA+B =—/—= EAB —8 E+P+Q

Ovo su reakcije kod kojih se od dva supstrata uvek za aktivni centar enzima prvo vezuje
supstrat A, a tek nakon toga supstrat B uz nastajanje ternarnog kompleksa EAB. Kineticki
model se izvodi uz pretpostavku o brzom stupnju pri vezivanju jednog od supstrata i
pretpostavku o stacionarnom stanju koncentracije kompleksa EAB, i ima sledeci oblik:

_ Vinax[Al[B]
~ KAKAB + KAB[A] + [A][B]

v

Sekvencijalne bi-bi reakcije sa nasumi¢nim vezivanjem supstrata

A

K

E+A
+

i

EAB —2=> E+P+Q

EB+A

Reakcije ovog tipa se odvijaju tako $to se oba supstrata vezuju za enzim pre otpustanja
fjednog proizvoda, a supstrati se ne vezuju uvek istim redosledom. Pri izvodenju
kinetickog modela primenjuju se iste pretpostavke kao i u slucaju reakcija sa pravilnim

redosledom vezivanja i na taj nacin se dolazi do sledeceg oblika:

_ Vinax[A][B]
" KZKAB + KAB[A] + KPA[B] + [A][B]

Ping-pong bi-bi mehanizam

v

k K Ka
E+A —K"—- EA —=> E'+B —= EB M E.gq
A -3

46



Kod reakcija koje se odvijaju prema ovom mehanizmu, najpre se supstrat A vezuje za
enzim formirajuci kompleks EA. Nakon toga dolazi do otpustanja proizvoda P. Zatim se
za aktivni centar vezuje supstrat B uz nastajanje kompleksa E'B, koji se razlaze na drugi
proizvod — Q 1 slobodan enzim — E. U ovom slucaju izostaje formiranje ternarnog

kompleksa.

B Vinax[Al[B]
 KE[A] + akA[B] + [Al[B]

k_1tk k_3+k, . k
eKf =" KE="Tig==2

%

gde j r r P

Prikaz linearizovanih formi ping-pong bi-bi reakcionog mehanizma je dat na slici 2.19.

‘“m_xk A B Slope = Kns/V,
. —VI(1+Ka/[B]) | %
<\i<1\ > B /7

r =
o Slope (14K /(B Kons

~Kopal (1+Ke/[B])
\ ViKkeal | /] |V = (1+KnaBIV |
[BF | /) : i
0 vilAl 0 1;"[A]

0

Slika 2.19. Ping-pong reakcioni mehanizam prikazan u: A — Edi-Hofsti (Eadie-Hofstee); B —
Lajnviver-Burk (Lineweaver-Burk); C — Hejns-Vulf (Hanes-Woolf) dijagramu (152).

Inhibicija viskom supstrata je veoma cesta u reakcijama katalizovanim enzimima, pa i

bisupstratnim rekcijama sinteze estara, pri ¢emu klasicni kineticki modeli dobijaju

modifikovane oblike (tabela 2.3.)
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Tabela 2.3. Kinetitki modeli koji ukljucuju inbibiciju viskom supstrata (16).

Ping-pong bi-bi mehanizam sa v = Vinax [Al[K]
inhibicijom alkoholom KnlA] (1 + l) + aKy[K] + [A][K]
Ping-pong bi-bi mehanizam sa v = Vinax [Al[K]
inhibicijom kiselinom KnlA] + aKp (K] ( ,EKI]{) + [A][K]
Ping-pong bi-bi mehanizam sa v = Vinax [Al[K]
A
inhibiciom alkoholom i kiselinom KAl (1 + ,E l) + aKy[K] (1 + ,EKI]{) + [A][K]

a= %, A — alkohol (ili drugi acil-akceptor), K — kiselina.

Ukoliko se pri izvodenju eksperimenta koncentracija supstrata koji inhibira enzim varira,
dok je koncentracija drugog supstrata konstantna, dobija se zavisnost brzine reakcije od
koncentracije inhibirajuceg supstrata prikazana na slici 2.20.a. Odgovarajuéi Lajnviver-Burk
dijagram u tom slucaju ima oblik koji nije pravolinijski, ve¢ je pri velikim koncentracijama

supstrata zakrivljen (slika 2.20.b).

5

1Iv

/ /
3 ,/‘ ,./ /
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,/ pad brzine pri velikim %
" / kenc. supstrata vw/
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Slika 2.20. Zavisnost brzine reakcije od pocetne koncentracije inhibirajuéeg supstrata pri

*0

konstantnoj koncentraciji drugog supstrata (a); karakteristican oblik Lajnviver-Burk dijagrama za

slucaj inhibicije supstratom A (b) (16).

2.3.1. Kinetika reakcija sinteze estara katalizovanih lipazama
Reakcije sinteze estara katalizovane lipazom tipa B producenta C. antarctica se uglavnom
opisuju modelima zasnovanim na ping-pong bi-bi mehanizmu i sekvencijalnom bi-bi
mehanizmu sa pravilnim redosledom vezivanja supstrata (153).
Jadav (Yadav) i Lati (Lathi) su proucavali kinetiku sinteze butil-izobutirata katalizovanu
komercijalnim imobilisanim preparatom Novozym® 435 (154). Ispitan je uticaj

koncentracije oba supstrata na pocetnu brzinu reakcije. Utvrdeno je da pri povecanju
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sadrzaja n-butanola pri konstantnoj koncentraciji izobuterne kiseline, brzina reakcije raste,
dostize maksimum i nakon odredene kriticne koncentracije supstrata, opada. Na osnovu
ovih rezultata ustanovljeno je da visak alkohola inhibira enzim uz mehanizam koji
pretpostavlja da alkohol vezujuéi se za enzim formira “dead end” kompleks, dok
inhibitorno dejstvo kiseline pri veéim koncentracijama nije uoceno. Pretpostavljeni ping-
pong bi-bi mehanizam sa inhibicijom alkoholom pokazao je veoma dobro poklapanje
eksperimentalnih rezultata sa modelom. Odredene su vrednosti svih znacajnih kinetickih
parametara (Upqy, Kis, Kf iK;4). Vrednost Mihaelisove konstante za z-butanol je bila
niska, $to ukazuje na veci afinitet enzima prema ovom reaktantu.

Ova dvojica autora su proucavala i kinetiku reakcije esterifikacije citronelola i laurinske
kiseline katalizovanu istim enzimom (144). Preliminarna ispitivanja pokazala su da porast
pocetne koncentracije citronelola dovodi do kontinuiranog rasta pocetne brzine reakcije,
dok je pri variranju koncentracije laurinske kiseline uoceno njeno inhibitorno dejstvo.
Kinetika ove reakcije dobro je opisana sekvencijalnim mehanizmom sa pravilnim
redosledom vezivanja supstrata uz inhibitorni efekat kiseline. Pojava inhibicije objasnjena
je stvaranjem neaktivnog (“dead end”) kompleksa vezivanjem drugog molekula kiseline za
formirani acil-enzim kompleks.

Sli¢ni rezultati dobijeni su 1 u studiji u kojoj je ispitivana kinetika esterifikacije oleinske
kiseline 1 1-butanola, katalizovane slobodnom lipazom iz R. miehei u dvofaznom sistemu u
sarznom reaktoru (155). Ustanovljeno je da se reakcija odvija po ping-pong bi-bi
mehanizmu sa inhibicijom alkoholom. Variranje koncentracije butanola, pri konstantnoj
koncentraciji donora acil-ostatka, dovodi do rasta pocetne brzine reakcije do odredene
koncentracije butanola, a daljim povecanjem koncentracije alkohola dolazi do primetnog
pada pocetne brzine. Prilikom variranja koncentracije oleinske kiseline, pri konstantnoj
koncentraciji butanola, ovakav trend nije uocen. Inhibicija alkoholom objasnjena je
c¢injenicom da je u slucaju velike koncentracije 1-butanola u reakcionoj smesi verovatnoca
vezivanja molekula alkohola za lipazu pre stvaranja acil-enzim kompleksa velika, pri ¢emu
je ovakav oblik neaktivan i za njega se ne moze vezati kiselina.

U nekoliko studija posvecenih ispitivanju kinetike reakcije esterifikacije utvrdeno je da oba
supstrata inhibiraju enzim (156, 157). Tako je ustanovljeno da sintezu izoamil-butirata
katalizovanu komercijalnim enzimskim preparatom lipaze iz R. mizehei inhibiraju 1 izoamil

alkohol 1 buterna kiselina, a da se eksperimentalni rezultati najbolje fituju ping-pong bi-bi
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mehanizmom (156). Na osnovu dobijenih konstanti modela, zakljuceno je da je
inhibitorno dejstvo kiseline intenzivnije 1 da je afinitet enzima prema oba supstrata jednak.
Grupa autora je ispitivala kinetiku reakcije esterifikacije glukoze masnim kiselinama —
laurinskom, palmitinskom 1 stearinskom, katalizovane komercijalnim imobilisanim
preparatom CAL B — Novozym® 435 u acetonu (158). Eksperimentalni rezultati su
fitovani modelima izvedenim iz pretpostavljenog ping-pong bi-bi mehanizma sa
uklju¢enim efektom deaktivacije enzima u toku vremena. Odredeno je da energija
aktivacije limitirajuceg stupnja reakcije (formiranje acil-enzim kompleksa) sa laurinskom
kiselinom kao donorom acil-ostatka iznosi 12 kcal mol”. Utvrdeno je i da sa poveéanjem
duzine lanca masne kiseline, pocetna brzina esterifikacije raste.

Temeljna kineticka ispitivanja enzimske sinteze estara I-askorbinske kiseline su izostala u
dostupnoj literaturi, a nekoliko je studija u kojima su predlozeni kineticki modeli koji
opisuju proces. Song i Vei su u okviru istrazivanja posvecenom biosintezi askorbil-oleata u
kome je koriS¢ena lipaza iz Candida sp. imobilisana na silikatnoj zemlji, pretpostavili da se
reakcija esterifikacije odvija prema ping-pong bi-bi mehanizmu sa uklju¢enom inhibicijom
vitaminom C (125). Izvodenjem cksperimenta pri konstantnoj koncentraciji askorbinske
kiseline odredene su vrednosti maksimalne pocetne brzine (17, = 6,1 umol min™) i

prividne Mihaelisove konstante (K, = 116 mmol L") (slika 2.21.).

.
-
[ =]

1 2 3
1/[oleinska kiselina]10? (mM)~

1/pocetna brzina (wmol/g min)’

Slika 2.21. Lajnviver-Burk dijagram pri konstantnoj koncentraciji vitamina C u sintezi askorbil-

oleata (125).

Pod pretpostavkom da je pri primenjenoj koncentraciji od 0,3 M vitamina C reakciona
smesa zasi¢ena ovim supstratom, pa se njegova koncentracija moze smatrati konstantnom,

reakcija sineze njegovih lauril- 1 palmitil-estara pri ekvimolarnim uslovima modelovana je
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kao monosupstratna reakcija (159). Rezultati su pokazali da se nesto veée maksimalne
brzine postizu sa aktiviranim acil-donorima (metil- 1 etil-estrima) nego sa samim
kiselinama, kao 1 da su u tom slucaju vrednosti Mihaelisovih konstanti manje.

Druga grupa autora je analizirala kinetiku sinteze IL-askorbil-acetata iz vinil-acetata i
vitamina C katalizovanu Novozym®-om 435 i Lipozyme®-om TL-IM u acetonu (52).
Pretpostavljeno je da se reakcija moze opisati obi¢cnom Mihaelis-Mentenovom kinetikom, s
obzirom na to da je acil-donor bio prisutan u velikom visku (5:1). Poredenjem kinetickih
konstanti za dva enzimska preparata, zakljuéeno je da primena Lipozyme®-a TL-IM
omoguéava ostvarivanje ve¢ih maksimalnih brzina reakcije, dok je afinitet Novozym®-a
435 prema supstratu bio veéi. Ova grupa autora je istu reakciju, katalizovanu Lipozyme”-
om TL-IM, izvodila i u okviru svoje naredne studije, i tada je predlozen ping-pong bi-bi
model sa inhibicijom vitaminom C (160). Utvrdeno je da su efekti inhibicije manji na vis§im

temperaturama.
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2.4. Primena askorbil-estara karboksilnih kiselina

2.4.1. Askorbil-estri karboksilnih kiselina kao surfaktanti

2.4.1.1. Surfaktanti

PAM (povrsinski aktivhe materije, surfaktanti) su amfifilni molekuli sastavljeni iz
nepolarnog, hidrofobnog dela (C 8-18 lanac) i hidrofilnog, polarnog nejonskog ili jonskog
dela, Sto im daje karakteristicne osobine (akumulacija na granici faza, asocijacija u
rastvorima) (161). Prema prirodi hidrofilne grupe, mogu se podeliti na anjonske, katjonske,
amfoterne 1 nejonske. Pokretacka sila za njthovu adsorpciju na granici faza je snizavanje
slobodne energije granice faza po jedinici povrsine tj. povrsinskog napona (m] m?), a
stepen adsorpcije zavisi od strukture same povrsinski aktivne materije i osobina obe faze.
Pokretacka sila za micelizaciju je smanjivanje kontaktne povrsine izmedu ugljovodoni¢nog
lanca 1 vode (ili hidrofilnog dela i ulja), ¢ime se snizava slobodna energija sistema.
Upotrebljavaju se u industriji deterdzenata, boja, agrohemikalija, plastike, ulja, kozmetickoj,
farmaceutskoj, prehrambenoj, itd. (161).

&

! ,/H- detergencija

i

mc Koncentracija surfaktanta

@ ()

Slika 2.22. (a) — Promene osobina rastvora surfaktanta sa promenom koncentracije; (b) — Sferna

micela (161).

Osnovna razlika u odnosu na rastvore molekula koji nisu amfifilni 1 ¢ije su dimenzije
manje, jeste nagla promena osobina iznad odredene kriticne koncentracije (slika 2.22.a). Pri
niskim koncentracijama, jedino se povitsinski napon menja sa porastom koncentracije
drugacije u odnosu na rastvore obic¢nih elektrolita (naglo pada do kriticne koncentracije).
Pri koncentracijama ve¢im od kriti¢ne, sve osobine rastvora se naglo menjaju jer tada

dolazi do asocijacije molekula u, uglavhom sferne, agregate (micele) (slika 2.22.b).
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Koncentracija pri kojoj dolazi do ovog fenomena se naziva kriticha micelarna
koncentracija (CMC — critical micellar concentration), karakteristika je svake PAM na
odredenoj temperaturi i pri odredenoj koncentraciji elektrolita, i vrednost povrsinskog
napona tada ima prelomnu tacku, nakon koje ostaje gotovo konstantna (CMC se najcesce
odreduje merenjem povrsinskog napona, a na raspolaganju su jos neke tehnike: NMR,
odredivanje koeficijenta samodifuzije, fluorescentna spektroskopija) (161).

HLB (hydrophilic-lipophilic balance) broj pokazuje koliko je neka PAM hidrofilna
odnosno hidrofobna tj. koliki je relativni udeo hidrofilnih u odnosu na lipofilne grupe u
molekulu (161). Prema Grifinu (Griffin), HLB broj se racuna na slede¢i nacin, tako da

moze imati vrednosti od 0 do 20:
HLB = 20
M

gde je Mp- molarna masa hidrofilnog dela i M - molarna masa celog molekula.

HLB = 0 znaci da je molekul potpuno hidrofoban, dok HLB = 20 ukazuje na to da je
molekul sastavljen samo iz hidrofilnih komponenti. Ukoliko je HLB < 10 to je
liposolubilna PAM, a ako je HLB > 10, hidrosolubilna. Surfaktanti ¢iji su HLB brojevi u
definisanom opsegu, mogu se, u zavisnosti od toga, upotrebljavati u odredene svrhe (HLB
= 4-8: antipenusavac; HLB = 7-11: za W/O (water/oil - voda u ulju) emulzije; HLB = 11-
14: za kvasenje; HLB = 12-16: za O/W (oil/water - ulje u vodi) emulzije; HLB = 12-15: za
deterdzente; HLB = 16-20: kao solubilizatori i hidrotropi (rastvaraju hidrofobne supstance
u vodenom medijumu, hidrofobni lanac nedovoljno veliki za formiranje micela)).

Nesto kasnije je Dejvis (Davies) predlozio metodu odredivanja HLB broja koja uzima u
obzir razlicit doprinos razlicitih hidrofilnih grupa i koja se zasniva na primeni sledece

jednacine (162):

m
HLB = 7+2Hi — 0475n
i=1

pri ¢emu je  broj hidrofilnih grupa u molekulu, H vrednost pojedinacne grupe (tabelarna

vrednost) 1 # broj lipofilnih grupa u molekulu.

2.4.1.2. Mogucnost primene askorbil-estara kao surfaktanata
Askorbil-estri masnih kiselina kao amfifilni derivati prirodnih jedinjenja mogu se koristiti
kao pogodna zamena za klasicne nejonske povrsinski aktivhe materije dobijene iz

petrohemijskih sirovina. Estri vitamina C dobijeni enzimskom katalizom svrstavaju se u
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red obnovljivih i ekoloskih proizvoda, pa je u odredenom broju publikacija ispitivana i
mogucnost upotrebe ovih jedinjenja kao surfaktanata.

U istrazivanju u kome je ispitivana mogucénost upotrebe sintetisanih estara (askorbil-oleata
1 askorbil-palmitata) kao emulgatora, pracen je uticaj njihove koncentracije na povrsinski
napon (50). Da bi se surfaktant ponasao kao emulgator, on mora da poseduje veliku
povrsinsku aktivnost i da stvara mali povrsinski napon u sistemu u kome treba da se
upotrebi. To znaci da treba da pokazuje tendenciju da migrira ka granici faza, vecu nego da
ostaje rastvoren u jednoj od dve faze sistema. Oba jedinjenja su pokazala odlicne osobine
kao povrsinski aktivne materije. Grafickom metodom, na osnovu prevojne tacke na krivoj
koja opisuje zavisnost povrsinskog napona od logaritma koncentracije, odredena je i
minimalna koncentracija estara potrebna za formiranje micela (CMC). U slucaju askorbil-
oleata, doslo je do krivljenja u oblasti prelomne tacke uz formiranje minimuma, $to je
najces¢e uzrokovano prisustvom necistoca, ¢ak i u veoma niskim koncentracijama.
Utvrdeno je da je opseg u kome se kretala dobijena vrednost (0,1-0,3 mM) u saglasnosti sa
rezultatima prethodnih istrazivanja - 0,22 mM na 25 °C (142). CMC askorbil-palmitata bila
je relativno bliska — 0,1 mM, ali je njegova rastvotljivost u vodi bila znatno niza u odnosu
na askorbil-oleat, §to je u skladu sa cinjenicom da je zasi¢eni C16 alkil-lanac manje
rastvoran od C18 nezasi¢enog. Sa druge strane, povrsinski napon koji odgovara CMC je
bio visi u sluéaju palmitata (32 mN m™), dok je za oleat imao nesto nizu vrednost (26-27
mN m™), $to ukazuje na to da je askorbil-oleat efikasniji kao emulgator. Autori su skrenuli
paznju i na mogucnost koriséenja estara vitamina C kao prirodnih amfifilnih molekula u
cilju solubilizacije 1 stabilizacije farmaceutski aktivnih molekula (163).

Kuvabara i sar. su vréili poredenje osobina askorbil-estara kaprinske i laurinske kiseline kao
surfaktanata merenjem povrsinskih napona njihovih vodenih rastvora na razli¢itim
temperaturama (148). Utvrdeno je da CMC ni za jedan od dva estra ne zavisi znacajno od
temperature, kao i da recipro¢na vrednost viska povrsinske koncentracije (a = 1/I) iznosi
0,35 nm” za oba jedinjenja u ¢itavom opsegu ispitivanih temperatura (30-45 °C). Ispitan je i
uticaj pH vrednosti sredine na povrsinski napon rastvora askorbil-estra kaprinske kiseline
na 30 °C. Na visim pH vrednostima, CMC je bila ve¢a (eksponencijalna zavisnost), $to su
autori objasnili poveéanjem stepena disocijacije sa porastom pH. Vrednost parametra a je
ostala nepromenjena, i ustanovljeno je da pH rastvora nema efekat na ovu velicinu. Na

osnovu toga je zakljuceno da je najverovatnija orijentacija molekula askorbil-estra takva da
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su acil-ostaci okrenuti ka vazduhu i da a vrednosti zavise isklju¢ivo od askorbil dela
molekula.

Emulgujuéa mo¢ L-askorbil-estara karboksilnih kiselina ispitivana je u jo§ nekoliko studija
(164, 165). Kuvabara i sar. su dokazali da su L-askorbil-kaprinat i -laurat dobri emulgatori
(164). Kada je analizirana sposobnost emulgovanja sojinog ulja u vodi od strane serije
estara vitamina C i to u kiseloj, neutralnoj i baznoj sredini, pokazano je da dobra
emulgujuca svojstva poseduju svi estri sa vise od osam C atoma u bocnom nizu kao 1 da je
njthova emulgujuca aktivnost najveca u kiselim uslovima sredine (165). L-askorbil-estri su
bili bolji emulgatori od sojinog lecitina i gume arabike i slabiji od lecitina iz zZumanceta
jajeta. Medu svim testiranim estrima, askorbil-oleat se pokazao kao najpotentniji

emulgator.

2.4.2. Askorbil-estti karboksilnih kiselina kao antioksidansi

2.4.2.1. Antioksidansi
Atomi, joni i molekuli koji u svojoj strukturi imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona
nazivaju se slobodni radikali. Upravo nespareni elektron slobodnih radikala uzrokuje
njthovu visoku i neselektivnu reaktivnost i nestabilnost. Ove osobine svojstvene su i nekim
neradikalskim vrstama - oksidacionim sredstvima koja lako prelaze u slobodne radikale.
Reaktivni slobodni radikali mogu nastati u brojnim reakcijama koje se mogu svrstati u
Cetiri osnovna tipa: termolizu, fotolizu, oksido-redukcione procese i1 visokoenergetsko
zracenje (166). Slobodni radikali su produkti brojnih procesa u biosistemima — apsorpcije
zracenja, oksidativne fosforilacije u mitohondrijama, fagocitoze, biotransformacije
egzogenih i1 endogenih supstrata u endoplazmati¢nom retikulumu, metabolizma etanola,
enzimskih reakcija koje katalizuju oksidaze, oksidoredukcije u prisustvu metala sa
promenljivom valencom 1 lipidne peroksidacije nezasicenih masnih kiselina. Stabilnost
slobodnih radikala prvenstveno zavisi od sposobnosti preostalog dela molekula da
stabilizuje nespareni elektron, pri cemu su rezonancija i sterni efekat dva osnovna faktora
koji uti¢u na tu stabilnost. Delokalizacija nesparenog spina povecava stabilnost radikala i
omogucava reagovanje preko vise razlicitih polozaja. Vreme poluzivota slobodnih radikala
zavisi 1 od sternog zaklanjanja centra radikala, ili celine radikala, od strane velikih

supstituisanih grupa koje se nalaze u okolini 1 ometaju reakcije radikal-radikal ili reakcije
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slobodnih radikala sa nekim supstratom. Ukoliko ne postoji mogucnost stabilizacije (npr.
delokalizacija ili sterne smetnje), oni se brzo razlazu.

U Jjudskom organizmu postoji ravnoteza izmedu stvaranja reaktivnih oblika kiseonika i
ostalih slobodnih radikala i njihove inaktivacije antioksidativnim sistemima organizma.
Pomeranje ove ravnoteze ka stvaranju viska slobodnih radikala naziva se oksidativni stres i
posledica je pada imuniteta sistema prouzrokovanog stresom ili razlicitim oboljenjima.
Oksidativni stres dovodi do o$tecenja osnovnih biomolekula organizma: DNK, proteina i
lipida. Prema mestu nastajanja, antioksidansi znacajni za ljudski organizam, dele se na
endogene i egzogene. Pored fenolnih jedinjenja, vitamina E, karotenoida (f-karoten),
oksikarotenoida (likopen) itd., medu najznacajnije egzogene antioksidanse spada i L-
askorbinska kiselina.

Antioksidansi se mogu definisati kao supstance koje prisutne u malim koncentracijama u
odnosu na supstrat (biomolekul) koji se oksiduje, znacajno usporavaju ili sprecavaju
oksidaciju tog supstrata (167). Antioksidansi deluju kao “hvataci” slobodnih radikala, tj.
deluju kao donori elektrona ili H atoma peroksil- ili hidroksil- radikalima ili kao akceptori
clektrona ili H atoma ugljenikovih slobodnih radikala, kompleksiraju jone metala,
razgraduju hidroperoksid, eliminiSu dejstvo singletnih oblika kiseonika, pokazuju

sinergetske efekte, itd (160).

2422, Vitamin C kao antioksidans

Vitamin C je veoma rasprostranjen u prirodi, pa se tako nalazi u svim tkivima zivih
organizama gde ima znacajnu metabolicku funkciju. U vecoj meri je zastupljen u vocu i
povréu (pomorandzama, limunu, persunu, borovnicama, zelenoj paprici, itd.), dok ga u
zivotinjskim tkivima ima znatno manje. Predstavlja slabu kiselinu (pKa=4,2) koja zbog
svoje endiolne strukture gubitkom elektrona moze biti reverzibilno oksidovana do
askorbil-radikala. U poredenju sa ostalim radikalskim vrstama, relativho je stabilan, i
daljom oksidacijom prelazi u dehidroaskorbinsku kiselinu koja iz vivo verovatno postoji u
vise oblika i moze biti redukovana nazad do L-askorbinske kiseline istim putem (168).

Vitamin C je znacajan antioksidans, koji sprec¢ava oksidaciju drugih jedinjenja. Funkcionise
kao “hvatac” tokoferoksil-radikala, prevodeci ga u vitamin E 1 omogucavajuéi tokoferolu
da vrsi svoju antioksidativnu funkciju (169). L-askorbinska kiselina je specificni elektron-
donor osam enzima ukljucenih u biosintezu kolagena, karnitina i noradrenalina, amidaciju

peptidnih hormona i metabolizam tirozina. Takode se ponasa i kao redukciono sredstvo
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koje neenzimskim putem ucestvuje u brojnim hemijskim reakcijama. Iako se kao
hidrosolubilna supstanca lako izbacuje iz organizma, vitamin C se koncentriSe u brojnim
organima (170). Najvece koncentracije nalaze se u nadbubreznoj Zlezdi, gde je L-
askorbinska kiselina neophodna za biosintezu kateholamina i nadbubreznu steroidogenezu
(171). Kada se unosi oralnim putem, vitamin C se dobro apsorbuje u niskim dozama, dok
se apsorpcija sa porastom unete kolicine smanjuje, a u urinu se pojavljuje pri unosenju
preko 100 mg na dan (170).

Vitamin C se kroz celijske membrane, kako se pretpostavlja, prenosi posredstvom dva
mehanizma. Askorbinska kiselina se veoma lako oksiduje do dehidroaskorbinske kiseline,
koju ¢elija brzo preuzima 1 prevodi do askorbinske kiseline, koristeéi glutation za redukciju
(172). Ovaj proces naziva se 1 “recikliranje askorbata”, s obzirom na to da predstavlja
intracelularno  recikliranje  ekstracelularno  oksidovanog  askorbata.  Transport
dehidroaskorbinske kiseline odvija se posredstvom transportera GLUT1 i GLUT3, s
obzirom na slicnost sa molekulom glukoze (173). S druge strane, askorbinska kiselina se
moze unositi u Celiju i putem transportnog mehanizma u kome ucestvuju transporteri
SVCT1 i SVCT2, dije je dejstvo zavisno od jona natrijuma. U zavisnosti od pH sredine i
oksidacionog stanja, vitamin C se javlja u vise razlicitth formi (8). Pod fizioloskim

uslovima, 99,95 % vitamina C nalazi se u obliku askorbat monoanjona tj. “askorbata” (8).
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L-treoninska kiselina

Slika 2.23. Degradacija askorbata (174).

Prilikom interakcije askorbata sa reaktivnim radikalima ili lipidnim hidroperoksidima,

oslobada se jedan elektron iz askorbata i formira se askorbil-radikal koji je mnogo manje

reaktivan. Askorbil-radikal, sa druge strane, podleze reakciji u kojoj se regenerise deo
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askorbata i formira dehidroaskorbinska kiselina, koja se, usled nestabilnosti, brzo
razgraduje, dajuci oksalnu i L-treoninsku kiselinu za krajnje proizvode (slika 2.23.) (174).
Mikronutrijenti i enzimi koji poseduju antioksidativnu aktivhost predstavljaju odbrambeni
sistem organizma u borbi protiv slobodnih radikala i reaktivnih molekula. Kontinualno
stvaranje visokoreaktivnih kiseoni¢nih metabolita je deo normalnog Celijskog metabolizma,
a u slucaju patoloskih uslova, ovaj proces se viSestruko ubrzava (175). Medutim, u
slucajevima gde je Steta izazvana oksidativnim procesima ve¢ nastala, antioksidansi mogu
imati i prooksidativno dejstvo (Sto je antioksidans jace redukciono sredstvo, veéa je
mogucnost Stetnog dejstva) (176). U skladu sa tim, u literaturi se mogu naci razli¢ite
informacije o povezanosti oksidacije makromolekula i unosenja velikih koli¢ina vitamina C.
Ima istrazivanja Ciji rezultati ukazuju na zastitnu ulogu vitamina C u oksidaciji DNK (177,
178), dok drugi autori prijavljuju prooksidativno i antioksidativho dejstvo kod zdravih
osoba (179). U pojedinim radovima se javljaju i tvrdenja da vece doze vitamina C ne uticu
ni na jedan od pomenutih procesa (180, 181). Poznato je da deficit nekih vitamina i
minerala, pa i L-askorbinske kiseline, dovodi do oste¢enja DNK (182). Medutim,
sposobnost vitamina C da u zz vitro uslovima ostecuje DNK, lipide i proteine, pripisuje se
njegovom uce§¢u u formiranju reaktivnih kiseonicnih vrsta (superoksid-anjon-radikala,
vodonik-peroksida ili hidroksil-radikala) u prisustvu jona prelaznih metala u tragovima
(183, 184).

Hidroksil-radikal, jedan od najpotentnijih slobodnih radikala, moze da inicira proces
lipidne peroksidacije, izazove ostecenja DNK lanca i, generalno, poseduje potencijal da
oksiduje bilo koji organski molekul (185, 186). Kod pacova kod kojih je hemijskim putem
indukovano nastajanje hidroksil-radikala, tretmanom vitaminom C suzbijeno je njihovo
stvaranje (187). Kod zdravih ljudi, koji su uzimali gvozde i vitamin C kao ko-suplemente,
privremeno je povecano oksidativno oste¢enje DNK, nakon koga je usledila normalizacija,
najverovatnije usled adaptacije ¢elija (188). U slucaju oksidativnog stresa izazvanog visokim

unosom gvozda ishranom, vitamin C ne dovodi do daljeg intenziviranja procesa (189).

2.4.2.3. Mogucénost primene askorbil-estara kao antioksidanasa
L-askorbinska kiselina sve vise dobija na znacaju kao prirodni aditiv pri ¢emu je, pored
svoje vitaminske funkcije, znacajan sekundarni antioksidans, koji deluje kao “hvatac”
kiseonika, sinergist sa helatorima i regenerator primarnih antioksidanasa. Vitamin C se

veoma cesto upotrebljava za prezerviranje prehrambenih, kozmetickih i farmaceutskih
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proizvoda, pri cemu se moze koristiti sam ili u kombinaciji sa sinergistima (npr. vitaminom
E) (11). S obzirom na svoju hidrofilnu prirodu, vitamin C ne moze biti upotrebljavan kao
efikasan “hvata¢” slobodnih radikala u proizvodima sa visokim sadrzajem lipida, kod kojih
usled procesa lipidne peroksidacije nezasicenih masnih kiselina (slika 2.24.) u toku
uobicajenog nacina ¢uvanja, dolazi do kvarenja (javlja se uzeglost) (14). Medutim, askorbil-
estri masnih kiselina, kao liposolubilni derivati vitamina C sa dokazanom antioksidativhom
aktivnoscu koji se pod fizioloskim uslovima razlazu do L-askorbinske i masne kiseline bez
formiranja bilo kakvih stetnih produkata, mogu se uspesno koristiti kao aditivi u lipofilnim
prehrambenim, kozmetickim i farmaceutskim proizvodima.
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Slika 2.24. Lipidna peroksidacija (u toku faze inicijacije, lipidni radikal je stabilizovan razli¢itim
rezonantnim strukturama delokalizacijom slobodnog elektrona; u fazi propagacije lipidni radikal
reaguje sa molekulskim kiseonikom formirajuéi lipidni peroksil-radikal koji propagira reakciju
putem radikalske lancane reakcije; u fazi terminacije dva lipidna radikala reaguju medusobno
formirajudi stabilnu vezu, a pored toga, iz lipidnog hidro-peroksida nastaje serija mutagenih i

genotoksicnih krajnjih degradacionih produkata) (190).
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Rejes-Duarte (Reyes-Duarte) i sar. odredivali su antioksidativha svojstva sintetisanih
askorbil-derivata palmitinske i oleinske kiseline koris¢enjem TEAC (trolox-equivalent
antioxidant capacity) testa (50). Ustanovljeno je da dodavanje acil-ostatka u 6-OH polozaju
L-askorbinske kiseline dovodi do pada pocetne antioksidativne aktivnosti (za sam vitamin
C),1tona 84 % i 71 %, u slucaju palmitata i oleata, redom. Napravljen je i osvrt na znacaj
uticaja primenjene metode odredivanja na izvedene zakljucke, sto je 1 uzrok za postojanje
raznolikih informacija u rezultatima objavljenih istrazivanja. Tako je u drugoj studiji
ubrzani test oksidabilnosti (Rancimat test) sproveden u cilju odredivanja oksidativne
stabilnosti sojinog ulja u prisustvu askorbil-estara masnih kiselina pokazao da oba estra
(palmitat i oleat) povecavaju stabilnost u odnosu na formiranje peroksida za oko 20 %
(191). Oni su utvrdili da askorbil-estri vitamina C imaju isto ili ¢ak poboljsano fiziolosko
dejstvo 1 antioksidativnu aktivhost (mereno DPPH metodom) u poredenju sa L-
askorbinskom kiselinom. Takode je pokazano da askorbil-oleat ima bolji zastitni efekat na
venske endotelne celije iz pupcane vrpce nego drugi derivati vitamina C (135).

Viklund i sar. pratili su uticaj askorbil-palmitata i oleata na usporavanje procesa stvaranja
peroksida u repicinom ulju u toku 18 nedelja, pri ¢emu je estar oleinske kiseline pokazao
znatno vecu efikasnost. Antioksidativna dejstva askorbil-oleata dobijenog u enzimskoj
reakciji 1 askorbil-palmitata proizvedenog komercijalnim sintetskim postupkom, uporedena
su dodavanjem 600 mg jednog ili drugog jedinjenja jednom kilogramu svezeg,
dezodorisanog ulja uljane repice sa niskim sadrzajem erucne kiseline (46). Masnokiselinski
sastav ulja bio je 58,5 % oleinske, 21,5 % linolne, 10,5 % linolenske, 4,5 % palmitinske i
1,5 % stearinske kiseline, a sadrzaj tokoferola iznosio je 200 ppm a-, 320 ppm p- 1 7 ppm 0o-
tokoferola. Eksperiment je izvoden na 30 i 40 °C, na tamnom, a uzorci su analizirani
nakon razlicitth vremenskih intervala, odredivanjem peroksidnog broja standardnom
titrimetrijskom metodom. Na obe ispitivane temperature, askorbil-oleat je pokazao bolja
svojstva od palmitata. U uzorcima u koje je dodat estar palmitinske kiseline nakon
nekoliko nedelja je detektovan porast peroksidnog broja, iako manji nego u kontroli (bez
dodatog antioksidansa), dok je do ubrzanog stvaranja peroksida u slucaju oleata doslo tek
nakon 4 nedelje na 40 °C i nakon 9 nedelja na 30 °C. Askorbil-estri su pokazali i
sinergisticko dejstvo sa tokoferolima, pa je tako nakon 10 nedelja na 40 °C u kontrolnom
uzorku sadrzaj tokoferola pao na nulu, upotrebom palmitata sacuvano je 3 % p-tokoferola,

a ulje zasti¢eno oleatom zadrzalo je 57 % p-tokoferola i 86 % o-tokoferola. Ova dva testa
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nedvosmisleno su pokazala da je askorbil-oleat, kada se koristi kao antioksidans u uljima,
mnogo bolji izbor od askorbil-estra palmitinske kiseline.

Vatanabe 1 sar. su ispitali sposobnost nezasi¢enih askorbil-estara dobijenih enzimskim
putem da suzbiju autooksidaciju polinezasicenih masnih kiselina (PMK), kao nutritivho
veoma vrednih, ali nestabilnih sastojaka prehrambenih proizvoda (146). Najpre je
autooksidacija nemodifikovanih PMK (linolne, a-linolenske, p-linolenske, arahidonske 1
dokosaheksaenske) i njihovih askorbil-estara pra¢ena na 65 °C i pri relativnoj vlaznosti
bliskoj 0 %. Same kiseline bile su oksidovane za 5 h gotovo u potpunosti (izuzev linolne
kod koje je do kompletne autooksidacije doslo nakon jednog dana), dok su odgovarajuci
estri bili otporni na autooksidaciju (90 % i vise svakog od derivata ostalo je stabilno u toku
c¢itavog vremena ispitivanja). Nakon toga, ispitan je uticaj dodavanja samog vitamina C i
askorbil-linolata na stabilnost linolne kiseline pod uslovima koji su primenjeni i u prvom
delu istrazivanja. Dobijeni su sliéni rezultati: dodavanje oba antioksidansa u odnosu 1:5
prema kiselini suzbilo je gotovo u potpunosti autooksidaciju linolne kiseline u toku
najmanje 20 h. Isti uticaj na stabilnost dokosaheksaenske kiseline (pod istim uslovima u
toku 6 h) pokazao je askorbil-laurat dodat u istom odnosu prema kiselini.

Oksidativna stabilnost sojinog ulja merena je u prisustvu L-askorbil-estara masnih kiselina
pracenjem povecanja koncentracije konjugovanih diena i triena nakon 20 dana ¢uvanja na
70 °C (165). Pokazano je da estri poseduju jace antioksidativno dejstvo od same L-
askorbinske kiseline, kao i da sa povecanjem broja C atoma tj. lipofilnosti antioksidansa
raste 1 njegovo protektivno delovanje. Takode je bolji rezultat postignut sa oleatom u
poredenju sa stearatom, Sto pokazuje da visoka hidrofobnost nije jedini parametar cije
povecanje dovodi do poboljSanja antioksidativnih karakteristika IL-askorbil-estara u
lipofilnim medijumima.

Grupa autora je testirala sposobnost serije L-askorbil-estara da inhibiraju peroksidaciju
humanih lipoproteina male gustine (low density lipoprotein — LDL). Kod zdravih osoba se
oko 70 % ukupnog holesterola prenosi posredsstvom LDI.-a, dok pri povisenim
vrednostima DL dovodi do ateroskleroze koja povecava rizik od pojave srcanog i
mozdanog udara. Peroksidacija je indukovana hidrosolubilnim inicijatorom 2,2'-
azobis(2,2-amidinopropan-hidrohloridom) i bakrom i inhibirana vitaminom C i njegovim
lipofilnim derivatima (askorbil-kaprilatom, -lauratom 1 —palmitatom), a dobijeni rezultati su
obecavajuéi. Sva testirana jedinjenja su pokazala sinergisticko dejstvo sa endogenim

antioksidansima (vitaminom E, koenzimom Q10, f-karotenom, itd.), pri cemu je
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sinergisticki efekat estara bio znatno jaci. Takode je utvrdeno da je inhibitorno delovanje
vitamina C, a narocito lipofilnih derivata intenzivnije u slucaju peroksidacije LDL-a

indukovane bakrom (192).

2.4.3. Ostala fizioloska dejstva L-askorbil-estara karboksilnih kiselina

Pored svoje osnovne funkcije koju imaju kao lipofilni antioksidansi i amfifilnog karaktera
koji im omogucava primenu kao povrsinski aktivnih materija, u novijim istrazivanjima su
uocena i neka dodatna svojstva L-askorbil-estara karboksilnih kiselina ¢ime su otvorena
brojna nova potencijalna polja njihove primene.

S obzirom na sve vecu zabrinutost koju izazivaju brojni problemi povezani sa upotrebom
antibiotika, sve je vece interesovanje za otkrivanje novih molekula sa antimikrobnim
osobinama. Tako je grupa autora ispitala antimikrobno dejstvo serije askorbil-estara protiv
Gram-pozitivnih  (Bacillus cerens (BC), Bacillus subtilis (BS), Brevibacterium flavum (BF),
Micrococcus  lutens (ML), Staphylococcus xcylosus (Sx), Staphylococcus anreus (Sa), Staphylococcus
epidermidis (SEp), Enterococcus faecalis (EX) 1 Enterococcus faecinm (EFa)) 1 Gram-negativnih
(Enterobacter cloacae (BEC), Pseudomonas aeruginosa (Ps), Salmonella  typhimurium (STyphi),
Klebsielle  pnenmonia (KP) 1 Echerichia coli (Ecoli)) bakterija odredivanjem minimalne
inhibitorne (MIC) i minimalne baktericidne (MBC) koncentracije (165). Testirani su
vitamin C, kao i smeSe vitamina C sa masnim kiselinama i sintetisani estri. Pokazano je da
vitamin C daje inhibitorni efekat tek pri koncentracijama veéim od 4 mg mL"' i da su
inhibitorne 1 baktericidne koncentracije njegove smese sa masnim kiselinama nesto nize,
dok estri kao njthovi derivati poseduju znacajno jace antimikrobno dejstvo u poredenju sa
L-askorbinskom kiselinom, narocito protiv Gram-pozitivnih bakterija. Tako su se MIC
estara protiv G(+) bakterija kretale od 0,0625 do 2 mg mL.", dok su kod G(-) bile izmedu
0,5 i 4 mg mL". Manja osetljivost G(-) bakterija na testirana jedinjenja je u skladu sa
rezultatima dobijenim sa razli¢itim polifenolima. Pokazano je da se esterifikacijom vitamina
C njegova antimikrobna aktivnost znatno povecava, a da je poboljSanje najvece ukoliko se
radi o estrima srednje duzine boc¢nog niza (C10 i C12). Autori su svoje rezultate uporedili
sa rezultatima dobijenim za tirozol estre koji su samo u slucaju lipofilizacije masnim
kiselinama srednje duzine lanca pokazivali antibakterijsku aktivnost, narocito protiv
Staphylococcus vrsta. Objasnjeno je da njthova umerena hidrofobnost omogucava da
participiraju u lipidima ¢elijskih zidova bakterija pri cemu oni postaju permeabilniji 1 dolazi

do curenja jona i drugih celijskih konstituenata. Navedeno je i da ovi molekuli mogu da
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udu u Celiju i da interaguju sa nekim metabolickim mehanizmima, ¢ime je objasnjeno
njthovo bakteriostatsko delovanje. U istoj studiji ispitano je i delovanje sintetisanih estara
protiv lajSmanijaze, s obzirom na neophodnost traganja za alternativnim terapeutskim
resenjima zbog sve prisutnije rezistentnosti na petovalentni antimon. Testirano je dejstvo
protiv dve vrste: Leishmania major GLC94 1 Leishmania infantum 1V 50. Pokazalo se da medu
svim ispitivanim estrima (C2-C18) samo tri jedinjenja poseduju aktivnost protiv obe vrste i
to askorbil-kaprinat (C10), laurat (C12) i oleat (C18:1). Svi molekuli bili su efikasniji protiv
L. major, a redosled aktivnosti bio je slede¢i: C18:1>C12>C10.

Mnoge dodatne osobine koje otvaraju nova potencijalna polja primene askorbil-estara
masnih kiselina, narocito u medicinske svrhe, a koje proisticu iz njihovih antioksidativnih
svojstava 1 lipofilnosti, utvrdene su u brojnim publikacijama. Kada je ispitivano
hemopreventivho dejstvo askorbil-palmitata protiv kancera debelog creva kod muskih
F344 pacova indukovanog azoksimetanom, primenjivano je 40 i 80 % maksimalne
tolerabilne doze u ishrani (MTD=5000 ppm) (193). Askorbil-palmitat je uveden u ishranu
pre i u toku izazivanja karcinogeneze i pracen je uticaj koji ima na multipliciranje (odnos
tumot/zivotinja) neinvazivnog, invazivnog i ukupnog adenokarcinoma. Sa 40 % MTD
uoceno je jako inhibitorno dejstvo na multipliciranje neinvazivnhog 1 ukupnog
adenokarcinoma (p<<0,05), dok su sa 80 % MTD incidenca (% zivotinja sa tumorom) i
multipliciranje invazivnog i ukupnog adenokarcinoma bili znacajno umanjeni (»p<0,001).
Ros (Ross) 1 sar. su ispitivali da li askorbil-palmitat moze biti zadrzan u ¢elijskoj membrani
intaktnih eritrocita 1 da li ima protektivno dejstvo protiv ostecenja Celija izazvanih
peroksidacijom. Dokazano je da se ispitivani estar vezuje za spoljasnju povrsinu Celijske
membrane eritrocita pokazujuéi zastitno delovanje protiv oksidacije a-tokoferola iz
membrane i to putem dva potencijalna mehanizma: ili direktnom reakcijom sa egzogeno
dodatim oksidansima ili recikliranjem a-tokoferola iz a-tokoferoksil-radikala u celijskoj
membrani. Utvrdeno je da se askorbil-palmitat zadrzava na spoljasnjoj povrsini humanih
eritrocita gde Stiti membrane od oksidativnog dejstva koje potice van ¢elije (194). U drugoj
studiji je utvrdeno da se, kada se inkorporira u membranu eritrocita, I.-askorbil-palmitat
orijentiSe tako da je askorbil-grupa locirana na spoljasnjoj povrsini, a da preko dela koji
omogucava pristup hidrofobnoj unutrasnjosti membrana ima moguénost recikliranja
endogenog a-tokoferola tokom oksidativnog stresa (195). Takode je ispitivano da li
askorbil-palmitat ima protektivno dejstvo prema lipoproteinima velike gustine (high

density lipoprotein — HDL) prilikom oksidacije izazvane hipohloritom, s obzirom na to da
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se u slucaju oksidacije HDIL-a gubi aktivnost kardio-protektivnog enzima — paraoksonaze-
1 (PONT1) (196). Ustanovljeno je da, iako je askorbil-palmitat znatno umanjio osteéenja i
gubitak funkcije HDL-a pod dejstvom hipohlorita, to ipak nije dovelo do sprecavanja
gubitka aktivnosti PON1, §to ukazuje na mogucnost izrazite senzitivnosti enzima prema
inaktivaciji u toku inflamacije.

Kada je odredivana stabilnost askorbil-palmitata u rastvorima i emulzijama, utvrdeno je da
se prevodenjem vitamina C u estar znacajno smanjuje njegova sklonost ka hidrolizi,
narocito u izrazito viskoelasticnim formulacijama (197). Medutim, magnezijum-askorbil-
fosfat je pokazao vecu stabiliSu¢u moé¢, verovatno stabilizacijom endiolnog sistema zbog

prisustva fosforne grupe u polozaju 2 molekula vitamina C.

64



2.5. Prenos mase u enzimskim reaktorima

Bioreaktorski sistemi koji se koriste u procesima katalizovanim imobilisanim enzimima
mogu pripadati bilo kojoj vrsti klasicnih bioreaktora — Sarzni ili protocni reaktor sa
mesanjem, reaktor sa pakovanim ili fluidizovanim slojem, membranski reaktor, “air-lift”
reaktor (26). U svakom pojedinacnom slucaju se, u zavisnosti od svojstava biokatalizatora,
reakcije, medijuma, zahtevane cistoce proizvoda, kapaciteta proizvodnje, finansija i drugo,
sam izbor konfiguracije sistema i procesnih uslova mora pazljivo optimizovati, pri cemu se
mora imati u vidu da se radi o visefaznim sistemima. Rezim rada treba biti takav da se
obezbede $to manje difuzione limitacije (kineticki kontrolisani procesi), adekvatan prenos
toplote i koli¢ine kretanja, u skladu sa zahtevima procesa, ali 1 stabilnost 1 aktivnost
biokatalizatora. Na ovom mestu treba ponovo napomenuti prednosti imobilisanih enzima
nad slobodnim, narocito u industrijskim uslovima: finansijska povoljnost usled visekratne
upotrebe enzima i pojednostavljena separacija i precis¢avanje, mogucnost rada pri veéim
protocima 1 vecoj brzini mesanja jer je enzim donekle zasticen od smicajnih napona itd.

Da bi se bilo koji od navedenih tipova reaktora u potpunosti u odredenim operativnim
uslovima okarakterisao, potrebno je izvrsiti analizu hidrodinamike, prenosa mase i prenosa
toplote. U slucaju rada sa osetljivim biokatalizatorima (enzimima i ¢elijama), narocito vazan
parametar je napon smicanja kome su cestice izlozene. Optimalni procesni parametri treba
da budu tako odabrani da citav proces bude kineticki, a ne difuziono kontrolisan. Nekoliko
teorija prenosa mase je od prakticnog znacaja: teorija filma, teorija grani¢nog sloja, teorija
penetracije. Model filma, kao jednostavan, ali prihvatljiv, uglavnom se upotrebljava za
analizu fenomena prenosa mase (198). Osnovna njegova pretpostavka je da je ukupan
otpor difuziji ekvivalentan otporu u uskom filmu tecnosti oko cestice, u kome je strujanje
laminarno i u kome se ¢itav prenos mase odvija molekulskom difuzijom, a koncentracioni
gradijent je gotovo linearan. Brzina molekulske difuzije zavisi direktno od debljine filma
(koju nije moguce eksperimentalno meriti), difuzivnosti supstrata u reakcionom medijumu,
kao i protoka reakcione smese (brzina doticanja supstrata do enzima i brzina odvodenja
proizvoda nazad u medijum).

Koeficijent prenosa mase (£) definise se preko fluksa (Js) i razlike u koncentraciji supstrata
u reakcionoj smesi u masi tecne faze (C7) i na granici faza (Cg) kao pogonske sile na sledeci
nacin:

Js=k(Cr—Cg)

65



Teorija filma fluks definise kao:

D
Js=—(r—Cg)
6
pri cemu je D koeficijent difuzije supstrata, a ¢ debljina hidrodinamickog sloja. 1z prethodne dve
jednacine sledi da je koeficijent prenosa mase direktno proporcionalan koeficijentu difuzije i

obrnuto srazmeran debljini grani¢nog sloja:

U novije vreme se intenzivno radi na sistematskom i teorijskom izucavanju i razumevanju
ovih fenomena, ali su i dalje u upotrebi uglavhom empirijske korelacije koje su proizvod
analiza pojedina¢nih slucajeva. U ovim empirijskim korelacijama figurisu bezdimenzioni
parametri (Re, S¢, S4). Rejnoldsov (Reynolds) broj (Re) predstavlja odnos inercijalnih i
viskoznih sila u fluidu, i njime se definide rezim strujanja, Smitov (Schmidt) broj (5¢) je
odnos kinematske viskoznosti i difuzivnosti, a Servudov (Sherwood) broj (§4) predstavlja

odnos konvektivhog i difuzivhog prenosa mase. Empirijskim formulama je, na

>
odgovarajuce nacine, u zavisnosti od rezima strujanja i samog sistema (oblika i velicine
cestica, poroznosti, nacina pakovanja cestica i drugo), izrazen Servudov bezdimenzioni
kriterijum kao funkcija Re i Se. Na taj nacin se odreduje i koeficijent prenosa mase, koiji i
definitivno karakteriSe jedan sistem sa aspekta efikasnosti prenosa mase.

Da bi se bioreaktorski sistemi sa imobilisanim enzimima opisali u smislu efekta difuzionih
limitacija na proces, definisu se dodatni bezdimenzioni kriterijumi. Za sisteme sa enzimima
imobilisanim na neporozne nosace karakteristican je Damklerov (Damkoéhler) kriterijum

(Da) koji predstavlja relativni odnos brzine reakcije (17, - maksimalna brzina reakcije po

jedinici mase biokatalitzatora) i brzine kojom se odigrava prenos mase:
Vi
 kCr

Ukoliko je Da << 1 moze se smatrati da se proces spoljasnjeg prenosa mase odigrava

Da

znatno brze od same reakcije 1 da je proces kineticki kontrolisan, dok je u suprotnom (Da
>> 1) brzina reakcije veéa od brzine kojom se odigrava prenos mase, pa je proces
difuziono kontrolisan. U slucaju kada se ova dva procesa odigravaju priblizno istim
brzinama, Da = 1. Kada je biokatalizator imobilisan na porozne nosace, mora se uzeti u
obzir 1 prenos mase u porama nosaca koji se odvija na nacin drugaciji od onog na povrsini
cestice (199). Umesto difuzivnosti, u proracunu se koristi efektivna difuzivnost (Defj koja u

obzir uzima i poroznost Cestica koja predstavlja odnos zapremine pora i ukupne zapremine
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Cestice (¢) 1 tortuoznost (eng. tortuosity) odnosno uvijenost unutrasnjih pora (1) cestica na

koje je enzim imobilisan koja predstavlja odnos realnog puta koji molekul prede izmedu
dve tacke 1 najkrace razdaljine izmedu te dve tacke:
&
T

Tada se definise nova bezdimenziona velicina — Tielov modul (observable Thiele modulus)

Def =D

ili Vajsov (Weisz) modul (@) ¢ija vrednost treba da bude manja ili jednaka 0,3 da bi se
smatralo da difuzione limitacije nemaju uticaj na odigravanje reakcije (200). Pored toga,
mora da bude zadovoljen i uslov da je brzina kojom se reakcija odigrava u sistemu
priblizno jednaka brzini kojom se ona odvija u sistemu bez otpora prenosu mase (sa
slobodnim enzimom). Ukoliko se ove dve vrednosti znacajno razlikuju, a @ je vedi ili
jednak 3, smatra se da je otpor prenosu mase u sistemu znacajan u da je citav proces
difuziono kontrolisan.

U daljem tekstu bice ukratko opisani osnovni tipovi enzimskih reaktora koji su koriséeni u
okviru ove doktorske disertacije — Sarzni bioreaktor sa mesanjem i bioreaktor sa

fluidizovanim slojem.

2.5.1.  Sarsni bioreaktor sa mesanjem

Sarzni bioreaktori sa mesanjem su najstariji tip bioreaktora razvijen i upotreblien u
biotehnologiji, kako u industriji, tako i na laboratorijskom nivou (201). Raznovrsnost ovog
tipa bioreaktora je velika (razliciti oblici reaktora i tipovi meSanja — mesalicom,
barbotiranjem gasa, cirkulacijom tecnosti i dr.). U laboratorijskoj praksi, najceséa je
primena orbitalnog ili linearnog mesanja na tresilicama sa termostatom. Za mesanje se
koriste razliciti tipovi mesalica, i u ovom slucaju je bitna karakteristika gotovo idealno
mesanje. Ipak, brzina fluida je najveca u okolini mesalice a tu su 1 smicajni naponi najvedi, a
najmanja uz zidove reaktora gde su naponi smicanja najmanji.

Najvazniji parametar za projektovanje procesa u bioreaktoru sa mesanjem je broj obrtaja
mesalice pri kome se uz minimalni utrosak energije ostvaruje mesanje kojim cestice sa
imobilisanim biokatalizatorom ostaju suspendovane u toku reakcije. Ovu kriticnu brzinu
rotacije diktiraju precnik lopatica mesalice i osobine reakcionog medijuma. Dva su
bezdimenziona parametra znacajna za osnovno definisanje jednog $arznog bioreaktora
(201):

Faktor snage
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p= n3d>p
Rejnoldsov broj
nd?
Re = —
v

P-snaga, n-brzina rotacije, d-precnik mesalice, p-gustina, »-kinematska viskoznost.

Pri turbulentnom rezimu strujanja N, ima konstantnu vrednost i ne zavisi od Rejnoldsovog
broja. Potrebna snaga mesanja ¢e zavisiti od rezima strujanja fluida (Re) i tipa mesalice.
Turbulentan rezim strujanja fluida je uslov za dobru izmeSanost u bioreaktoru §to je
preduslov za efikasan prenos mase izmedu faza. Ovaj tip reaktora se uglavnom moze
aproksimirati idealnim S$arznim reaktorom. Nasuprot kontinualnim sistemima, vreme
zadrzavanja enzima i supstrata su u ovom slucaju jednaki. Za razliku od laboratorijskog
nivoa, pri veéim razmerama procesa hidrodinamika sistema se usloznjava, pa se pri “scale
up-u” moraju definisati i dodatni parametri.
Za konkretan slucaj odigravanja procesa u sudu (erlenmajeru ili balonu) sa orbitalnim
mesanjem, definise se modifikovani faktor snage (Ne') (202, 203):
Ne' = 70Re™* + 25Re™%¢ + 1,5Re™%?
1z koga se dalje dobija vrednost potrebne snage mesanja (P):
P = Ne pn3d*v/3
pri cemu je 4 u ovom slucaju maksimalni unutrasnji prec¢nik mesanja.
Da bi prethodne jednacine mogle biti primenjene, moraju biti zadovoljeni takozvani “in
phase” uslovi rada u kojima je veéina tecnosti u fazi sa mesanjem, dok u suprotnom, kada
su ostvareni “out of phase” uslovi veliki deo tecnosti ostaje na dnu suda i gotovo je
nepokretan. Ovakav rezim, kojim su definisani pogodni operativni uslovi rada, ostvaren je
ukoliko je zadovoljen sledeci uslov:
2
_ (2mn)=d, S

F
Ta 29

0,4

d
Ph = d—(l + 3logRer) > 1,26
0

0 4 (Vi/3\*
Rep == (1~ 1——( y ))

U prethodnim jednacinama figurisu sledeci parametri: Fr, — aksijalni Frodov broj, Ph —

tazni broj i Rey— Rejnoldsov broj za film tec¢nosti.
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2.5.2. Protocni bioreaktor sa fluidizovanim slojem

Bioreaktori sa fluidizovanim slojem predstavljaju kolonu u kojoj su cestice imobilisanog
enzima u fluidizovanom stanju koje se ostvaruje pri odredenom protoku tecne faze u
smeru vertikalno na gore. Na neki nacin, ovi reaktori obezbeduju uslove rada u kojima se
neki problemi vezani za reaktore sa pakovanim slojem uspesno prevazilaze. Osnovne
prednosti bioreaktora sa fluidizovanim slojem, u odnosu na bioreaktore sa pakovanim
slojem, jesu bolji prenos mase i toplote uz uniformniju raspodelu protoka fluida i odsustvo
koncentracionog gradijenta duz kolone, manji pad pritiska, manja koalescencija (kod
kapljica emulzija), izostatak kanalisanja itd. Problem kod ovih reaktora je §to uslovi rada
zahtevaju nosace 1 nacin vezivanja enzima koji ¢e izdrzati trenje, sudare 1 vece smicajne
napone pri fluidizaciji. Razlicite varijante ovih bioreaktora podrazumevaju uduvavanje
gasa, strujanje supstrata na dole (kod laksih cestica), diskontinualno dodavanje supstrata
(fluidizacija gasom) ili samo kolone atipicnih oblika. Uglavnom se radi o dvofaznim
sistemima, sastavljenim iz teCnog supstrata i ¢vrstih Cestica imobilisanog biokatalizatora, ili
trofaznim sistemima, gde se gas javlja kao proizvod reakcije, drugi supstrat ili fluid za
intenziviranje mesanja. U oba slucaja je, kao i kod kolona sa pakovanim slojem, najbitniji
procesni parametar protok tecne (ili gasne) faze (204).

Stanje fluidizacije podrazumeva da se ¢itav sloj nalazi u lebdenju, zahvaljujudi energiji koju
fluid saopstava cesticama. Uslov lebdenja je ravnoteza svih sila koje deluju na cestice, pa se
dobija:

2P e )1 — )y

h
iz cega je jasno da je gradijent pritiska u sloju direktno proporcionalan koncentraciji ¢estica
u sloju. U prethodnoj jednacini je £p — gradijent pritiska, / — visina fluidizovanog sloja, g, —

gustina Cestica, p — gustina fluida, ¢ — poroznost sloja i g — gravitaciono ubrazanje.

Tabela 2.4. Korelacije za izraiunavanje Servudovqg broja u reaktorima sa fluidizovanim slojem.

Korelacije ga izraiunavanje Servudovog broja Opsezi vagenja korelacija Ref.

Sh = 3,8155Re""%26675¢1/3 zq Re’” < 20 | Re”” = Re, é(1 — ¢); 0,01 < Re’” < 12000

Sh = 1,6218Re’"%55535¢1/3 zq Re”” > 20 | 572 < Sc < 70000; 0,268 < & < 0,9653 (205)

Mv = (pz — p)p; Ga = gdip?/u?
Sh = 0,253Re, £%004Gq%319 02998504 | 1,6 < Re, & < 1320;0,27 < Mv < 114 | (200)
2470 < Ga < 442106; 305 < Sc < 1595

Sh = 0,261Re, ¢%03Gq%3245c1/3 15 < Re, ¢ < 400;1361 <Sc <1932 | (207)
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Pri formiranju fluidizovanog sloja, nakon dostizanja brzine minimalne fluidizacije, pri
daljem povecanju brzine fluida dolazi do ekspanzije sloja, sve do postizanja odredene
brzine — brzine odnosenja pri kojoj Cestice pocinju da bivaju odnosene fluidom.

Za pracenje hidrodinamike u bioreaktorima sa fluidizovanim slojem koriste se brojne
empirijske korelacije koje omogucavaju da se odredi koeficijent prenosa mase u razli¢itim
sistemima 1 pri razli¢itim rezimima rada. Neke od njih predstavljene su u tabeli 2.4. U ovim
sistemima se uglavnom primenjuju cestice malih dimenzija (20-40 pm) kako bi kataliticka
povisina bila $to veca. Ovo je narocito znacajno za neporozne Cestice, ali je u ovom slucaju
znacajno da cestice imaju dovoljno veliku gustinu da ne bi doslo do njihovog odnosenja.
Sa druge strane, Cestice vec¢ih dimenzija moraju imati nesto manju gustinu. Znacajan
parametar je uniformnost velicine cestica jer ¢e ukoliko su cestice neujednacenih dimenzija
do¢i do formiranja neuniformnog gradijenta koncentracije duz reaktora. Velike brzine
proticanja fluida treba izbegavati jer mogu dovesti do spiranja enzima sa nosaca kao i
njegove inaktivacije pod dejstvom tangencijalnih napona. Iako se u bioreaktorima sa
fluidizovanim slojem usled uniformnog mesanja supstrata dobija proizvod uniformnih
osobina, nepouzdano uvecanje razmera procesa je njthov glavni nedostatak na putu ka

komercijalizaciji postupaka.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1.  Materijali

Kao acil-akceptor u reakcijama sinteze estara kori§¢ena je L-askorbinska kiselina (99,7 %)
proizvodaca Zorka, Sabac, Srbija.
Kao kiselinski supstrati upotrebljavane su sledec¢e hemikalije:
- oleinska kiselina (Ph Eur, NF cistoce), Appli Chem, Darmstad, Nemacka
- siréetna kiselina (98 %), Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stajnhajm, Nemacka
- kapronska kiselina (98 %), Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stajnhajm, Nemacka
- kaprinska kiselina (98 %), Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stajnhajm, Nemacka
- miristinska kiselina (98 %), Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stajnhajm, Nemacka
- stearinska kiselina (98 %), Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stajnhajm, Nemacka
- linolna kiselina (60 %), Acros Organics, Nju Dzersi, SAD
- suncokretovo ulje, Vital, Vrbas, Srbija
- laneno ulje, Sucokret d.o.o., Hajdukovo, Srbija
- kokosovo ulje, Filipini (Beyond, Nis, Srbija)
- svinjska mast, Smederevo
Kao rastvaraci u kojima se odigravala reakcija koriséeni su:
- aceton (99,5 %), Zorka Pharma, Sabac, Srbija
- tbutanol (99 %), Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stajnhajm, Nemacka
- acetonitril (p.a), Kemika, Zagreb, Hrvatska
- n-heksan (95-98,5 %), Carlo Erba Reagents, Milano, Italija
- izooktan (99,5 %), Centrohem, Stara Pazova, Srbija
Pri odredivanju sadrzaja vode upotreblieni su Hydranal®-rastvara¢ i Hydranal®-titrant
proizvodaca Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stajnhajm, Nemacka
Za HPLC analize su primenjivana sledeca jedinjenja:

- metanol (HPLC), JT Baker, SAD

acetonitril (HPLC), Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD
- izopropanol (HPLC), Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD
fosforna kiselina (HPLC), Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD
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mravlja kiselina (HPLC), Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD

natrijumova so 2,2-dimetil-2-silapentan-5-sulfonat, (HPLC), Sigma Aldrich, Sent
Luis, SAD

deuterisani hloroform, (HPLC), Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD

metil-estri kaprilne, kaprinske, laurinske, miristinske, palmitinske, stearinske,

oleinske i linolne kiseline (99 %), Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD

Kao adsorbens su upotrebljavana molekulska sita ¢ija je velicina pora 0,4 nm, proizvodaca

Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD.

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti koris¢en je 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal

(Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stajnhajm, Nemacka).

Kao biokatalizatori su primenjivani sledeci enzimski preparati:

Lipaza tipa B iz C. antarctica produkovana od strane genetski modifikovane plesni
A. niger, Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stajnhajm, Nemacka

Novozym® 435, Novozymes, Bagsvard, Danska

Lipaza iz R. miehei imobilisana na Immobead 150, Sigma Aldrich Chemie Gmbh,
Stajnhajm, Nemacka

Lipaza iz T. lanuginosus imobilisana na Immobead 150, Sigma Aldrich Chemie
Gmbh, Stajnhajm, Nemacka

Lipaza iz C.rugosa, liofolizovana, Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stajnhajm,

Nemacka

Kao nosaci za imobilizaciju lipaze koriséeni su:

Purolite® MN102, Bala Sinvid, SAD

Purolite® A109, Bala Sinvid, SAD

Eupergit® C250L, Rohm GmbH & Co., Darmstat, Nemacka
Eudragit® S-100, Evonik, Darmstat, Nemacka

Aerosil® 380, Evonik Industries, Esen, Nemacka

Ostale hemikalije i uredaji koji su koris¢eni u toku eksperimentalnog rada su:

Triton® X-100, Acros Organics, Nju Dzersi, SAD
p-nitrofenil-butirat (98 %), Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD
Coomassie Brilliant Blue G-250, Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD
dioksan (=99 %), Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD

albumin 1z govedeg seruma, Sigma Aldrich, Sent Luis, SAD
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askorbil palmitat (299 %), Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Stajnhajm, Nemacka
anhidrovani natrijum-dihidrogenfosfat i dinatrijum-hidrogenfosfat, Centrohem,
Stara Pazova, Srbija

N-fenilaminopropiltrimetoksisilan (PAPMS), ABCR GmbH & CO, Karlsrue,
Nemacka

3-aminopropiltrimetoksisilan (APTMS), Fluka analitical, SAD

hlortriazin (cijanurilhlorid), Fluka analitical, SAD

kalijum hidroksid, p.a., Centrohem, Stara Pazova, Srbija

natrijum-sulfat, p.a., Centrohem, Stara Pazova, Srbija

hloroform, p.a., Centrohem, Stara Pazova, Srbija

analiticka vaga, Mettler AJ100, Mettler Toledo, Svajcarska

centrifuga, MiniSpin eppendorf, Eppendorf, SAD

magnetna mesalica, IKA, SAD

roler mikser, Stuart, Pariz, Francuska

UV-spektrofotometar, Ultrospec” 3300 pro, Biochrom Itd., Frajburg, Nemacka
termostat sa orbitalnim mesanjem, IKA KS 4000i Control, Staufen, Nemacka
vakuum susnica, Binder Inc., Njujork, SAD

vakuum uparivac, Rotavapor® R-210, BUCHI Labortechnik AG, Flavil, Svajcarska
peristalticka pumpa, PLP 33, behr Labor-Technik GmbH, Dizeldorf, Nemacka
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3.2. Metode

3.2.1. Enzimska sinteza estara u sarZnom sistemu

Reakcije sinteze estara izvodene su u Slifovanim erlenmajerima zapremine 100 mlL.
Reakciona smesa se sastojala iz razlicitih kolic¢ina vitamina C, karboksilne kiseline (sircetne,
kapronske, kaprinske, miristinske, steatinske, oleinske ili linolne) ili ulja/masti, rastvaraca,
vode, molekulskih sita i enzima (kolicine definisane za svaki eksperiment pojedinacno)
tako da je njena ukupna zapremina iznosila 10 ili 5 mL. Prvo su supstrati i adsorbens i
voda (ukoliko su dodavani) odmeravani u sud, zatim je smesa dopunjavana rastvaracem do
odredene zapremine, da bi nakon polucasovnog termostatiranja na temperaturi izvodenja
reakcije bio dodavan enzim, ¢ime je proces esterifikacije iniciran. Nakon toga uzorci su
termostatirani na orbitalnoj mesalici pri 200-250 min" u toku definisanog vremenskog
perioda, dok je uzorkovanje 50-100 uL. smese vrseno u odredenim vremenskim trenucima.
Kvantitativna analiza uzoraka vr$ena je primenom reverzno-fazne tecne hromatografije
visokih performansi (RP-HPLC). Kontrolni uzorci (bez enzima) pripremani su na isti

nacin 1 izlagani istoj temperaturi i u njima nije detektovan proizvod.

3.2.2. Odredivanje sadrZaja vode u reakcionoj smesi metodom po Karlu i Fiseru

Sadrzaj vode u reakcionim smesama odreden je prema Karl-Fiser (Karl-Fisher) metodi na
nacin opisan u literaturi (16). Sam princip odredivanja zasniva se na kvantitativnoj reakciji
izmedu joda i sumpor-dioksida u prisustvu nizih alkohola (uglavhom metanola) 1 organskih

baza tipa piridina prema jednacini (3.1.13.2.):

H,0 + 1, + SO, + C.H.N — 2 (C,H.N + H) I + C.H.N'SO, 3.1)
C,H.N'SO, + CH,OH — (C.H.N + H) O-SO, OCH, (3.2)

Merenje je vrieno koriSenjem automatizovane aparature za odrdivanje sadrzaja vode po
Karlu i Fiseru (Mettler Toledo, SAD) koris¢enjem Hydranal® rastvaraca za rastvaranje
uzorka i Hydranal® titranta za titraciju. Aparatura se sastojala iz automatske birete, suda za
titraciju, mesalice 1 opreme za potenciometrijsku titraciju. Primenjen je volumetrijski
postupak odredivanja koji podrzumeva da se jod rastvori u rastvoru za titrisanje uzorka u

kome se odreduje sadrzaj vode, pri ¢emu se koncentracija vode odreduje na osnovu
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koli¢ine joda utrosenog u reakciji sa vodom iz uzorka. Aparatura je bila zasti¢ena kalcijum-

hloridom od vlage iz vazduha.

3.2.3. Kineticka studija

Kineticke studije izvodene su u skladu sa eksperimentalnim planom koji se sastojao iz 64
tacke (matrica 8X8) koje predstavljaju sve moguce kombinacije koncentracija dva
supstrata: 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,3; 0,5; 0,75; 1 M. Pocetne brzine su odredivane kao nagib
tangente na reakcionu krivu u pocetnim fazama reakcije na osnovu prosecne vrednosti dva
nezavisno izvedena eksperimenta pod istim reakcionim uslovima. Linearni deo rakcione
krive koji je uziman u obzir obi¢no se sastojao iz 4-6 eksperimentalnih tacaka (nakon 0,5;

1; 1,5; 2; 2,5; 3 h) uz zadovoljavanje uslova da je koeficijent linearnosti veci od 0,95.

3.2.4. Kvantitativne analize uzoraka

Za kvantitativhu analizu uzoraka koris¢ena su dva sistema: Akta Purifier HPLC sistem
(Amersham Pharmacia Biotech, Piskatavej, SAD) sa reverzno-faznom kolonom Waters
Spherisorb ODS 2-C18 250 mm X 4,6 mm, 5 um (Waters, Milford, SAD) i Dionex
Ultimate 3000 Thermo Scientific (Voltam, SAD) HPLC sistem sa reverzno faznom
kolonom Hypersil gold C18, 150 mm X 4,6 mm, 5 pm istog proizvodaca. Injekcione
zapremine uzoraka razblazenih 10-50 puta bile su izmedu 5 1 15 pl.. Kada su kao donori
acil-ostatka koriscene kiseline, primenjena je izokratska elucija sa protokom 0,5-1 mL min’'
i eluent se sastojao iz metanola i vode sa 0,1 %(v/v) fosforne kiseline. Za odredivanje
askorbil-acetata 1 -kapronata mobilna faza je bila 70 % MeOH, za -kaprinat i -miristat 90 %
MeOH i 100 % MeOH za -stearat i -oleat. U sluc¢aju kada su acil-donori bili trigliceridi
dobijana je smesa proizvoda, a uzorak je bio hidrofobnije prirode, pa je primenjena

metoda razdvajanja sa gradijentom koji je obezbedio dovoljno dobro razdvajanje
proizvoda, kao 1 ispiranje neproreagovalih mono-, di- i triglicerida sa kolone. Elucija je
vr§ena sa dve mobilne faze (A: MeOH:H,O:HCOOH = 95:5:0,1 % 1 B: 100 %
izopropanol (IP)) i to na sledeci nacin: 0-5 min izokratski 100 % A, 5-10 min gradijent od
100 % A do 100 % B, 10-15 min izokratski 100 % B, 15-15,1 gradijent od 100 % B do 100
% A, 15,1-25 min izokratski 100 % A. Protok eluenta je sve vreme bio 1 mL min’', a

kolona je bila termostatirana na 40 °C. Detekcija proizvoda vrsena je UV detektorom na

235 nm.
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3.2.5. Precis¢avanje proizvoda

Reakciona smesa je filtrirana pod vakuumom na Bihnerovom levku, uparena pod snizenim
pritiskom 1 razblazena tako da krajnje razblazenje u odnosu na pocetnu rakcionu smesu
bude deset puta. Razblazeni uzorci nanoseni su na HPLC sistem opremljen frakcionim
kolektorom. Koris¢ena je semi-preparativna reverzno-fazna Hypersil Gold ODS kolona
(250 mm X 10 mm, 5 um) proizvodaca Thermo Fisher Scientific, Voltam, SAD
prekondicionirana mobilnom fazom. Sastav mobilne faze bio je 70-95 %, acetonitril u vodi
sa 0,1 % mravlje kiseline, u zavisnosti od askorbil-estra, a njen protok j iznosio 6 mL min’.
Injekciona zapremina je iznosila 1 mL, a prikupljane su frakcije ¢istog proizvoda od po 0,5
mL cija je cistoca nakon toga ponovo testirana na anlitickoj koloni i koje su na kraju

uparavane do konstantne mase. Detekcija je vrsena na talasnoj duzini od 235 nm.

3.2.6. Spektralne analize

NMR spektri su dobijeni kori§¢enjem Varian Gemini 200 (‘"H NMR na 200 MHz, "C
NMR na 50 MHz) uredaja (Varian Medical Systems, Palo Alto, SAD). Hemijska pomeranja
izrazena su u ppm (d, parts per million) koris¢enjem natrijumove soli 2,2-dimetil-2-

silapentan-5-sulfonata kao internog standarda.

3.2.7. Odredivanje operativne stabilnosti biokatalizatora

Eksperimenti su izvodeni pod definisanim reakcionim uslovima u toku odredenog
vremenskog perioda nakon cega je uzimano po 50 pLL uzorka za kvantitativou analizu, dok
je enzim odvajan od ostatka reakcione smese vakuum-filtracijom. Imobilisana lipaza je
nakon toga ispirana tri puta sa po 20 mL acetona, susena oko 3 h na 37 °C i ¢uvana na 4
°C do sledee upotrebe, nakon ¢ega je koris¢ena u narednom reakcionom ciklusu.
Rezultati su izrazavani kao relativna aktivnost biokatalizatora zadrzana u odnosu na prvi
reakcioni ciklus.

Kada je primenjivan postupak reaktivacije imobilisanog enzima, on je nakon zavrsenog
ispitivanja operativne stabilnosti tretiran u toku 30 min pri 100 obrtaja u minutu na 25 °C

u prisustvu 10 mL 0,05 M natrijum-fosfatnog pufera.
3.2.8. Odredivanje antioksidativne aktivnosti L-askorbil-estara

Antioksidativno desjtvo sintetisanih estara, komercijalnog askorbil-palmitata i vitamina C

odredivano je primenom DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metode (slika 3.1.). Sama
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metoda bazirana je na sposobnosti testiranih jedinjanja da redukuju stabilni DPPH radikal

prihvatanjem jednog elektrona.

CHa CH;
CHa CHa

p C Antloksmans HyC E
hN

N
H:C
CH: CHs |
CH3 CHas
HeC HuC

Hs CH3

DPPH radikal Redukovani DPPH

Slika 3.1. DPPH metoda (208).

Reakciona smesa se satojala iz 200 ul. uzorka koncentracije 0-5 mg mL", 200 uL. rastvora
DPPH u metanolu koncentracije 0,15 mM 1 600 uL ¢istog metanola. Kontrolni uzorci bili
su sastavljeni iz 800 uL. metanola i 200 pL rastvora DPPH. SmeSe su vorteksirane 2 minuta
1 ostavljane da stoje 30 min u mraku na sobnoj temperaturi. Apsorbance su nakon toga
merene spektrofotometrijski na 517 nm a kapacitet za vezivanje slobodnih radikala

izracunavan je u procentima na sledeéi nacin:

Ak_' u
— 1009
Ay %

Kapacitet vezivanja (%) =
pri cemu je A& apsorbanca kontrolnog uzorka dok je .4# apsorbanca ispitivanog uzorka.
Krajnji rezultat iskazivan je kao IC;, (half minimal inhibitory concentration) vrednost koja
pedstavlja koncentraciju antioksidansa potrebnu da se pocetna koncentracija DPPH

radikala smanji za 50 %.

3.2.9. Centralni kompozitni rotatabilni plan i metoda odzivnih povrsina

Za ispitivanje uticaja i optimizaciju reakcionih faktora upotrebljeno je statisticko planiranje
cksperimenata, a za analiziranje rezultata metoda odzivnih povrsina. Uticaj pet
eksperimentalnih faktora (koncentracije vode dodate u reakcionu smesu (x,), temperature
(x,), koncentracije lipaze (x;), molskog odnosa supstrata (x,) i pocetne koncentracije
askorbinske kiseline (x;)) ispitan je pomocu centralnog kompozitnog rotatabilnog
eksperimentalnog plana (CCRD) na pet nivoa vrednosti ispitivanih faktora. Rotatabilni

planovi su veoma cesti u eksperimentalnom istrazivanju, modelovanju i adaptivhom
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upravljanju visefaktornim procesima. Osnovna karakteristika ovih planova je da je
disperzija modela dobijenog pomocu ovog plana konstantna u svim tackama hipersfere
radijusa JTx? 1 da samim tim ne zavisi od pravca u visefaktornom eksperimentalnom
prostoru, ve¢ samo od radijusa faktornog prostora. To znaci da sve tacke koje su jednako
udaljene od centralne tacke eksperimentalnog plana imaju istu koli¢inu informacija koje
sadrzi model dobijen na osnovu ovog plana (16). Formiranje ortogonalnih planova je

ilustrovano na slici 3.2. na primeru formiranja trofaktornih planova.
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Slika 3.2. Centralni kompozitni rotatabilni eksperimentalni plan u trofaktornom prostoru (16).

Primenjeni plan se sastojao od 32 eksperimentalne tacke (16 faktorijalnih, 10 aksijalnih i 6
centralnih), a ispitivani faktori su varirani u slede¢im opsezima: pocetna koncentracija vode
(0,018-0,218 %(v/v)), temperatura (40-60 ‘C), pocetna koncentracija enzima (0,2-1
%(w/v)), pocetni molarni odnos acil-akceptora i kiseline (1:3-1:15) i koncentracija

askorbinske kiseline (0,02-0,22 M) (tabela 3.1.).
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Tabela 3.1. Eksperimentalni plan sa stvarnim i Rodiranim vrednostima parametara.

Kk Poletna . Koncentracija Molski Koncentracija
Eksp. oncentracija  Temperatura enzima odnos vitamina C
P vode (°C) by i

Ch(v/v)) (Y(w/v)) supstrata M)
1 0,168(1) 55(1) 0,8(1) 1:12(1) 0,17(1)
2 0,168(1) 55(1) 0,8(1) 1:6(-1) 0,07(-1)
3 0,168(1) 55(1) 0,4(-1) 1:12(1) 0,07(-1)
4 0,168(1) 55(1) 0,4(-1) 1:6(-1) 0,17(1)
5 0,168(1) 45(-1) 0,8(1) 1:12(1) 0,07(-1)
6 0,168(1) 45(-1) 0,8(1) 1:6(-1) 0,17(1)
7 0,168(1) 45(-1) 0,4(-1) 1:12(1) 0,17(1)
8 0,168(1) 45(-1) 0,4(-1) 1:6(-1) 0,07(-1)
9 0,068(-1) 55(1) 0,8(1) 1:12(1) 0,07(-1)
10 0,068(-1) 55(1) 0,8(1) 1:6(-1) 0,17(1)
11 0,068(-1) 55(1) 0,4(-1) 1:12(1) 0,17(1)
12 0,068(-1) 55(1) 0,4(-1) 1:6(-1) 0,07(-1)
13 0,068(-1) 45(-1) 0,8(1) 1:12(1) 0,17(1)
14 0,068(-1) 45(-1) 0,8(1) 1:6(-1) 0,07(-1)
15 0,068(-1) 45(-1) 0,4(-1) 1:12(1) 0,07(-1)
16 0,068(-1) 45(-1) 0,4(-1) 1:6(-1) 0,17(1)
17 0,218(2) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0)
18 0,018(-2) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0)
19 0,118(0) 60(2) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0)
20 0,118(0) 40(-2) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0)
21 0,118(0) 50(0) 1(2) 1:9(0) 0,12(0)
22 0,118(0) 50(0) 0,2(-2) 1:9(0) 0,12(0)
23 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:15(2) 0,12(0)
24 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:3(-2) 0,12(0)
25 0,188(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,22(2)
26 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,02(-2)
27* 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0)
28* 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0)
29* 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0)
30% 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0)
31* 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0)
32% 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0)

* _ centralna tacka.

Dobijeni rezultati su modelovani polinomom drugog reda koji ukljucuje clanove koji
opisuju interakciju izmedu razlicitih faktora:

5 5 45

Y =B +Zﬂkixi +Zﬂkiixi2 +Z Zﬂkijxixj

i-1 i-1 i1 j=itl
gde je Y odzivna velicina, B, B Ba 1 By koeficijenti za odsecak, linearni, kvadratni i
interaktivni koeficijenti regresije, X i X nezavisne vatijable, a £ broj pojedinacnih faktora.
Adekvatnost modela je testirana disperzionom analizom modela. Vrednosti koeficijenata 1
njthova statisticka signifikantnost su odredeni metodom najmanjih kvadrata koris¢enjem

programa Matlab 7.0 (Mathworks Inc., Natik, SAD). Samo signifikantni ¢lanovi (p < 0,05)
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su ukljuceni u finalni, redukovani model, za $ta je koris¢en Studentov ~test. Adekvatnost
regresionog modela, tj. adekvatnost matematickog ispitivanja datog objekta ispitivanja
(predstavljenog skupom eksperimentalnih rezultata), sastoji se u uporedivanju disperzije
eksperimentalnih rezultata u odnosu na krivu regresije, 1 disperzije eksperimentalnih

rezultata u tackama eksperimentalnog plana i vrSena je primenom Fiserovog testa.

3.2.10. Imobilizacija lipaze na Purolite® MN102

Smesa u kojoj je izvodena imoblizacija sastojala se iz 20 mg nosaca i razlicitih kolicina
lipaze, a dopunjavana je odredenim puferom do zapremine od 350 uL. KoriSéeni su
natrijum-fosfatni puferi razlicitth molariteta (50 mM, 0,2 M, 0,5 M i 1 M) i pH vrednosti (5,
6, 7 i 8), a imobilizacija je izvodena na 25 °C uz orbitalno mesanje. Nakon odredenih
perioda vremena imobilisani enzim je odvajan od supernatanta, ispiran tri puta sa po 1 mL
pufera u kome je viSena imobilizacija i susen do konstantne mase na 37 °C pre upotrebe.

Desorpcija je vtsena 5 % rastvorom Triton®-a X-100 u toku jednog sata na 25 °C.

3.2.11. Imobilizacija lipaze na Purolite® A109

Priprema i modifikacija nosaca, kao i imobilizacija CAL B izvodena je prema proceduri
prethodno ustanovljenoj na Katedri za biohemijsko inzenjerstvo 1 biotehnologiju i
opisanoj u literaturi (25). Purolite® A109 je pre upotrebe kvasen prema proceduri koju je
opisao Hernandez sa sar. uz neznatne modifikacije (209). Jedan gram nosaca je
suspendovan u 10 mL acetonitrila i smestan u ultrazvucéno kupatilo na 1 h, nakon cega je
dodavano 10 mL vode i tretman ultrazvukom je nastavljan jo§ 1 h. Nakon toga je nosac
odvajan na Bihnerovom levku, resuspendovan u jos 10 mL vode i inkubiran u
ultrazvucnom kupatilu jo$ 1 h. Na kraju je nosa¢ izdvajan iz suspenzije, ispiran tri puta sa
po 10 mL vode i ¢uvan na 4 °C do upotrebe. Modifikacija nosaca je vrsena u toku 40
minuta na 52 °C sa 14,2 %(v/v) epihlorhidrina u 1 M NaOH. Zatim je CAL B imobilisana
dodavanjem 20 mg nosaca i 50 uL lipaze u 300 pl. 1 M fosfatnog pufera pH 7, u toku 24 h
na 25 °C uz orbitalno mesanje. Nakon toga je imobilisani enzim filtriran pod vakuumom,

ispiran tri puta sa po 1 mL pufera i suSen pod vakuumom pre upotrebe.
3.2.12. Imobilizacija lipaze na Eupergit® C250L

Imobilizacija je izvodena sa 50 mg nosaca i razli¢itim koli¢cinama lipaze u zapremini od 1

mL koja je podesavana dodavanjem 1 M natrijum-fosfatnog pufera pH=7. Proces je voden
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na 25 °C u toku 20 h na orbitalnoj mesalici. Separacija, ispiranje i susenje imobilisane lipaze

viseni su na nacin opisan u poglavlju 3.2.11.

3.2.13. Imobilizacija lipaze na Eudragit® S-100

Pre imobilicije CAL B, Fudragit® S-100 je rastvaran na sledeéi nac¢in: 1,25 g praskastog
nosaca mesano je sa 22,5 mL vode nakon cega je pazljivim dodavanjem 3 M NaOH pH
podesavan na 11 pri cemu polimer postaje rastvoren u potpunosti. Zatim je postepeno
dodavana 3 M HCI do postizanja pH 7, a pripremljeni rastvor polimera je dopunjavan
destilovanom vodom do 25 mL i ¢uvan na 4 °C do upotrebe. Imobilizacija CAL B na
Fudragit® S-100 vriena je mesanjem odredenih koli¢ina rastvora polimera i lipaze do
ukupne zapremine od 0,5 mL tako da je koncentracija proteina varirana u opsegu 17,5-500
mg g nosaca i inkubiranjem na sobnoj temperaturi uz orbitalno mesanje u toku jednog
sata. Nakon toga je imobilisani enzim prevoden u suspenziju dodavanjem 0,1 M siréetne
kiseline do postizanja pH 4,5 i stajanjem na sobnoj temperaturi u toku 20 min. Zatim je
imobilisani enzim izdvajan iz suspenzije dvadesetominutnim centrifugiranjem na 12000
obrtaja u minutu. Kada je imobilisani enzim ispiran vodom da bi slabo vezani molekuli
lipaze bili uklonjeni sa nosaca, ponavljan je postupak: dodavano je 0,5 mL vode, zatim je
imobilizat talozen rastvorom siréetne kiseline, nakon cega je odvajan centrifugiranjem i
dalje analiziran. Ispiranje 1 % Triton"-om X-100 radi desorpcije lipaze koja je sa nosacem

uspostavila hidrofobne interakcije je vr$eno na identican nacin.

3.2.14. Imobilizacija lipaze na nano-Cestice SiO,

Nano-cestice SiO, su pre imobilizacije modifikovane tretiranjem sa dva razlicita silana
(APTMS-om i PAPMS-om), kao i njthovim smesama (PAPMS:APTMS = 30:70 % i
PAPMS:APTMS = 70:30 %) (slika 3.3.). Uslovi primenjeni za modifikaciju nosaca i
imobilizaciju lipaze prethodno su optimizovani na Katedri za biohemisjko inzenjerstvo i
biotehnologiju (210).

U balone od 100 mL su stavljane cestice i silan u masenom odnosu 1:1. Na 300 mg nosaca
dodavano je 1,18 mL. APTMS-a, 1,19 mL. PAPMS-a, 0,357 mL. PAPMS-a i 0,817 mL
APTMS-a, odnosno 0,833 mL. PAPMS-a i 0,35 mL. APTMS-a. U sve smese je dodato po
36 mL toluena i dovoden je azot, a sama modifikacija izvodena na sobnoj temperaturi u
toku 48 h na magnetnoj mesalici pri 600 obrtaja min"'. Nakon zavriene modifikacije, nosa¢

je filtriran pod vakuumom, ispiran 3 puta sa po 5 mL toluena i tretiran ultrazvukom u cilju
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uklanjanja neproreagovalih silana. Ovako modifikovana i preciséena silika dispergovana je
u etanolu. Nosaci na ¢iju su povrsinu tretiranjem sa APTMS-om uvedene amino-grupe
dalje su modifikovani cijanurilhloridom (CC) i to pod takvim uslovima koji obezbeduju
nastanak monosupstituenata kod kojih je prilaz molekula lipaze do atoma hlora, pa samim
tim 1 ostvarivanje kovalentne veze, neometan. Proces je izvoden u toku 2 h na magnetnoj
mesalici pri 400 obrtaja min” na 0 °C pri masenom odnosu nosaca i cijanurilhlorida 1:5.
Smesa se sastojala iz 1 g cijanurilhlorida, 200 mg nano-cestica, 70 mL acetona 1 50 uL
trietilamina. Nakon zavr$ene aktivacije, nosac je odvajan vakuum-filtracijom, ispiran 3 puta
sa po 5 mL acetona i suSen u vakuum-susnici do konstantne mase. Nakon toga je vriena
imobilizacija CAL B na dobijene aktivirane nosace. Smesa se sastojala iz 10 mg nano-
cestica Si0, 1 kolicine lipaze od 24,68 mg proteina po gramu nosaca, a dopunjavana je do 1
mL 50 mM ili 1 M natrijum-fosfatnim puferom pH = 7. Imobilizacija je trajala 1 h kada su
koriséeni nosac¢ aktiviran PAPMS-om 1 neaktivirana silika, dok je u ostalim slucajevima
proces trajao 24 h. Proces se odigravao na sobnoj temperaturi uz orbitalno mesanje, nakon
&ega je imobilisani enzim odvajan centrifugiranjem u toku 10 min pri 13000 obrtaja min’.
Nakon toga je imobilizat ispiran 3 puta sa po 1 mL pufera u kome je vrsena imobilizacija, a
posle svakog ispiranja ponavljan je postupak centrifugiranja. Na kraju je CAL B

imobilisana na nano-Cestice SiO, suSena pod vakuumom i koriséena u daljim

ekseprimentima.
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Slika 3.3. Modifikacija nano-Cestica SiOz PAPMS-om, APTMS-om i CC-om i smeSom
APTMS/PAPMS i CC-om (210).

3.2.15. Odredivanje hidroliticke aktivnosti
Aktivnost imobilisanih enzimskih preparata odredivana je u reakciji hidrolize p-nitrofenil-
butirata (p-NPB — p-nitrophenyl butyrate). Kao rezultat delovanja lipaze nastaju buterna

kiselina i zuto obojeni p-nitrofenol (slika 3.4.).
o

/IK/\CH
3

o)

OH
Lipaza )ok/\
*  HO CH,
NO, NO,

Slika 3.4. Hidroliza p-nitrofenil-butirata katalizovana lipazom.

Stok rastvor p-NPB-a u dioksanu (50 mM) neposredno pre upotrebe je razblazivan 25 mM
fosfatnim puferom pH=8, 125 puta do finalne koncentracije od 0,4 mM. Kada je
odredivana aktivnost imobilizata smesa se sastojala iz razli¢itih masa biokatalizatora i 3 mL
razblazenog supstrata. U toku merenja, smesa je mesana magnetnim zrnom (6 mm) na
magnetnoj mesalici pri 1000 obrtaja min". Pri ovakvim uslovima nisu primecéene nikakve
promene mehanickih karakteristika cestica nosaca. Merenja su vrsena spektrofotometrijski
na 410 nm u toku 2-5 min na svakih 10-30 s na 25 °C. Prinos aktivnosti je izracunavan kao

odnos vezane i unete aktivnosti po gramu nosaca.

3.2.16. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bredfordu
Koncentracija proteina u supernatantu, pre i nakon imobilizacije, odredivana je primenom

metode po Bredfordu. Smesa se sastojala iz 2 ml Bredfordovog reagensa i 40 uL
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ispitivanog uzorka, a merenja su vrSena spektrofotometrijski na 595 nm nakon 5 min.
Koli¢ina vezanih proteina odredivana je kao razlika izmedu pocetne i kolic¢ine proteina
zaostale u supernatantu nakon imobilizacije. Prinos imobilizacije je predstavljao odnos
izmedu vezane i unete kolicine proteina po gramu nosaca, a specifi¢cna aktivnost odnos
vezane aktivnosti i vezanih proteina.

Sam reagens pripreman je na slede¢i nacin: 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 se
rastvori u 50 mL 95 % etanola, doda se 100 mL 85 % fosforne kiseline i razblazi do 1 L
destilovanom vodom. Nakon toga se, neposredno pre upotrebe, rastvor filtrira i ¢uva u
tamnoj boci, ne duze od jednog meseca. Standardna prava konstruisana je za svaku novu
kolicinu pripremljenog Bredfordovog reagensa primenom albumina iz govedeg seruma

(BSA) koncentracije 0,1-1 mg mL™".

3.2.17. Enzimska sinteza L-askorbil-oleata u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem
imobilisane lipaze i recirkulacijom supstrata

Kada je reakcija sinteze L-askrbil-oleata izvodena u semi-kontinualnom sistemu, primenjen
je stakleni cevni bioreaktor dimenzija 136 mm (duzina) X 9 mm (unutrasnji precnik) i
odgovarajuc¢e zapremine od 8,7 mlL opremljen plastom kroz koji je proticala voda
predgrejana na 60 °C. Kolona je punjena razlicitim kolicinama lipaze, dok je zapremina
reakcione smese koja je zagrevana do 60 °C uz mesanje u erlenmajeru na magnetnoj
mesalici bila konstantna — 40 mL i sastojala se iz 50 mM vitamina C, razli¢itih koli¢ina
oleinske kiseline i #butanola. Ova smesa je upumpavana u reaktor sa biokatalizatorom
posredstvom peristalticke pumpe pri razlicitim protocima koji su omogucavali razlicite
hidrodinamicke uslove 1 formiranje fluidizovanog sloja razlicitth karakteristika, a smesa je
semi-kontinualno recirkulisana tako $to je nakon izlaska iz reaktora povratnim tokom
odvodena u rezervoar sa mesanjem i ponovo upumpavana na pocetak kolone. Fotografija
formiranja fluidizovanog sloja 1 fotografija koris¢ene aparature prikazane su na slici 3.5.

U odredenim vremenskim trenucima uzorkovano je po 50-100 pl. reakcione smese iz
erlenmajera i analize su vrsene na HPLC uredaju. Kada je imobilisani enzim koris¢en u
konsekutivnim reakcionim ciklusima, postupak odvajanja i ispiranja bio je identican kao

kada je reakcija izvodena u Sarznom sistemu (poglavlje 3.2.7.).
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Slika 3.5. Formiranje fluidizovanog sloja Cestica i kori§¢ena aparatura.

3.2.18. Odredivanje masnokiselinskog sastava masti 1 ulja

Masnokiselinski sastavi kokosovog ulja i svinjske masti, s obzirom na to da nisu bili
definisani proizvodackom specifikacijom, bili su utvrdeni u dva koraka. Ovi supstrati su
prvo prevodeni u smese metil-estara, a zatim je udeo svake od masnih kiselina odredivan
hromatografski. Prvi korak, metilovanje, vrsen je na sledeéi nacin: 4 g supstrata je stavljano
u slifovani balon od 100 mL sa 50 mL bezvodnog metanolai 1 mLL. 1 M KOH u metanolu.
Virseno je zagrevanje na magnetnoj mesalici sa povratnim hladnjakom uz kljucanje u toku 2
h. Nakon toga je dodavano 30 mL vode preko hladnjaka, pa je smesa prebacivana u levak
za odvajanje i balon ispiran sa po 20 mL vode i hloroforma. Kada se sve prebaci u levak,
smesa se energicno promucka 1 metil-estri se sakupljaju u donjoj, hloroformskoj, fazi. Ova

faza se nakon odvajanja ispira dva puta sa po 10 mlL vode, nakon cega se podvrgava
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suenju iznad bezvodnog natrijum-sulfata. Zatim je nerazblazeni uzorak propustan kroz
HPLC sistem u istom rezimu u kome su analizirani i standardi cistth komercijalnih metil-
estara. Primenjena je elucija sa gradijentom pri ¢emu je mobilna faza A bila smesa vode 1
acetonitrila (AN:H,O:HCOOH = 85:15:0,1 %), dok je faza B bio cist izopropanol (IP).
Utvrdeno je da se najbolje razdvajanje ostvaruje na sledeéi nacin: 0-10 min 0 % B, 10-35
min 0-100 % B, 35-35,1 min 100-0 % B i 35,1-43 min 0 % B. C18 kolona bila je

termostatirana na 50 °C, a radni protok je bio 0,7 mL min™.

3.2.19. Statisticke analize

Svi eksperimenti izvodeni su u duplikatu i prikazani rezultati su izrazavani kao srednje
vrednosti ili srednje vrednosti * standardna devijacija. Signifikantnost uticaja variranih
parametara u ispitivanim opsezima na odabrane odzive odredivana je za p<0,05
koris¢enjem jednodimenzione analize varijansi ANOVA i Studentovog #testa.Ove analize
vrsene su primenom Microsoft Office Excell 2007 (Microsoft Corporation, Redmond,
SAD) softvera. Ostvaren je visok stepen ponovljivosti rezultata s obzirom na to da su

standardne devijacije bile manje od 5 % u svim eksperimentima.

86



4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1.  Preliminarni eksperimenti

4.11. Analiticko 1 semipreparativno odvajanje askorbil-oleata primenom HPLC
metode 1 spektralna analiza

U prvom eksperimentu izvedenom u okviru ove doktorske disertacije fokus je bio na
razvijanju brze i efikasne metode za detekciju, kvantifikaciju i karakterizaciju proizvoda pa
je uraden preliminarni eksperiment u uslovima koji su smatrani najpogodnijim nakon
pregleda literature. Posto u naucnoj literaturi prevladavaju radovi u kojima je za enzimsku
sintezu askorbil-estara upotreblien Novozym® 435, ovaj komecijalni enzim je primenjen i u
preliminarnom eksperimentu sinteze askorbil-oleata pri slede¢im uslovima: koncentracija
vitamina C 0,1 M, molski odnos supstrata 1:6, koncentracija enzima 1 %(w/v),
temperatura 55 °C i rastvara¢ butanol. Ovi uslovi su odabrani jer se moze ocekivati
znacajna koli¢ina proizvoda, ali i neproreagovalog limitirajuéeg supstrata (vitamin C) pa se
u ovim uslovima moze proveriti rezolucija metode za odvajanje i kvantifikovanje estra
primenom RP-HPLC analiza. Razvoj metode je krenuo od metoda sa eluiranjem
gradijentom metanola (80-100 %) 1 vode (20-0 %) koji je omogucio odli¢no razdvajanje
neproregovalih supstrata (askorbinske i oleinske kiseline) 1 proizvoda (askorbil-oleata). U
narednoj fazi razvoja metode ispitana je moguénost zamene elucije sa gradijentom sastava
mobilne faze izokratskom elucijom jer se time skracuje trajanje pojedinacne analize 1
izbegava uravnotezavanje sastava mobilne faze u koloni izmedu dve hromatografske
analize. Optimalno razdvajanje proizvoda u prihvatljivo kratkom vremenu (do 6 min)
ostvareno je sa ¢istim metanolom kao mobilnom fazom. Tipican hromatogram prikazan je
na slici 4.1.

Nakon toga je razvijena metoda za semipreparativno odvajanje proizvoda kojim bi se
izolovala koli¢ina dovoljna za odredivanje NMR spektara kojima bi se potvrdilo da je
izolovano jedinjenje upravo L-askorbil-oleat, kao i za konstruisanje standardne prave za
odredivanje koncentracije proizvoda. Sama metoda za semipreparativno odvajanje, kao 1
procedura NMR analiza, detaljno su opisane u poglavlju 3.2.5. 1 3.2.6. Dobijen je sledeci
NMR spektar: 'H NMR (200 MHz, CDCL,) & 5,34 (2H), § 4,77 (1H), & 4,32 (1H), & 4,20
(2H), 8 2,35 (2H), & 2,02 (4H), 8 1,60 (2H), & 1,28 (20H), & 0,88 (3H). Karakteristicne
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funkcionalne grupe su potvrdene primenom “C (50 MHz, CDCL,): (CO-O estarska 170,05
ppm; CO 174,20 ppm; enolna C 154,15 1 118,36 ppm; CH=CH 130,00 ppm). Na ovaj
nacin je spektralnom analizom potvrdeno da je izolovana supstanca identicna oleoil-estru

L-askorbinske kiseline.

UV_MIS_1 WVL: 210 nm

500 UV MIS_2 WWLZ35nm

mAl . u .
400 askorbil-oleat  nedistode

200 vitarmin © nleinska kiselina

04

2004

min

~400]
0.0 10 20 3.0 40 50 50 7.0 8.0 5.0 10.1

Slika 4.1. Tipi¢an hromatogram reakcione smese nakon sinteze askorbil-oleata iz vitamina C i

oleinske kiseline.

Kada su umesto oleinske kiseline kao donori acil-ostatka koriS¢ene druge masne kiseline,
metode razdvajanja su prilagodavane pojedinacnim slucajevima, tako da je za odredivanje
askorbil-acetata i -kapronata mobilna faza bila 70 % MeOH u vodi, za -kaprinat i -miristat

90 % MeOH , dok su -stearat i -linolat odvajani sa 100 % MeOH.

4.1.2. Skrining lipaza kao potencijalnih katalizatora sinteze L-askorbil-oleata

U okviru preliminarnih eksperimenata, ispitana je 1 mogucénost koriscenja razlicitth
komercijalnih enzimskih preparata za dobijanje L-askorbil-oleata. Pored Novozym-"a 435
(sa aktivnoséu >5000 PLU g"), testirane su i lipaze slede¢ih producenata: R. miebei
(imobilisana na Immobead 150 sa aktivnoséu >300 TBU g"), T. lanuginosus (imobilisna na
Immobead 150 sa aktivnoséu >3000 TBU g") i C. mgosa (CRL, liofolizovani prah sa
aktivnoséu >2000 TOU g"), a ostvareni rezultati prikazani su u tabeli 4.1. Uocava se da
CRL ne pokazuje nikakvu esterifikacionu aktivnost u ovoj reakciji, koriséenjem RML je
sintetisana veoma niska koncentracija proizvoda, dok su TLL i CAL B pokazale odredenu
aktivnost, pa je ostvaren stepen konverzije od 10,4 i 24,8 %, redom. I u ranijim
istrazivanjima CAL B se pokazala superiornom u odnosu na ostale primenjivane lipaze,
iako su pojedini autori, prvenstveno zbog visoke cene ovog preparata, nakon skrininga
razli¢itih lipaza za rad birali druge preparate (uglavnom imobilisane forme RML i TLL).

Medutim, rezultati prikazani u tabeli 4.1. pokazuju da razlika u ceni izmedu preparata CAL
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B i ostalih primenjenih (cena TLL i RML oko 2,5 puta niza od CAL B) nije proporcionalna
razlici u pokazanoj aktivnosti i da bi za postizanje konverzija uporedivih sa maksimalnim
ostvarenim u okviru ovog eksperimenta morala biti utrosena znacajno veca kolicina
jeftinijeg preparata. Iz tog razloga se ni sa ekonomskog aspekta upotreba ostalih testiranih
preparata ne moze smatrati opravdanom i u daljem radu je stoga primenjivana lipaza

producenta C. antarctica.

Tabela 4.1. Aktivnost razlititih lipaza u reakciji sinteze askorbil-oleata.

Lipaza CALB TLL RML CRL
Aktivnost 5000 PLU g! 3000 TBU g! 300 TBU g! 2000 TOU g!
Cena*, € g1 235 9,55 9,21 22,28
Stepen konverzije, % 248 10,4 0,36 0

* - izvor http://www.sigmaaldrich.com/european-exporthtml. Reakcije su izvodene u #butanolu u toku 24
h na 55 °C, sa 0,2 M vitamina C, 0,6 M oleinske kiseline i 0,12 %(v/v) vode. Koli¢ine lipaze ~0,235 € mL-.
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4.2. Izbor organskog rastvaraCa i donora acil-ostatka za enzimsku sintezu L-

askorbil-estara

Izbor organskog rastvaraca koji ce predstavljati pogodnu sredinu za reakciju sinteze
askorbil-estara masnih kiselina katalizovanu lipazama je znacajan sa aspekta postizanja
visokih prinosa proizvoda, kao 1 sa stanovista kompatibilnosti sa ciljem krajnje primene.
Nalazenje odgovarajueg medijuma, stoga je zasnovano na testiranju $to veéeg broja
organskih rastvaraca razlicitth polarnosti i usmeravanju pretrage ka rastvaracima koji
poseduju GRAS status. Pored toga, izvrsen je skrining razlicitth donora acil-ostatka, s
obzirom na znacajan uticaj duzine ugljovodonicnog lanca i stepena nezasicenosti kiseline

na afinitet CAL B, kao 1 liposolubilost i antioksidativnu aktivnost rezultujucih askorbil-

estara.

4.2.1. Uticaj organskog rastvaraca na sintezu askorbil-estara karboksilnih kiselina
Da bi bio ispitan uticaj reakcionog medijuma 1 pronaden najpogodniji organski rastvarac,
reakcija sinteze askorbil-estara karboksilnih kiselina koje poseduju razlic¢it broj C atoma (2-
18) izvodena je u velikom broju rastvaraca cije su log P vrednosti veoma razli¢ite, dok su
svi ostali reakcioni parametri bili konstantni. Na slici 4.2. su prikazani prinosi sva cCetiri
sintetisana estra (askorbil-acetata, -kaprinata, -stearata i —oleata) postignuti u testiranim
rastvaracima. ANOVA testom potvdena je signifikantnost (p<<0,01) oba faktora — vrsta
organskog rastvaraca i masne kiseline. Ocigledno je da hidrofobni organski rastvaraci ne
obezbeduju pogodne uslove za esterifikaciju vitamina C, nezavisno od polarnosti donora
acil-ostatka, tako da se reakcija odigravala samo u rastvaracima ciji je log P nizi - #
butanolu, acetonu i acetonitrilu.

Iako su izrazito hidrofobni rastvaraci uglavnom prvi izbor za sintezu estara katalizovanih
lipazama (143, 144, 154, 211), estri vitamina C su u dosadasnjim publikacijama uspesno
sintetisani uglavnom u polarnijim medijumima (14, 212), sto je u skladu sa dobijenim
rezultatima. Kada se u obzir uzme cinjenica da je eksperimentom bilo obuhvaceno vise
donora acil-ostatka Sirokog opsega polarnosti (log P od -3,5 do 8,2), a da je sinteza
uspesno izvedena samo u polarnim rastvaracima, moze se pretpostaviti da je rastvorljivost
vitamina C u reakcionom sistemu klju¢ni faktor za efikasno kataliticko delovanje enzima.
Najcesce koriscéeni rastvaraci su tercijarni alkoholi — #butanol i ~amil alkohol (43, 48, 50,

125, 159), zatim aceton (44, 52, 137, 139) i, u nekoliko slucajeva, acetonitril (52, 140, 213).
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Nesto visi prinosi su, generalno, prijavljivani u tercijarnim alkoholima u kojima je, iako
imaju vedi log P od acetona, vitamin C bolje rastvoran (rastvorljivost u #amil alkoholu 14,6
mg mL", #butanolu 4,9 mg mL", acetonu 2,8 mg mL" i acetonitrilu 1,1 mg mL") U skladu
sa tim su i rezultati nasih eksperimenata koji jasno pokazuju da daljim povecanjem
polarnosti rastvaraca nakon #butanola, dolazi do pada koncentracije proizvedenih estara.
U nekoliko istrazivanja, najveca aktivnost lipaze ostvarena je kada je koris¢ena smesa

jednog hidrofobnog i jednog hidrofilnog rastvaraca, dok se u drugim studijama primena

takvih medijuma pokazala nepogodnom (43).
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Slika 4.2. Uticaj organskog rastvarata na prinos askorbil-estara masnih kiselina. Reakcije su
izvodene u toku 24 h na 55 °C, sa 0,2 M vitamina C, 0,6 M oleinske kiseline, 1 %(w/v) enzima i

0,12 %(v/v) vode.

Iako su u ovoj fazi istrazivanja najbolji rezultati ostvareni u #butanolu, dalja optimizacija
vrSena je u acetonu, u kome su takode postignuti obecavajuéi prinosi. Aceton spada u
jeftine 1 dostupne rastvrace, moze se uparavanjem lako ukloniti iz reakcione smese, §to
smanjuje utroske energije pri izolovanju i prec¢iséavanju proizvoda, a poseduje 1 GRAS
status (dozvoljena koncentracija do 8 mg L' (214) u prehrambenim proizvodima) koji
njegovu upotrebu pri dobijanju jedinjenja namenjenih ishrani ljudi ¢ini bezbednom.

Uzimajuéi u obzir navedene prednosti koriS¢enja acetona kao reakcionog medijuma,
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naredna ispitivanja posvecena optimizaciji sinteze askrobil-estara karboksilnih kiselina

v, ® . v v
koris¢enjem Novozym -a 435 kao katalizatora, vrSena su u ovom rastvaracu.

4.2.2. Uticaj karboksilne kiseline na aktivnost imobilisane lipaze Novozym® 435

Razlicite lipaze pokazuju razlicitu selektivnost prema masnim kiselinama u zavisnosti od
duzine njihovog ugljovodoni¢nog lanca i stepena nezasi¢enosti. U isto vreme, estri dobijeni
koris¢enjem acil-donora razlicite polarnosti 1 sami poseduju razlicite osobine koje ih ¢ine
pogodnim za upotrebu u drugacijim sistemima. U okviru ove doktorske disertacije, kao
donori acil-ostatka, kori§¢ene su zasicene masne kiseline sa brojem C atoma od 2 do 18,
kao 1 oleinska kiselina koja poseduje 18 C atoma i jednu dvostruku vezu. Sve reakcije su
izvodene u acetonu na 55 °C u toku 72 h pri koncentraciji vode 0,12 %(v/v), sa 0,05 M
vitamina C, 0,15 M kiseline i 10 g L' enzima. Prema ANOVA analizi, duZina lanca masne
kiseline je veoma signifikantan faktor (p<<<0,1) u sintezi estara vitamina C. Sa slike 4.3. na
kojoj su prikazani dobijeni rezultati, moze se uociti postepen pad prinosa (od 18,6 do 13,5
%) sa povecanjem duzine lanca donora acil-ostatka od 2 do 18 C atoma. Pored toga, sa
oleinskom kiselinom koja poseduje isti broj C atoma kao stearinska kiselina, ali je
mononezasicena, postignuta je najveca konverzija u poredenju sa svim ostalim ispitanim
acil-donorima. Znacaj prisustva dvostruke veze u ugljovodonicnom lancu donora acil-

ostatka, potvrden je i Studentovim testom za stearinsku i oleinsku kiselinu (p=0,015).
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Slika 4.3. Uticaj duzine ugljovodoni¢nog lanca i stepena nezasi¢enosti masne kiseline na biosintezu
L-askorbil-estara. Reakcije su izvodene u toku 72 h na 55 °C, sa 0,05 M vitamina C, 0,15 M

oleinske kiseline, 1 %(w/v) enzima i 0,12 %(v/v) vode.
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U prethodnim istrazivanjima u kojima je ispitivana specificnost lipaze CAL B prema
kiselinama razlicite duzine lanca, dobijeni su veoma oprecni rezultati. Tako je u studiji koju
je sproveo Song sa saradnicima utvrdeno da Novozym® 435 pokazuje veéi afinitet ka
duzim masnim kiselinama (C18>C16>C12), a povecéanje broja dvostrukih veza je takode
dovodilo da postizanja vec¢ih pocetnih brzina i krajnjih prinosa u reakciji sinteze askorbil-
estara (135). Sa druge strane Stamatis i saradnici su demonstrirali da CAL B pokazuje
izrazenu selektivnost prema masnim kiselinama koje poseduju 12-18 C atoma, pri cemu su
bolji rezultati postignuti sa acil-donorima kraceg lanca (49). Slican trend prijavljuju i Jan i
saradnici pri koriséenju drugog komercijalnog imobilizata CAL. B — Chirazyme® 1.-2 C2
(127), dok je Vatanabe sa kolegama ustanovio da broj C atoma masne kiseline nema efekat
na sintezu L-askorbil-estara katalizovanu istim enzimom (148)

Estri L-askorbinske kiseline dobijeni primenom razlicitih acil-donora razlikuju se i u
osobinama §$to utice na oblast njihove primene. Ciljanom lipofilizacijom vitamina C
esterifikacijom sa karboksilnim kiselinama razli¢ite duzine lanca (2-18 C atoma) se mogu
dobiti estri ¢ije su vrednosti HLB brojeva veoma razlicite sto omoguéava njihovu primenu
kao povrsinski aktivnih materija u raznovrsnim sistemima. Izracunavanjem HLB brojeva
prema Dejvisovoj jednacini (poglavlje 2.4.1.1.) zakljuceno je da se askorbil-estri sa manje
od 10 C atoma u bo¢nom nizu mogu svrstati u hidrosolubilne PAM, oni koji poseduju 10-
14 C atoma u bo¢nom lancu mogu biti dispergovani u vodi, dok se askorbil-estri koji
poseduju vise od 14 C atoma u bo¢nom lancu mogu smatrati liposolubilnim PAM. Estri
nastali u reakciji sa acil-donorima veée duzine (12-18 C atoma) mogu se primenjivati kao
antipenusavci. Askorbil-estri sa 14 1 vise C atoma u bo¢nom nizu mogu se uspesno koristiti
pri pravljenju emulzija tipa voda u ulju, dok se u emulzijama tipa ulje u vodi mogu
upotrebljavati askorbil-estri sa kra¢im (C12 i kraci) acil-ostatkom. Uvodenjem kratkog acil-
ostatka ostvaruje se samo delimi¢na lipofilizacija L.-askorbinske kiseline, koja je 1 primarni
razlog njene esterifikacije. Ipak, ova jedinjenja se, u zavisnosti od primenjene koncentracije,
mogu koristiti kao antioksidansi u uljima, emulzijama i lipozomima. Pored toga, askorbil-
estri sa kratkim bocnim lancem (C2-C4) se mogu primeniti 1 u deterdZzentima. Sa druge
strane, hidrofobniji askorbil-estri se smatraju efikasnijim kada se koriste kao aditivi u
lipofilnim proizvodima u niskim koncentracijama. Ukoliko poseduju boc¢ni lanac srednje
duzine (C10-C14), askorbil-estri se mogu koristiti i kao agensi za kvasenje. S obzirom na

zadovoljavajuéu aktivnost Novozym®-a 435 u reakciji esterifikacije vitamina C zasi¢enim
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masnim kiselinama razli¢ite duzine lanca, kao i mononezasi¢enom, oleinskom kiselinom,

svi ispitani acil-donori su razmatrani za dalju optimizaciju procesa.

4.2.3. Uticaj acil-ostatka na antioksidativnu aktivnost askorbil-estara

Da bi sintetisani L-askorbil-estri bili okarakterisani sa aspekta antioksidativne aktivnosti,
ispitivana je njihova sposobnost inhibiranja DPPH radikala. U tom cilju, testirano je svih
Sest proizvedenih estara, vitamin C, kao i komercijalni L-askorbil-palmitat. Ostvareni
rezultati su predstavljeni u tabeli 4.2, iz koje se moze videti da svi ispitani estri poseduju
visok kapacitet za “hvatanje” slobodnih radikala. Medutim, sprovodenjem ANOVA testa
ustanovljeno je da postoji statisticki znacajna razlika u njihovim antioksidativnim
karakteristikama (p<<0,05). Analiziranjem odgovaraju¢ih I1C,, vrednosti askorbil-estara
dobijenim u reakciji sa zasi¢enim masnim kiselinama, moze se uoditi trend opadanja
kapaciteta za vezivanje slobodnih radikala sa povecanjem broja C atoma acil-donora (slika
4.4). Interesantno je da je medu askorbil-estrima vece duzine lanca vecu antioksidativnu
aktivnost od svih askorbil-estara sa zasi¢enim acil-ostatkom pokazao estar vitamina C sa
mononezasi¢enom, oleinskom kiselinom. Nekoliko estara, i to acetat, kapronat, kaprinat i
oleat, su cak pokazali poboljsane antioksidativne karakteristike u odnosu na vitamin C,
kada su rezultati izrazeni u mg L', dok se poredenjem IC,, vrednosti iskazanih preko
koncentracije u uM vidi da se u slucaju svih proizvoda esterifikacijom vitamina C njegova

antioksidativna aktivnost povecala.

Tabela 4.2. Kapacitet 1-askorbil-estara i vitamina C za vezivanje DPPH radikala.

]edinienje log P> IC50, mg L1 IC50, ]JM
L-askorbil-acetat -0,698 0,253+0,007 1,160,032
L-askorbil-kapronat 1,232 0,264%£0,005 0,963%0,018
L-askorbil-kaprinat 3,253  0,715%£0,008  2,16%0,024
L-askorbil-miristat 5274 1,491£0,014 3,86%0,036
L-askorbil-palmitat 6,28 1,548%0,006 3,7310,014
L-askorbil-stearat 7,295 1,754%0,018 3,960,041
L-askorbil-oleat 6,809 0,653+0,008 1,484+0,018
L-askorbinska kiselina  -1,4  0,812+0,009  4,6£0,051

* - log P vrednosti izracunate koris¢enjem Molinspiration online softvera
(http:/ /www.molinspiration.com/ cgi-bin/propetties)
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Slika 4.4. Uticaj duzine i stepena nezasi¢enosti acil-ostatka na antioksidativno dejstvo L-askorbil-

estara karboksilnih kiselina.

U okviru prethodnih istrazivanja dobijeni su veoma razliciti rezultati kada je u pitanju
antioksidativna aktivnost askorbil-estara. Lo Nostro sa saradnicima je DPPH metodom
pokazao da Sirok spektar L-askorbil-estara, derivata vitamina C 1 zasi¢enih masnih kiselina
(C8-C18), poseduje veoma slican kapacitet za vezivanje slobodnih radikala, kao i da su
njthova antioksidativna svojstva nepromenjena u odnosu na sam vitamin C (15, 191).
Nasuprot tome, prethodno je prijavljeno da L-askorbil-palmitat poseduje 10, a smesa
askorbil-estara dobijenih iz palminog ulja 100 puta manju antioksidativou aktivnost u
poredenju sa vitaminom C (48). Primenom TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity-
antioksidativni kapacitet ekvivalenta troloksa) i ubrzanog testa oksidabilnosti (Rancimat
test) je, sa druge strane, pokazano da askorbil-estri oleinske 1 palmitinske kiseline poseduju
isti kapacitet za vezivanje slobodnih radikala, ali nesto manji nego L-askorbinska kiselina
(50). Kada je u pitanju antioksidativna aktivnost L-askorbil-oleata, dobijeni rezultat koji
ukazuje na njegov visok kapacitet za vezivanje DPPH radikala nije neocekivan s obzirom
na podatke dostupne u literaturi, gde je okarakterisan kao liposlolubilni antioksidans
velikog potencijala (46, 50, 215). Viklund sa saradnicima je tako objavio da je askorbil-oleat
efikasniji od palmitata u sprecavanju formiranja peroksida u repi¢inom ulju (46). U skladu
sa tim su 1 rezultati druge studije u kojoj je pokazano da askorbil-oleat ima bolji zastitni
efekat na ljudske endotelijalne venske Celije iz pupcane vrpce od drugih askorbil-derivata

215).
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4.3.  Optimizacija reakcionih uslova za sintezu askorbil-oleata

NalaZenje optimalnih vrednosti klju¢nih reakcionih parametara bilo kog procesa je veoma
znacajno jer se na taj nacin ostvaruje povecanje njegove konkurentnosti i ekonomskog
potencijala. U skladu sa tim, vrsena je optimizacija svih znacajnih reakcionih faktora u
reakciji acilovanja L-askorbinske kiseline oleinskom kiselinom katalizovanoj imobilisanom
lipazom (slika 4.5.). Oleinska kiselina je izabrana kao acil-donor za ove eksperimente posto
je u prethodnom poglavlju utvrdeno da biokatalizator ima veliki afinitet prema ovom
supstratu, da je antioksidativno dejstvo askorbil-oletata veoma jako, kao i zbog rastuceg

interesovanja za primenu askorbil-estara nezasicenih masnih kiselina.
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Slika 4.5. Sinteza L-askorbil-oleata esterifikacijom vitamina C i oleinske kiseline katalizovana

lipazom B iz C. antarctica.

4.3.1. Uticaj reakcionih faktora na biosintezu L-askorbil-oleata

Da bi se ispitao uticaj pojedinacnih reakcionih parametara na tok enzimske sinteze
askorbil-oleata, na osnovu literaturnih podataka i preliminarnih testova, utvrdeni su
najznacajniji faktori, kao 1 opsezi u kojima ih treba varirati. Kao klju¢ni parametri izdvojeni

su koncentracija enzima 1 supstrata, reakciona temperatura i aktivnost vode u sistemu.

43.1.1. Uticaj temperature na enzimsku sintezu L-askorbil-oleata

Reakcije esterifikacije katalizovane lipazama, u zavisnosti od termostabilnosti primenjenog
enzima, ispatljivosti rastvaraca, kao i prirode supstrata i proizvoda, mogu biti izvodene na
razlicitim temperaturama. U cilju utvdivanja optimalne temperature za reakciju izmedu
oleinske i L-askorbinske kiseline katalizovanu imobilisanom lipazom CAL B proces je

voden u opsegu temperatura 40-55 °C, dok su svi ostali parametri imali konstantnu
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vrednost (0,2 M vitamina C, 0,6 M oleinske kiseline, 10 g L' enzima i 0,12 %(v/v) vode).
Uticaj ovog faktora na pocetnu brzinu rekcije 1 prinos proizvoda nakon 24 h predstavljen
je na slici 4.6. Moze se uociti da sa porastom temperature u citavom ispitivanom opsegu
dolazi do rasta oba pracena odziva. Pocetna brzina se povecava sa 0,751 na 1,616 mM h',
dok prinosi estra nakon 24 h reagovanja rastu od 16,3 do 25,4 mM. Kada su ostvareni
rezultati analizirani primenom ANOVA testa, konstatovano je da temperatura predstavlja
statisticki znacajan parametar sa aspekta pocetnih brzina reakcije, kao i koncentracije

proizvedenog estra.
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Slika 4.6. Uticaj temperature na pocetnu brzinu reakcije i prinos L-askorbil-oleata. Reakcija je

izvodena u acetonu u toku 24 h, sa 0,2 M vitamina C, 0,6 M oleinske kiseline, 1 %(w/v) enzima i

0,12 %(v/v) vode.

Lipaza tipa B producenta C. antarctica spada u lipaze visoke termostabilnosti, pa su u
nekoliko studija dobijeni temperaturni optimumi od 70 °C za sintezu askorbil-estara (45).
Sa druge strane, prijavljeno je da se maksimalan prinos L-askorbil-laurata postize na znatno
nizoj temperaturi — 30,6 °C (140). U najvecem broju istrazivanja je, medutim, ustanovljeno
da se maksimalna brzina reakcije 1 prinos askorbil-estara ostvaruju na temperaturama 55-60
°C (125), sto je u skladu i sa rezultatima postignutim u okviru ove doktorske disertacije.
Ispitivanje uticaja preostalih reakcionih faktora je, stoga, izvodeno na 55 °C, dok ispitivanje
visih temperatura, s obzirom na blizinu tacke kljucanja acetona (~56 °C), nije vr$eno u

ovoj fazi istrazivanja.
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4.3.1.2. Uticaj koncentracije biokatalizatora na enzimsku sintezu L-askorbil-oleata

Koli¢ina enzima koja katalizuje neki proces znacajno uti¢e na njegovu brzinu. Da bi bio
ispitan uticaj koncentracije lipaze na sintezu L-askorbil-oleata u toku 72 h, njen sadrzaj je
variran u opsegu 2,5-10 mg mL". Reakcija je izvodena na 55 °C, sa 0,2 M vitamina C, 0,6
M oleinske kiseline i pri sadrzaju vode od 0,12 %(v/v). Sa slike 4.7.a se moze uocit da
povecanje koncentracije enzima od 2,5 do 5 mg mL" dovodi do primetnog poveéanija
pocetne brzine rekcije esterifikacije, dok dalje povecéanje do 10 mg mL" nema takav efekat.
Iako sadrzaj enzima ne utice na polozaj ravnoteze, pri visim koncentracijama (5 1 10 mg
mL.") se ona postize znatno brze, ve¢ nakon 24 h, dok je pri koncentraciji od 2,5 mg mL"
porast koli¢ine proizvedenog estra evidentan za sve vreme trajanja reakcije (72 h). Sa druge
strane, kada je kao odziv analiziran prinos askorbil-oleata po masi upotrebljenog enzima,
dobijen je suprotan trend (slika 4.7.b). Maksimalna koli¢ina estra od 6,5 mmol po gramu
lipaze je tako sintetisana sa najnizom koncentracijom (2,5 mg mI.") Novozym®-a 435.

S obzirom na to da je cena biokatalizatora uglavhom najznacajnija stavka u ukupnim
troSkovima enzimskih sinteza, a da su, sa druge strane, vremenska produktivnost i
potros$nja energije, takode znacajni parametri, neophodno je pri njthovoj optimizaciji
napraviti kompromis izmedu ovih suprotstavljenih zahteva. Iz tih razloga je u narednim
eksperimentima primenjena koncentracija lipaze 5 mg mL", pri kojoj je vreme za koje je
postignuta ravnoteza bilo gotovo isto kao pri duplo vecoj potrosnji enzima, dok je
odgovarajuéi specifi¢ni prinos od 4,5 mmol estra g' Novozym-a® 435 bio uporediv ili visi
nego u prethodnim studijama u kojima su koriséeni isti enzim i donor acil-ostatka (125,

139).
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Slika 4.7. Uticaj koncentracije Novozym®-a 435 na (a) prinos askorbil-oleata 1 (b) prinos askorbil-

oleata po gramu enzima. Reakcije su izvodene u acetonu u toku 72 h na 55 °C, sa 0,2 M vitamina

C, 0,6 M oleinske kiseline i 0,12 %(v/v) vode.

4.3.1.3. Uticaj koncentracije supstrata na enzimsku sintezu L-askorbil-oleata

Uticaj koncentracije supstrata je prvo ispitivan variranjem koncentracije vitamina C u
opsegu 0,05-0,2 M pri fiksnom molskom odnosu od 1:3. Primenom ANOVA testa
pokazano je da je koncentracija limitirajueg supstrata izuzetno signifikantan faktor
(p<<0,01), i sa aspekta prinosa proizvoda i sa aspekta odgovaraju¢ih molarnih konverzija.
Sto se tice stepena konverzije, kao §to se uocava na slici 4.8., maksimalna vrednost
postignuta je pri najnizoj koncentraciji askorbinske kiseline (0,05 M). Sa povecanjem
koncentracije vitamina C dolazilo je do povecanja pocetne brzine reakcije, pa je tako
ravnotezna konverzija ostvarivana ve¢ nakon 24 h, ali je nakon 72 h ona i dalje bila niza

nego pri malim koncentracijama.
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Slika 4.8. Uticaj koncentracije vitamina C na stepen konverzije. Reakcije su izvodene u acetonu u
toku 72 h na 55 °C, sa razlicitim koncentracijama vitamina C i pri molskom odnosu supstrata 1:3,

sa 0,5 %(w/v) enzima i 0,07 %(v/v) vode.
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Slika 4.9. Uticaj koncentracije vitamina C na prinos estra. Reakcije su izvodene u acetonu u toku 72
h na 55 °C, sa razlicitim koncentracijama vitamina C i pti molskom odnosu supstrata 1:3, sa 0,5

%(w/v) enzima i 0,07 %(v/v) vode.

Pored konverzije, pracena je i koncentracija proizvoda, na koju je ovaj parametar imao
suprotan efekat (slika 4.9.). Studentovim #testom za parove koncentracija vitamina C
utvrdeno je da jedino za par 0,151 0,2 M ne postoiji statisticki znacajna razlika u ostvarenim

prinosima, $to ukazuje na to da se ovaj deo variranog opsega moze smatrati optimalnim.
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Kako ukupna prostorna produktivnost i cena postupka precis¢avanja moraju biti uzete u
obzir, narocito u kasnijim fazama razvoja enzimskih procesa, jasno je da dobijanje visih

koncentracija proizvoda ima veliki znacaj.

1 —=—1:1
604 —— 1.3
| —15
—17
X 997 ——1:10
s {—115
N 40
o
>
c
2 304
©
c
-
8 204
=}
=
10 4
o . e ——
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Vreme, h

Slika 4.10. Uticaj molskog odnosa supstrata na stepen konverzije. Reakcije su izvodene u acetonu u
toku 72 h na 55 °C, sa 0,05 M vitamina C i razli¢itim koncentracijama oleinske kiseline, sa 0,5

%(w/v) enzima i 0,07 %(v/v) vode.

Poznato je da se znacajno povecanje prinosa u reakcijama sinteze askorbil-estara masnih
kiselina moze postiéi izvodenjem reakcije sa viSkom donora acil-ostatka. Da bi se ispitao
uticaj molskog odnosa supstrata, pri fiksiranoj koncentraciji vitamina C (0,05 M) je variran
sadrzaj oleinske kiseline tako da su rezultuju¢i molski odnosi bili u opsegu 1:1-1:15. Kao
§to se moze videti na slici 4.10., visak acil-donora dovodi do naglog rasta postignutih
stepena konverzije. Pri ekvimolarnom odnosu supstrata prinos od samo 3,6 % ostvaren je
nakon 72 h, dok je pri molskom odnosu askorbinske prema oleinskoj kiselini od 1:10
ostvarena konverzija od 60,5 %, ¢ak 16,8 puta veca. Dalje povecanje koncentracije oleinske
kiseline nije dovelo do rasta prinosa, §to se uglavhom pripisuje konformacionim
promenima u molekulu enzima do kojih dolazi u prisustvu velikih koli¢ina oleinske kiseline
koja otezava hidrofilnim molekulima vitamina C da pridu aktivhom centru lipaze (48).
Studentov ~test je takode pokazao da ne postoji statisticki signifikantna razlika izmedu
rezultata eksperimenata izvedenih sa oleinskom kiselinom wu desetostrukom i
petnaestostrukom visku, pa se moze zakljuciti da poveéanje molskog odnosa iznad 1:10

nije opravdano.
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4.3.1.4. Uticaj koncentracije vode na enzimsku sintezu L-askorbil-oleata

Voda je sastavni deo reakcionih sistema u kojima se odigravaju reakcije esterifikacije ¢ak 1
kada se ne dodaje u reakcionu smesu pre pocetka reakcije. Pored vode koja nastaje kao
proizvod reakcije, svaka komponenta smese poseduje odredenu aktivnost vode, pa ukupna
aktivnost vode u sistemu zavisi od vrste i koncentracije supstrata i rastvaraca (210).
Nastajanjem vode u toku reakcije, aktivhost vode u medijumu raste u toku vremena. Iako
je, kada se kao biokatalizatori koriste lipaze neophodno postojanje esencijalnog sloja vode
oko molekula enzima da bi on sacuvao otvorenu, aktivhu konformaciju, prisustvo viska
vode dovodi do favorizovanja reverzne reakcije hidrolize, $to onemogucéava postizanje
visokih prinosa (217).

30+

]
(8]
1

N
o
1

Prinos estra, mM

— =002 % (viv)
51‘ —e— 0,07 % (v/v)

—A— 0,12 % (V/v)

0 T T T T T T T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Vreme, h

Slika 4.11. Uticaj koncentracije vode na prinos L-askorbil-oleata. Reakcije su izvodene u acetonu u

toku 72 h na 55 °C, sa 0,2 M vitamina, 0,6 M oleinske kiseline i 1 %(w/v) enzima.

Pocetna koncentracija vode u sistemu je u okviru ispitivanja njenog uticaja na tok
biosinteze askorbil-oleata varirana izmedu 0,02 i 0,12 %(v/v). ANOVA analiza je ukazala
na to da je u odabranom opsegu ovaj faktor na granici signifikantnosti (p=0,05), ali se sa
grafika 4.11. ipak moze uociti da su nesto visa pocetna brzina i prinos estra ostvareni pri
sadrzaju vode od 0,07 %(v/v) nego pti nizoj i visoj koncentraciji. Nasuprot tome u okviru
ranijih studija ustanovljeno je da Novozym® 435 pokazuje najvecu aktivnost u medijumima
sa najmanje vode ili potpuno bezvodnim sredinama (218, 219). Medutim, treba imati u

vidu da je u ovom istrazivanju koris¢en rastvara¢ znatno vece polarnosti koji je, u skladu sa
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tim, u stanju da rastvori esencijalni sloj vode koji okruzuje molekul enzima, pa je

neophodna odredena dodatna koli¢ina vode (111, 220, 221).

4.3.2. Optimizacija reakcionih parametara primenom centralnog kompozitnog
rotatabilnog eksperimentalnog plana i metode odzivnih povrsina
U prethodnom poglavlju ove doktorske disertacije primenjena je konvencionalna metoda
optimizovanja reakcionih uslova variranjem jednog po jednog parametra pri fiksiranim
vrednostima ostalih koja, za razliku od visefaktornog eksperimentalnog planiranja, ne daje
uvid u prirodu i intenzitet interakcija medu faktorima (222). Metoda odzivnih povrsina
(RSM) 1 centralni kompozitni rotatabilni plan (CCRD) smatraju se pogodnim statistickim
tehnikama za ispitivanje 1 optimizaciju kompleksnih procesa gde je ocekivano postojanje
interakcija medu eksperimentalnim faktorima. Ove metode su do sada uspesno
primenjivane za optimizaciju sinteza estara katalizovanih lipazama (223, 224), pri cemu je 1
nekoliko studija posvecenih sintezi estara vitamina C takode izvodeno na ovaj nacin (45,
126, 140, 141). U svim ovim studijama izlazna veli¢ina bila je molarna konverzija, a kao

donor acil-ostatka nije koris¢ena oleinska kiselina.

Tabela 4.3. Kodirane i stvarne vrednosti parametara u primenjenom eksperimentalnom planu.

Kodirana vrednost

Eksperimentalni faktor

-2 -1 0 1 2
Sadrzaj vode, X7 (%o(v/V)) 0,018 0,068 0,118 0,168 0,218
Temperatura, Xz (°C) 40 45 50 55 60
Koncentracija enzima, X3 (%(w/v)) 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Molski odnos supstrata, Xy 1:3 1:6 1:9  1:12  1:15

Koncentracija vitamina C, Xs(M) 0,02 0,07 0,12 0,17 0,22

Optimizacija pet navedenih reakcionih parametara je vrsena primenom centralnog
kompozitnog rotatabilnog plana sa pet nivoa vrednosti i metode odzivnih povrsina, pri
cemu su detaljno ispitani njihovi pojedinacni uticaji i medusobne interakcije na tri
odabrana odziva: stepen konverzije limitirajuceg supstrata (Y, %), koncentraciju estra (Y,
mM) i specifi¢ni prinos proizvoda (Y, mmol estra g'enzima). Eksperimentalni faktori, kao

1 njihove stvarne i kodirane vrednosti predstavljeni su u tabeli 4.3.
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Tabela 4.4. Eksperimentalni plan sa Rodiranim vrednostima variranibh parametara i ostvareni rezultaty.

Molarna Koncentracija Specifi¢ni
Eksp. X1 X2 X5 Xy X; konverzija estra prinos
(Y3, %) (Y2, mM) (Y3 mmol g1)
1 11 1 1 1 13,89 23,62 2,95
2 1 1 1 -1 -1 35,90 25,13 3,14
3 11 -1 1 -1 44,05 30,83 7,70
4 11 -1 -1 1 18,22 30,97 7,74
5 11 1 1 -1 32,35 22,65 2,83
6 1 -1 1 1 1 11,53 19,60 2,44
7 1 -1 -1 1 1 7,41 12,59 3,14
8 1 -1 -1 -1 -1 29,79 20,85 5,21
9 -11 1 1 -1 56,97 39,88 4,98
00 -1 1 1 -1 1 22,78 38,71 4,83
11 -11 -1 1 1 16,44 27,94 6,98
2 -1 1 -1 -1 -1 48,96 34,27 8,56
3 -1 -1 1 1 1 9,35 15,90 1,98
4 -1 -1 1 -1 -1 30,12 21,09 2,63
5 -1 -1 -1 1 -1 44,77 31,34 7,83
6 -1 -1 -1 -1 1 20,12 34,20 8,54
17 2 0 0 0 0 21,77 26,13 4,35
8 -2 0 0 0 0 31,65 37,98 6,33
19 0 2 0 0 O 32,16 38,59 6,43
20 0 -2 0 0 0 27,99 33,59 55
21 0 0 2 0 0 25,09 30,11 3,01
22 0O 0 -2 0 0 25,28 30,33 15,2
23 0O 0 0 2 0 18,04 22,37 3,72
24 0 0 0 -2 0 17,18 20,62 3,43
25 0o 0 0 0 2 9,24 20,42 3,40
26 0O 0 0 0 -2 35,29 7,06 1,17
270 0 0 0 O 23,93 28,72 4,78
2860 0 O O O 28,17 33,81 5,63
29« 0 0 0 0 O 27,56 33,07 5,51
30¢ 0 0 0 0 O 25,84 31,01 5,16
3« 0 0 0 0 O 22,93 27,51 4,59
320 0 0 0 0 29,17 35,01 5,83

* _ centralna tacka.

Rezultati izvedenih eksperimenata sumirani su u tabeli 4.4. iz koje se brzo moze uociti da
ispitivani faktori ne pokazuju isti uticaj na ispitivane odzive. Najvise vrednosti konverzije i
prinosa postignute su u eksperimentu broj 9 (55 °C, 0,8 %(w/v) lipaze, 0,07 M vitamin C,
molski odnos 1:12 i sadrzaj vode od 0,118 %(v/v)). Medutim, moZe se primetiti da su

visoke konverzije postignute isklju¢ivo pri nizim koncentracijama L-askorbinske kiseline

(eksperimenti 3, 12 1 15), dok je visok prinos estra ostvaren pri znatno vecoj koncentraciji
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limitirajuéeg supstrata (eksperiment 10). Najveca vrednost specificnog prinosa je, sa druge
strane, dobijena u eksperimentu broj 22.

Sva tri odziva fitovana su polinomima drugog stepena i adekvatnost sva tri regresiona
modela (jednacine 4.1., 4.2. 1 4.3.) je potvrdena FiSerovim testom posto su F-vrednosti bile
3,72, 4,12 1 3,84, redom. Signifikantnost koeficijenata regresionih modela ispitana je
primenom Studentovog testa, a nakon iskljucivanja clanova koji nisu bili statisticki

znacajni, dobijeni su slede¢i modeli:

Y;(%) = 26,17 — 3,17X; + 3,34X, + 0,45X, — 10,6Xs + 0,737X? + 1,58X7 — 1,47X2 +
1,33X, X5 — 1,63X,Xs — 3,7X:X, 4.1)

Y,(mM) = 32,1 — 3,37X; + 3,47X, + 1,28X% — 2,39X2 — 4,34X% — 4,19X,X: (4.2)

Y;(mmol g=1) = 5,42 — 0,632X; + 0,581X, — 2,26X; — 0,172X, + 0,008X; + 0,918X2
—0,465X2 — 0,798XZ + 0,317X, X3 — 0,773X, X (4.3)

Analiziranjem prikazanih modela dolazi se do zakljucka da ispitivani faktori imaju veoma
razlicit efekat na ispitivane odzive. Tako se uocava da je svih 5 faktora pokazalo
signifikantan uticaj na specificni prinos pri ¢emu je najintenzivniji uticaj koncentracije
enzima (najveca vrednost koeficijenta), dok je iz modela za konverziju i koncentraciju estra
taj clan iskljucen. Takode se moze primetiti da su vrednosti koeficijenata koje ukazuju na
intenzitet uticaja odredenog faktora ili interakcije medu njima veoma razlicite u sva tri

modela.

4.3.2.1.  Uticaj 1 optimizacija temperature

Kada je uticaj temperature na kojoj je izvodena esterifikacija ispitivan variranjem jednog po
jednog parametra, maksimalni prinosi su postignuti na najvisoj ispitivanoj temperaturi — 55
°C. S obzirom na ovakav rezultat, za statisticki planiran eksperiment odabran je opseg 40-
60 °C. Iako je tacka kljucanja acetona oko 56 °C, bilo je moguce izvoditi reakciju na
temperaturi do 60 °C s obzirom na koligativne osobine rastvora pri ¢emu dolazi do
povecanja temperature kljucanja njenih komponenata. Dalje povecanje reakcione
temperature dovelo bi do isparavanja rastvaraca, tako da rad na visim temperaturama nije

bio mogué.
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Slika 4.12. Odzivna povrsina efekta temperature i koncentracije vode (a) i temperature i

koncentracije vitamina C (b) na molarnu konverziju.

Reakciona temperatura je parametar ¢ija optimalna vrednost u najmanjoj meri zavisi od
analiziranog odziva, $to se ogleda u oblicima modela u kojima je uticaj ovog faktora u sve
tri jednacine opisan pozitivnim linearnim ¢lanom, dok je u dve ukljucen i kvadratni ¢lan,
takode sa pozitivnim predznakom. Na slikama 4.12., 4.13. i 4.14. moze se uociti da su

maksimalne vrednosti sve tri izlazne veli¢ine postignute na najvisoj ispitivanoj temperaturi

— 60 °C.
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Slika 4.13. Odzivna povrsina uticaja temperature i koncentracije vode na prinos estra.
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Slika 4.14. Odzivna povrsina uticaja temperature 1 koncentracije vitamina C na specifi¢ni prinos.

43.2.2. Uticaj 1 optimizacija koncentracije enzima

Na osnovu literaturnih podataka, kao i rezultata ostvarenih prilikom ispitivanja uticaja
koncentracije enzima variranjem jednog po jednog parametra, sadrzaj lipaze je u okviru
statisticki planiranog dela studije variran u opsegu od 0,2 do 1 %(w/v). Nakon statisticke
analize dobijenih rezultata, zakljuceno je da koncentracija enzima u odabranom opsegu
nema signifikantan uticaj na molarnu konverziju limitiraju¢eg supstrata i prinos askorbil-
oleata (jednacine 4.1. i 4.2.). Sa druge strane, sadrzaj lipaze predstavlja veoma znacajan
faktor za specifican prinos estra (jednacina 4.3.) Ciji je uticaj opisan linearnim ¢lanom sa
negativnim predznakom i pozitivnim kvadratnim ¢lanom. Maksimum funkcije ostvaruje se
pri najnizoj vrednosti parametra — 0,2 %(w/v), $to je i o¢ekivano s obzirom na ¢injenicu da
je u citavom opsegu vrednost prinosa proizvoda gotovo konstantna (brojilac), dok

imenilac koji predstavlja koncentraciju enzima sve vreme raste (slika 4.15.). Kada se

107



optimalna koli¢ina enzima utrosena u ovom eksperimentu uporedi sa studijama u kojima je
koriséen isti komercijalni preparat — Novozym® 435, moze se uociti da je ona medu
najnizim prijavljenim vrednostima, s obzirom na to da su njthovi optimumi uglavnom bili
u opsegu 0,18-1 % (w/v) (45, 48, 125, 126, 140, 141). Ovakav rezultat navodi na zakljucak
da u cilju postizanja visoke produktivnosti u procesima enzimske sinteze askorbil-estara

masnih kiselina nije neophodno trositi velike koli¢ine skupih enzimskih preparata.

Specifiéni prinos, mmol g-'

09 = . '
o8 ons
o i 0s 04 —ﬁ——’"\ﬁ/
0

Koncentracija enzima, %(w/v) Pocetna konentracija vode, %(v/v)

Slika 4.15. Odzivna povrsina uticaja koncentracije enzima i koncentracije vode na specifi¢ni prinos.

4.3.2.3. Uticaj 1 optimizacija koncentracije supstrata

Kada je uticaj koncentracije supstrata na stepen konverzije, koncentraciju proizvoda i
specifi¢ni prinos estra ispitivan primenom RSM-a i CCRD-a, i to variranjem koncentracije
vitamina C (faktor X) i molskog odnosa supstrata (X,), utvrdeno je da su oba parametra
signifikantna. Medutim, u sva tri modela su se vrednosti odgovarajucih koeficijenata
razlikovale, pa su i rezultujuéi optimumi bili drugaciji $to se moze uociti na slikama 4.16.,

4.17.14.18.
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Slika 4.16. Odzivna povrsina (a) i kontrurni dijagram (b) uticaja koncentracije vitamina C i molskog

odnosa supstrata na molarnu konverziju.

U slucaju konverzije kao odziva, uticaj koncentracije vitamina C je opisan samo linearnim
clanom sa negativnim predznakom, pa se maksimalne vrednosti konverzije postizu pri
najnizoj vrednosti od 0,02 M L-askorbinske kiseline. Efekat molskog odnosa supstrata
opisan je funkcijom sa maksimumom s obzirom na to da je opisan negativnim kvadratnim
koeficijentom. Takode, prisutna je i negativna interakcija izmedu ova dva faktora. Tako se
pri veéim vrednostima koncentracije vitamina C, vece konverzije postizu pri najmanjim
molskim odnosima supstrata, dok se za manje koncentracije limitirajuéeg supstrata,
optimum molskog odnosa pomera ka visim vrednostima. S obzirom na to da optimalnu
vrednost molskog odnosa treba traziti u oblasti niske koncentracije vitamina C,
ustanovljeno je da se maksimalna molarna konverzija postize pri odnosu 1:15. Sa druge

. ve . . . . . -y . 2 . 2 .
strane, u jednacinama 4.2. i 4.3., signifikantni su i kvadratni clanovi X" 1 X", i to sa
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negativnim predznakom, pa funkcije poseduju maksimume u okviru ispitivanih opsega.
Pored toga, u oba modela je prisutan 1 clan koji predstavlja negativnu interakciju izmedu
koncentracije vitamina C 1 molskog odnosa supstrata koji dovodi do pomeranja lokalnih
maksimuma. S obzirom na donekle razli¢it intenzitet interakcije u dva modela, rezultujuci
optimumi se neznatno razlikuju. Maksimalna vrednost prinosa estra (Y),) se tako postize pri
koncentraciji L-askorbinske kiseline od 0,13 M 1 molskom odnosu 1:9, dok model predvida
ostvarivanje najveceg specificnog prinosa proizvoda (Y) pri koncentraciji vitamina C od
0,135 M i molskom odnosu supstrata od 1:8. Ocigledno je da su optimumi za ova dva
odziva slicni, ali da se znacajno razlikuju od optimuma za molarnu konverziju. Evidentno
je da se visok stepen konverzije vitamina C moze ostvariti samo pri njegovim nizim
koncentracijama (0,02 M), dok je sa aspekta ukupne produktivnosti procesa pogodno
izvoditi sintezu pri 6,5 tj. 6,75 puta vecoj koncentraciji limitirajueg supstrata. Sa druge
strane, optimumi molskog odnosa supstrata za prinos proizvoda i specificni prinos su nizi
nego za konverziju, $to je uzrokovano negativhom interakcijom sa koncentracijom
vitamina C. Ovakav trend pada prinosa askorbil-estara sa povecanjem koncentracije
donora acil-ostatka iznad odredene granice ve¢ je prijavljivan u literaturi i pripisivan
konformacionim promenama molekula lipaze indukovanih prisustvom velikih kolicina
lipofilne komponente u organskoj fazi koje otezavaju pristup hidrofilne L-askorbinske

kiseline aktivnom centru enzima (127).

Prinos estra, mM
o

et
]

Koncentracija vitamina C, M : Molski odnos oleinske kiseline i vitamina C
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Slika 4.17. Odzivna povrsina (a) 1 konturni dijagram (b) uticaja koncentracije vitamina C i molskog

odnosa supstrata na prinos estra.

U kontekstu literaturnih podataka, rezultati optimizacije koji ukazuju na pozitivan efekat
dodavanja donora acil-ostatka u visku su ocekivani. Sto se ti¢e uticaja koncentracije
limitirajuéeg supstrata, u studijama u kojima je izlazna velic¢ina bila konverzija primenjivane
su nize koncentracije vitamina C (do 0,1 M) (46, 139, 140), dok je u slucajevima kada je
pracen prinos estra, obi¢no koris¢ena visa koncentracija L-askorbinske kiseline (48, 125,
138). Zapravo je u samo nekliko istrazivanja koncentracija limitirajuceg supstrata
optimizovana sa aspekta koncentracije proizvoda (44, 131). U studiji posvecenoj
optimizaciji enzimske sinteze L-askorbil-oleata pokazano je da pri nizim koncentracijama
vitamina C sa povecanjem koncentracije dolazi do linearnog rasta prinosa pri razlicitim
molskim odnosima, dok pri ve¢im koncentracijama askorbinske kiseline i ve¢im molskim
odnosima supstrata dolazi do znacajnog usporavanja rasta (44). U drugom istrazivanju,
autori su maksimalan prinos askorbil-estara konjugovane linolne kiseline dobili pri najvisoj
ispitivanoj koncentraciji vitamina C (0,28 M), ali treba imati u vidu da je upotrebljena

visoka koncentracija enzima, pa su odgovarajuci specificni prinosi niski (131).
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Slika 4.18. Odzivna povrsina (a) 1 konturni dijagram (b) uticaja koncentracije vitamina C i molskog

odnosa supstrata na specifiéni prinos.

43.2.4. Uticaj 1 optimizacija pocetnog sadrzaja vode

Znacaj koncentracije vode pri izvodenju reakcija esterifikacije katalizovanih lipazama je
dvojak. Ovaj parametar utice na ravnoteznu koncentraciju proizvoda, s obzirom na to da
kao proizvod esterifikacije favorizuje povratnu reakciju hidrolize. Sa druge strane, poznato
je da je odredena kolicina vode koja formira monomolekulski sloj oko molekula enzima
neophodna da bi lipaze bile aktivne (137). U okviru optimizacije, pocetni sadrzaj vode u
reakcionoj smesi vatiran je u opsegu od 0,018 do 0,218 %(v/v). Kada se analiziraju sva tri
dobijena modela, moze se uociti da je u svim sluc¢ajevima uticaj vode predstavljen samo
linearnim c¢lanovima sa negativnim koeficijentom, §to se ogleda u opadanju vrednosti sve
tri izlazne veli¢ine sa poveéanjem pocetnog sadrzaja vode (slike 4.13., 4.15., 4.19. i 4.20.)

Kao optimalna se, stoga moze smatrati najmanja pocetna koncentracija vode u sistemu od
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0,018 %(v/v). U poredenju sa rezultatima u kojima je imobilisana CAL B koris¢ena kao
biokatalizator u reakcijama sinteze estara, obi¢no su najvedi prinosi postizani kada je
aktivnost vode u reakcionoj smesi bila veoma niska, pa ¢ak i u anhidrovanim medijumima
(218, 219). U studiji u kojoj su primenom RSM-a optimizovani uslovi za biosintezu L-
askorbil-benzoata, maksimalna konverzija ostvarena je pri znatno visim koncentracijama

vode nego u sli¢nim studijama, kao i u okviru ovog istrazivanja (141).

Molarna konverzija, %

0.02
oz 0 Pocgetna koncentracija vode, %(v/v)

Slika 4.19. Odzivna povrsina uticaja pocetne koncentracije vode i koncentracije vitamina C na

molarnu konverziju.

Rezultat dobijen primenom RSM-a i CCRD-a se donekle razlikuje od optimuma dobijenog
variranjem vode pri fiksiranim ostalim parametrima, kada je u odabranom opsegu (0,02-
0,12 %(v/v)) ovaj parametar bio na granici signifikantnosti, ali su maksimalni ptinos i
pocetna brzina ostvareni sa 0,07 %(v/v) vode. Ono §to nije bilo moguce utvrditi
klasichom metodom optimizacije, jesu interakcije vode kao parametra sa drugim
ispitivanim faktorima. U modelu za stepen konverzije limitirajuceg supstrata (jednacina
4.1.) prisutan je ¢lan koji predstavlja pozitivnu interakciju izmedu pocetnog sadrzaja vode u
reakcionom medijumu (X,) i koncentracije vitamina C (X;). S obzirom na to da je
rastvorljivost L-askorbinske kiseline u vodi znatno veca nego u acetonu, moze se
pretpostaviti da oformljeni sloj vode, rastvarajuci velike kolicine ovog supstrata, dovodi do
povecanja koncentracije i raspolozivosti ovog supstrata u blizini aktivhog centra enzima.
Takode je u modelu za specificni prinos estra (jednacina 4.3.) prisutna pozitivna interakcija
izmedu koncentracije vode (X)) i koncentracije enzima (X)) koja se moze pripisati
neophodnosti prisustva kolicine vode dovoljne za formiranje monomolekulskog sloja u

cilju ocuvanja aktivne, otvorene konformacije molekula lipaze (225).
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Slika 4.20. Odzivna povrsina uticaja pocetne koncentracije vode i molskog odnosa supstrata na

molarnu konverziju.

4.3.2.5.  Evaluacija modela

U cilju utvrdivanja mere u kojoj dobijeni modeli predvidaju tok rekcije u realnom sistemu,
izvedena je reakcija pod uslovima prethodno optimizovanim za specifi¢ni prinos estra kao
izlaznu veli¢inu. Pod ovim uslovima, za koje je prema modelu predviden prinos od 17,2
mmol g, proizvedeno je 16,7 mmol askorbil-oleata po gramu enzima, §to predstavlja
devijaciju od samo 2,9 %. Na osnovu ovog rezultata, moze se zakljuciti da se primena

statistickog planiranja pri optimizaciji reakcionih parametara, pokazala opravdanom.

4.3.3. Uticaj dodavanja molekulskih sita

Kada se estri proizvode u rekciji izmedu kiseline i alkohola katalizovanoj lipazama, kao
sporedni proizvod nastaje voda, pa optimizacija pocetnog sadrzaja vode nije dovoljna. S
obzirom na to da koncentracija vode u sistemu u toku reakcije raste, ispitan je uticaj
dodavanja molekulskih sita, s obzirom na to da se na taj nacin postize kontinualno
uklanjanje vode iz medijuma i pomeranje ravnoteze ka sintezi estra (53, 125). Medutim, u
pojedinim istrazivanjima je potvrdeno da, ukoliko se dodaju prerano, molekulska sita mogu
dovesti do inaktivacije enzima jer narusavaju esencijani sloj vode oko molekula lipaze (226,
227). Stoga je uticaj molekulskih sita ispitivan poredenjem specificnog prinosa askorbil-
oleata u sistemu bez sita, u reakciji u kojoj su sita dodata nakon 4 h, i u sistemu u koji su

sita dodavana nakon 24 h.
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Slika 4.21. Uticaj dodavanja molekulskih sita. Reakcije su izvodene u acetonu u toku 72 h na 60 °C,
sa 0,135 M vitamina C, 1,08 M oleinske kiseline, 0,2 %(w/v) enzima i 0,018 %(v/v) vode, sa 50 mg

mL-! molekulskih sita.

Sa slike 4.21. se moze uociti da je dodavanje adsorbensa u oba slucaja dovelo do povecanja
prinosa, ali da je ovaj efekat znatno vedi u slucaju dodavanja sita nakon 4 h. Na osnovu
oblika krivih koje prikazuju rekcioni tok, ocigledno je da u sistemu bez sita do
najznacajnijeg pada brzine esterifikacije dolazi upravo oko cetvtog casa, pa je jasno da je
efekat odvodenja suvisne vode iz sistema u ovom trenutku najveéi. Kao rezultat toga,

postize se krajnji prinos od 19,3 mmol g nakon 72 h.

4.3.4. Operativna stabilnost i reaktivacija biokatalizatora

Upotrebom imobilisanog enzima u uzastopnim reakcionim ciklusima i praéenjem prinosa
koji se pri tome postizu, dolazi se do informacija koje su veoma znacajne za procenu
mogucénosti ekonomicne proizvodnje L-askorbil-oleata pod prethodno optimizovanim
uslovima i daljeg razvoja postupka. Promena aktivnosti Novozym®-a 435 pracena je kroz
10 reakcionih ciklusa duzine 24 h, a odgovarajudi relativni prinosi prikazani su na slici 4.22.
Moze se uociti da esterifikaciona aktivnost u prvih 5 cikusa ostaje konstantna, pa cak
dolazi i do neznatne aktivacije lipaze. Nakon toga, dolazi do gotovo linearnog pada
aktivnosti enzima pa je zadrzana aktivhost nakon desetog ciklusa oko 48 % od pocetne. U
prethodnim studijama prijavljivane su razlicite stabilnosti lipaza koris¢enih u sintezi,
uglavnom alifati¢nih estara (144, 154, 228, 229). Uopsteno, stabilnost lipaza znacajno zavisi
od prisustva hidrofilnih organskih supstanci, u vidu supstrata ili rastvaraca, u reakcionom

medijumu. Interesantan primer je istrazivanje u kome je Lipozyrne® izgubio najveci deo
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svoje aktivnosti nakon 4 ciklusa kada je u #-heptanu sintetisan izoamil-acetat pri velikoj
koncentraciji supstrata i ekvimolarnom odnosu, dok je isti enzim zadrzao cak 90 %
aktivnosti nakon 10 ciklusa kada je hidrofobniji supstrat (alkohol) koris¢en u visku (228).
Isti biokatalizator koris¢en je na 40 °C u sintezi L-askorbil-laurata u smesi rastvaraca ciji je
log P bio -0,5 (aceton:dimetil sukfoksid = 2:8) pri cemu je nakon samo tri ciklusa u trajanju
od 9,5 h izgubio 56,7 % pocetne aktivnosti (230). Novozym® 435 je u z-heptanu izgubio
30 % aktivnosti posle 5 ciklusa kada je koriséen u sintezi butil-izobutirata i 10 % nakon 3
ciklusa u reakciji dobijanja citronelol-laurata (144). Kada je askorbil-oleat sintetisan u istom
rastvaracu kao u ovoj studiji koriséenjem Chirazyme®-a 1.-2 C2 kao biokatalizatora, metil-
oleat je primenjen kao acil-donor u visku, i u takvom sistemu poluzivot lipaze bio je 10
dana (139). Ovaj rezultat veoma je slican rezultatu ostvarenom u okviru ove doktorske
disertacije, ali se mora uzeti u obzir da su eksperimenti izvodeni pri veoma maloj
koncentraciji vitamina C (0,03 M), 4,5 puta nizoj nego u eksperimentima izvedenim u
okviru ove doktorske disertacije. Samim tim ukupna sintetisana kolic¢ina askorbil-oleata od
153 mmol askorbil-oleata g enzima je znatno veéa nego u pomenutoj studiji. Nesto bolji
rezultati postizani su kada je sinteza estara izvodena u sistemima bez rastvaraca (229), ali za
sada nema studija u kojima su prijavljeni znacajni rezultati pri sintezi askorbil-estara masnih
kiselina u takvim medijumima. Takode se pokazalo da primena jonskih tecnosti moze
obezbediti uslove u kojima u veéem broju konsekutivnih reakcionih ciklusa neée do¢i do
potpune inaktivacije imobilisanih lipaza, ali je u tom slucaju i cena rastvaraca znatno visa
(142).

110
100 g —" .
90 g
80 S
70 ™
60 "
50 \_
40
30

Relativna aktivhost, %

20
10

Reakcioni ciklus

Slika 4.22. Operativna stabilnost Novozym®-a 435. Reakcije su izvodene u acetonu u toku 24 h na

60 °C, 0,135 M vitamina C, 1,08 M oleinske kiseline, 0,2 %(w/v) enzima i 0,018 %(v/v) vode.
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Nakon ispitivanja operativne stabilnosti lipaze, istrazena je i mogucnost njene reaktivacije.
Prethodno je objavljeno da se u sistemima koji sadrze organske rastvarace inaktivacija
lipaza uglavnom dogada zbog narusavanja njene trodimenzionalne strukture, dok na
povisenim temperaturama moze dodi i do hemijskih modifikacija (101). Kao mogué nacin
potpune ili delimi¢ne reaktivacije enzima nakon visekratne upotrebe, moze biti primenjen
tretman fosfatnim puferom sa ili bez prisustva deterdzenata (101, 231). Pokazalo se da
jednocasovna inkubacija inaktivirane lipaze u 50 mM fosfatnom puferu na sobnoj
temperaturi dovodi do njene parcijalne reaktivacije, tako da je njena aktivhost nakon
tretmana iznosila 72 % od pocetne. Ovakav rezultat ukazuje na mogucnost produzene
upotrebe iste Sarze enzima nakon inkubacije u fosfatnom puferu koja dovodi do smanjenja

ukupnih troskova procesa.
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4.4. Ispitivanje kinetike biosinteze L-askorbil-oleata

Da bi reakcije esterifikacije mogle biti izvodene u reaktorima vecih dimenzija, a proces
kontrolisan automatski, pored optimalnih uslova, neophodno je definisati i kineticki model
kojt adekvatno opisuje reakcioni tok. Poznavanje mehanizma po kome se odigrava reakcija
daje moguénost da se smanje ili eliminisu limitacije 1 ukazuje na potencijalno inhibitorno
dejstvo neke od komponenata sistema. U ovom delu studije su stoga najpre definisani
operativni uslovi pod kojima se postizu maksimalne pocetne brzine reakcije, a zatim pri
takvim uslovima vr$ena kineticka ispitivanja. Uticaj 5 reakcionih faktora (temperature,
koncentracije enzima, sadrzaja vode, molskog odnosa supstrata i koncentracije vitamina C)
u 5 nivoa vrednosti (tabela 4.3.) na ostvarene pocetne brzine esterifikacije ispitivan je
primenom RSM-a i CCRD-a. Nakon toga je pod optimalnim uslovima izvedena kineticka
studija, 1 to izvodenjem sinteze pri razlicitim koncentracijama oba supstrata. Koncentracije
oleinske 1 L-askorbinske kiseline varirane su u veoma Sirokom opsegu (0,05-1 M) da bi se
utvrdilo njthovo eventualno inhibitorno dejstvo. Kao rezultat, dobijen je kineticki model
kojt opisuje reakciju izmedu vitamina C i oleinske kiseline u acetonu katalizovanu lipazom

Novozym® 435, sa svim karakteristiénim konstantama.

4.4.1. Uticaj reakcionih parametara na pocetnu brzinu esterifikacije

Da bi bili utvrdeni uslovi pod kojima se postizu maksimalne pocetne brzine reakcije
esterifikacije vitamina C oleinskom kiselinom katalizovanom imobilisanom lipazom tipa B
iz C. antarctica, primenjena je metoda odzivnih povrsina i centralni kompozitni rotatabilni
plan sa 5 faktora i 5 nivoa vrednosti koji ukljucuje 32 eksperimentalne tacke (tabela 4.5.).
Zavisnost pocetne brzine reakcije od variranih parametara opisana je polinomom drugog
stepena (jednacina 4.4.), a njegova adekvatnost ispitana je primenom FiSerovog testa.
Izracunata F-vrednost iznosila je 2,89 ukazujuéi na to da dobijeni model odgovara
eksperimentalnim rezultatima. Signifikantnost koeficijenata modela ispitivana je primenom
Studentovog #testa, pri cemu su svi insignifikantni ¢lanovi iskljuceni iz krajnje jednacine,
izuzev ¢lanova 8,X, i ,,.X,” koji su neophodni zbog hijerarhije modela, s obzirom na to da

faktor X, (molski odnos supstrata) ima interakciju velikog intenziteta sa faktorima X,

(temperatura) i X; (koncentracija vitamina C).
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Tabela 4.5. Eksperimentalni plan sa stvarnim i kodiranim vrednostima reakcionih parametara i ostvarene pocetne

brzine esterifikacije.
POCCEI’I.I Koncentracija Molski  Koncentracija Poce.tna
Eksp. sadrZaj  Temperatura enzima odnos vitamina C brzina
p o ..

vode *C) (Yo(w/v)) supstrata ™) reakcije

(%(v/v)) P (mM h)
1 0,168(1) 55(1) 0,8(1) 1:12(1) 0,17(1) 8,87
2 0,168(1) 55(1) 0,8(1) 1:6(-1) 0,07(-1) 7,86
3 0,168(1) 55(1) 0,4(-1) 1:12(1) 0,07(-1) 10,2
4 0,168(1) 55(1) 0,4(-1) 1:6(-1) 0,17(1) 10,4
5 0,168(1) 45(-1) 0,8(1) 1:12(1) 0,07(-1) 5,41
6 0,168(1) 45(-1) 0,8(1) 1:6(-1) 0,17(1) 7,33
7 0,168(1) 45(-1) 0,4(-1) 1:12(1) 0,17(1) 0,95
8 0,168(1) 45(-1) 0,4(-1) 1:6(-1) 0,07(-1) 3,94
9 0,068(-1) 55(1) 0,8(1) 1:12(1) 0,07(-1) 12,7
10 0,068(-1) 55(1) 0,8(1) 1:6(-1) 0,17(1) 13,7
11 0,068(-1) 55(1) 0,4(-1) 1:12(1) 0,17(1) 7,51
12 0,068(-1) 55(1) 0,4(-1) 1:6(-1) 0,07(-1) 6,75
13 0,068(-1) 45(-1) 0,8(1) 1:12(1) 0,17(1) 4,17
14 0,068(-1) 45(-1) 0,8(1) 1:6(-1) 0,07(-1) 6,02
15 0,068(-1) 45(-1) 0,4(-1) 1:12(1) 0,07(-1) 4,38
16 0,068(-1) 45(-1) 0,4(-1) 1:6(-1) 0,17(1) 5,04
17 0,218(2) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0) 3,75
18 0,018(-2) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0) 6,22
19 0,118(0) 60(2) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0) 14,2
20 0,118(0) 40(-2) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0) 5,49
21 0,118(0) 50(0) 1(2) 1:9(0) 0,12(0) 6,56
22 0,118(0) 50(0) 0,2(-2) 1:9(0) 0,12(0) 2,54
23 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:15(2) 0,12(0) 3,84
24 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:3(-2) 0,12(0) 2,15
25 0,188(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,22(2) 3,13
26 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,02(-2) 1,61
27* 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0) 5,06
28* 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0) 5,81
29% 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0) 5,45
30« 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0) 5,40
31* 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0) 4,83
325 0,118(0) 50(0) 0,6(0) 1:9(0) 0,12(0) 6,03

* - centralna tacka.

Y(mM h™1) = 2,98 — 0,253X; + 1,43X, + 0,613X5 — 0,0829X, + 0,19X2 + 0,911X2 —
0,096X2 — 0,195X2 — 0,331X, X5 + 0,297X,X, + 0,191X,Xs — 0,854X,X; (4.4)
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Slika 4.23. Konturni dijagram uticaja molskog odnosa supstrata i koncentracije vitamina C na

pocetnu brzinu esterifikacije.
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Slika4.24. Odzivna povrsina (a) 1 konturni dijagram (b) uticaja koncentracije enzima i pocetnog

sadrzaja vode na pocetnu brzinu esterifikacije.
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Finalni oblik modela predstavljen je jednacinom 4.4. iz koje se vidi da su pojedinacni uticaji
svih 5 ispitivanih faktora ukljuceni, a da su prisutni i ¢lanovi koji opisuju pozitivhu
interakciju temperature sa molskim odnosom supstrata i koncentracijom L-askorbinske
kiseline i negativhu interakciju izmedu sadrzaja vode i koncentracije enzima i molskog
odnosa supstrata i koncentracije vitamina C. Vrednosti koeficijenata koji opisuju prirodu i
intenzitet navedenih interakcija pokazuju da je najznacajnija negativna interakcija izmedu
koncentracije vitamina C i molskog odnosa supstrata (§,; = -0,854). Oba parametra su
opisana kvadratnim funkcijama sa negativhim predznakom, pa poseduju maksimume.
Usled pomenute interakcije, dolazi do pomeranja lokalnih maksimuma jednog faktora ka
nizim vrednostima kada se povecava vrednost drugog (slika 4.23.). Kao posledica toga,
velike vrednosti pocetnih brzina reakcije ostvarene su pri velikim molskim odnosima
supstrata 1 niskim koncentracijama vitamina C, i obratno. Verovatno je da pri niskim
koncentracijama L-askorbinske kiseline veliki molski odnos (veéi od 1:15) obezbeduje
dovoljno visoke koncentracije donora acil-ostatka da bi se prvi korak formiranja acil-enzim
kompleksa mogao odigravati ve¢om brzinom. Sa druge strane, sa povecanjem
koncentracije vitamina C, lokalni maksimumi se pomeraju ka znatno nizim molarnim
odnosima, pa se najvece vrednosti pocetnih brzina postizu pri molskim odnosima manjim
od 1:3. Moguce je da pri velikim koncentracijama oleinske kiseline dolazi do pojeve
limitacija u prenosu mase, koja se ¢esto javlja u medijumima velike viskoznosti (232), kakva
je reakciona smesa u slucaju kada oba faktora imaju visoke vrednosti, pa veliki deo
zapremine sacinjava oleinska kiselina. Druga najintenzivnija interakcija je, prema modelu,
negativna interakcija izmedu pocetne koncentracije vode 1 sadrzaja enzima (slika 4.24.).
Uticaj koli¢ine biokatalizatora opisan je samo linearnim ¢lanom sa pozitivhim predznakom,
pa je u celom ispitivanom opsegu sa porastom koncentracije lipaze rasla pocetna brzina
esterifikacije. S obzirom na negativnhu interakciju, pri nizim pocetnim sadrzajima vode,
uticaj koncentracije enzima na brzinu reakcije bio je znacajan, dok je sa porastom koli¢ine
vode u sistemu ovaj uticaj slabio, da bi pri koncentraciji vode od 0,2 % postao gotovo
zanemarljiv. Ocigledno je da nije potrebno dodavati vodu u reakcionu smesu da bi se
postigle visoke vrednosti pocetnih brzina i da je kolicina vode inicijalno prisutne u
rastvaracu dovoljna za ocuvanje kataliticke aktivnosti enzima odrzavajuci ga u otvorenoj
konformaciji. Sa druge strane, suvisna koli¢ina vode dovodi do smanjivanja brzine
esterifikacije, verovatno predstavljajuéi smetnju prenosu mase. Ispitano je i da li dalje

smanjenje sadrzaja vode dovodi do povecanja pocetnih brzina izvodenjem dodatnog
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eksperimenta u kome je pod optimalnim uslovima izvedena reakcija u acetonu koji je
prethodno dehidriran molekulskim sitima i acetonu koji nije bio izlozen predtretmanu.
Veca pocetna brzina (15,8 mM h'') postignuta je u nedehidriranom acetonu u poredenju sa
brzinom ostvarenom u bezvodnom acetonu (14,2 mM h™), ukazujuéi na ¢injenicu da je
mala koli¢ina vode u reakcionoj sredini potrebna da bi lipaza ispoljila svoju maksimalnu
kataliticku aktivnost. Uticaj temperature predstavljen je na slici 4.25. sa koje se uocava da
se maksimalne brzine reakcije postizu na najvecoj ispitivanoj temperaturi — 60 °C. Usled
prisustva pozitivne interakcije izmedu temperature i koncentracije vitamina C (slika 4.26.a),
pri viSim temperaturama dolazi do manjeg pomeranja lokalnih maksimuma od malih ka
nesto vedim koncentracijama L-askorbinske kiseline. Na niskim temperaturama su i
difuzija u reakcionom medijumu i izmena supstrata na aktivnim centrima lipaze sporiji, pa
je samim tim 1 visoka koncentracija vitamina C nepovoljna, dok se sa porastom
temperature brzina odigravanja oba fenomena poveéava, pa se vele pocetne brzine
reakcije postizu kad su prisutne vece koli¢ine ovog supstrata. Slican trend uocen je 1 kada je
analizirana pozitivna interakcija temperature sa molskim odnosom supstrata (slika 4.26.b).
Primetno je smanjenje negativhog uticaja povecanja molskog odnosa sa porastom
temperature, verovatno zbog brze difuzije oba supstrata i smanjenja viskoziteta smese

kome u najvecoj meri doprinose velike koncentracije oleinske kiseline.

=
{

Pocetna brzina, mM h'

i
¥

?

Temperatura, °C ) ° Pogetna koncentracija vode, %(v/v)

@)

122



® = g
® =

s = 44—
1 - o /_
=
~— ¥
1
008

Temperatura, °C

et
=
/ 13
L L B S
o 002 004 01

8
-
) "
Yo,
| ‘l\—\ﬁ‘—\J
06 [XE] o 06 08 02

Poéetna koncentracija vode, %(v/v)

(®)

Slika 4.25. Odzivna povrsina (a) i konturni dijagram (b) uticaja temperature i pocetne koncentracije

vode na pocetnu brzinu esterifikacije.
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Slika 4.26. Odzivne povrsine uticaja temperature i koncentracije vitamina C (a) i temperature i

molskog odnosa supstrata na pocetnu brzinu esterifikacije.
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Mera u kojoj model predvida uticaj 5 odabranih parametara na reakcione brzine ispitan je
izvodenjem dodatnog eksperimenta na 60 °C, bez dodavanja vode, sa 1 %(w/v) enzima,
0,22 M vitamina C 1 molskom odnosu supstrata od 1:3. Ostvaren je rezultat od 15,6 mM h’
! $to predstavlja odstupanje od svega 3,2 % u odnosu na predvidenu vrednost. Optimalne
vrednosti parametara (bez dodavanja vode, 60 °C i 1 %(w/v) lipaze) primenjivane su u

daljim eksperimentima u kojima je ispitivana kinetika sinteze I.-askorbil-oleata.

4.4.2. Analiza pocetnih brzina esterifikacije

U cilju dobijanja kinetickog modela koji predstavlja korelaciju izmedu pocetnih brzina i
koncentracije oba supstrata — vitamina C i oleinske kiseline, reakcija je izvodena pri
koncentracijama supstrata 0,05-1 M pri ostalim fiksiranim parametrima i analizirane su
odgovarajuce pocetne brzine. Rezultati eksperimenata predstavljaju zajednicki efekat
koncentracije oba supstrata na pocetne brzine i prikazani su na slici 4.27. Medu 64
izvedena eksperimenta, najveca pocetna brzina (16,7 mmol h') ostvarena je pri visokoj

koncentraciji oleinske kiseline (0,75 M) i znacajno nizoj koncentraciji vitamina C (0,1 M).
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Slika 4.27. Efekat koncentracije oba supstrata na pocetnu brzinu reakcije.
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Pocetna brzina, miM/h
o
Pocetna brzina, mi/h

0.2 0.4 0.6 0.8 1 12 14

0:2 ﬂ:l 0.6 D:I 1‘ 1.‘1 14
Konc. oleinske kiseline, M (21) Konc. vitamina C, M (b)

Slika 4.28. Tipicne krive kinetickog modela pri fiksiranoj koncentraciji jednog supstrata: (a) 0,3 M
vitamina C 1 (b) 1 M oleinske kiseline.

Graficki prikaz rezultata pri fiksiranoj koncentraciji jednog supstrata dat je na slici 4.28.
Moze se uociti da je uticaj koncentracije oleinske kiseline opisan tipicnom Mihaelis-
Mentenovom krivom, dok se kod vitamina C uocava pad pocetnih brzina pri
koncentracijama vedim od 0,2 M s$to ukazuje na postojanje inhibicije visokim
koncentracijama ovog supstrata. Eksperimentalni rezultati su stoga fitovani ping-pong bi-
bi modelom sa inhibicijom acil-akceptorom (jednacina 4.5.):

Vmax[A][K]

b=
KK [A](1+ (4] )+aK#l[K]+[A][ ]

(4.5.)

Adekvatnost modela je bila veoma dobra (R*=0,979), sto je i prikazano na slici 4.29., dok
su izracunate kineticke konstante predstavljene u tabeli 4.6. Visoka vrednost konstante
inhibicije u poredenju sa rezultatima nekoliko ranijih istrazivanja u kojima su rezultati
fitovani slicnim kinetickim modelima (154, 233) ukazuje na cinjenicu da L-askorbinska

kiselina nije jak inhibitor lipaze.
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Slika 4.29. 3D prikaz ping-pong bi-bi modela sa inhibicijom L-askorbinskom kiselinom.
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U studijama koje su do sada bile posveéene ispitivanju kinetike reakcija esterifikacije
katalizovanih lipazom B iz C. antarctica predlagani su razliciti mehanizmi odigravanja
reakcije, sa ili bez inhibicije. Tako je sekvencijalni bi-bi model sa pravilnim redosledom
vezivanja supstrata i inhibicijom kiselinom bio adekvatan pri opisivanju reakcije sinteze
citronelol-laurata (144), dok je isti model koji ukljucuje kompetitivnu inhibiciju od strane
oba supstrata i proizvoda predlozen u sintezi izopropil-palmitata (234). Sa druge strane, za
sintezu Secernih estara ustanovljen je ping-pong bi-bi mehanizam bez inhibicije (235).
Ping-pong bi-bi model sa inhibicijom acil-akceptorom, kakav je predlozen u ovoj studiji,
prethodno je primenjen za opisivanje kinetike u reakcijama sinteze nekoliko estara:
tetrahidrofurfuril-butirata u heptanu (158), butil-izobutirata u #-heksanu (154), L-askorbil-
acetata u acetonu (160), itd. S obzirom na to da je kao najverovatniji prihvacen mehanizam
prema kome se kao prvi korak esterifikacija katalizovanih lipazama odigrava formiranje
acil-enzim kompleksa, pretpostavlja se da je uzrok inhibicije izazvane alkoholom u visku
formiranje neaktivnog (“dead end”) kompleksa izmedu acil-akceptora i enzima. Razlike u
prijavljenim modelima ukazuju na znacajan uticaj prirode oba supstrata (veli¢cina molekula,
grananje, prisustvo hidroksilnih grupa u bo¢nom nizu) na mehanizam prema kome se
reakcija odigrava. Ranije je prijavljeno da C. antarctica spada u grupu lipaza sa aktivnim
centrom oblika levka zbog cega je njen afinitet prema kiselinama kraceg i srednjeg lanca
(do 14 C atoma) kao supstratima veliki, dok sa povecanjem duzine lanca opada (230). 1z
tog razloga moze se pretpostaviti da je pristup molekula vitamina C aktivhom centru laksi
od sterno otezanog pristupa molekula oleinske kiseline, §to rezultira ¢eséim formiranjem
neaktivhog kompleksa lipaze sa vitaminom C od aktivnog acil-enzim kompleksa. I razlika u
konstantama specifi¢nosti izmedu dva supstrata (oko 28 puta veca za vitamin C) ukazuje

na vedi afinitet lipaze prema L-askorbinskoj kiselini.

Tabela 4.6. Vrednosti kinetitkih konstanti modela.

Esterifikacija Hidroliza
Kineticka konstanta Vrednost Kineticka konstanta Vrednost
Vm,es (mmol h-'dm-3) 21,9 Vb (mmol h-'dm-3) 16,9
Kve (mol dm3) 0,0111 Kao(mol dm3) 0,00963
Kok (mol dm-3) 0,309 Ks,a0 (dm? bt g1) 0,175
Ki,pe (mol dm) 0,864
Ks,ve (dm3 ht g) 0,197
Ks,0k (dm3 h'! o) 0,00709
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Slika 4.30. Fitovanje ekspetimentalnih rezultata razli¢itim modelima: eksperimentalni rezultati bez
dodavanja molekulskih sita (krugovi) 1 sa molekulskim sitima (krstici), simulacija ping-pong bi-bi
modela sa inhibicijom vitaminom C bez uklju¢ene reakcije hidrolize (isprekidana linija) i sa

ukljucenom reakcijom hidrolize (puna linija).

U cilju razvoja enzimskih procesa i reaktora u komercijalne svrhe neophodno je razviti
takav kineticki model koji dobro opisuje promenu koncentracije proizvoda u toku celog
reakcionog vremena. Iz tog razloga je model dobijen u prethodnom delu istrazivanja,
baziran na pocetnim brzinama, prosiren ukljucivanjem uticaja povratne reakcije hidrolize.
Tipicni eksperimentalni rezultati dobijeni pri 0,1 M vitamina C i 0,5 M oleinske kiseline
fitovani su sa oba modela (slika 4.30.). Uocava se da se simulacijom modela bez ukljucene
hidrolize (isprekidana linija) dobro fituju eksperimentalni podaci samo u prvih 90 min
reakcije. Velike razlike izmedu eksperimentalnih rezultata i predvidanja modela se mogu
pripisati intenziviranju hidrolize formiranog estra sa napredovanjem reakcije. U cilju
provere ove hipoteze, izveden je dodatni eksperiment dodavanjem molekulskih sita nakon
2 h s obzirom na to da koncentracija vode u reakcionom medijumu uti¢e na brzinu
hidrolize (46). Sa slike se moze uociti da se dodavanjem molekulskih sita produzava
linearni rast koncentracije estra za nekoliko sati (krsti¢i) ukazujuéi na to da se pojava
hidrolize proizvoda odlaze odvodenjem formirane vode, ali da kada se jednom prevazide
kapacitet adsorbensa do hidrolize dolazi. Kada se reakcija hidrolize, prema literaturi
opisana Mihaelis-Mentenovom jednacinom (237), uklju¢i u kineticki model, dobijaju se

slededi izrazi:
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v, = Vm,h[AO]
"7 Ky + [A0]

=V -1,

u kojima je [A0] koncentracija askorbil-oleata, », brzina esterifikacije, », brzina hidrolize 1 »
brzina reakcije. Iz ovih jednacina se dobijaju kineticke konstante V,,, - maksimalna
vrednost pocetne brzine hidrolize i Kyp - Mihaelisova konstanta za askorbil-oleat.
Vrednosti konstanti prikazane su u tabeli 4.6., dok je simulacija modela predstavljena
punom linijjom na slici 4.30. Ostvareno je dobro poklapanje predvidanja modela sa
eksperimentalnim rezultatima (R*=0,943) $to pokazuje da se model dobijen u prvom delu
kineticke studije sa ukljucenim uticajem povratne reakcije hidrolize moze uspesno
primenjivati u pracenju i predvidanju toka reakcije. Takode se na osnovu vrednosti
konstante specificnosti lipaze prema askorbil-oleatu (oko 25 puta veéa nego prema

oleinskoj kiselini) moze zakljuciti da je visoke prinose proizvoda, pored odvodenja vode,

moguce dobiti i odvodenjem glavnog proizvoda iz reakcione smese.
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4.5.  Imobilizacija lipaze tipa B iz C. antarctica

S obzirom na visoku cenu komercijalnog enzimskog preparata koriSéenog u okviru ovog
istrazivanja kao i ogranicen broj potencijalnih biokatalizatora u reakcijama sinteze askorbil-
estara masnih kiselina, neophodan je rad na razvijanju pogodnih tehnika imobilizacije u
cilju dobijanja $to efikasnijih 1 jeftinijih katalizatora. Treba imati u vidu i mogucnost fizicke
desorpcije i “curenja” lipaze sa Novozym®-a 435 u toku koriséenja, koja je i potvrdena u
dostupnoj literaturi (66). U okviru pomenutog istrazivanja, takode je ustanovljeno da se u
organskim rastvaracima i jonskim te¢nostima odigrava degradiranje samog nosaca pri cemu
se oslobada veliki broj jedinjenja, od kojih su pojedina i reaktivha u prisustvu CAL B
(glicerol, benzoeva kiselina, 2-hidroksi-etil-benzoat, 2-hidroksi-etil-sorbat i1 sorbinska
kiselina). Poslednja cetiri nabrojana jedinjenja mogu biti donori acil-ostatka u enzimskim
esterifikacijama i transesterifikacijama.

U okviru ove doktorske disertacije, CAL B proizvedena od strane genetski modifikovane
plesni Aspergillus niger imobilisana je na razlic¢ite nosace primenom vise tehnika. Izbor
nosaca je izveden tako da omogudi da se ispita uticaj sto veceg broja faktora na efikasnost
imobilizacije: vrste vezivanja (imobilizacija adsoprcijom i kovalentna imobilizacija enzima),
funkcionalne grupe na nosacu (amino, epoksi, hloridne), dimenzija i poroznosti nosaca
(nanocestice 1 makroporozni nosaci) 1 afiniteta nosaca prema vodi (hidrofilni i hidrofobni
nosaci). Svi imobilizati karakterisani su i optimizovani sa aspekta svoje hidroliticke
aktivnosti, a zatim testirani kao potencijalni katalizatori za sintezu estara L-askorbinske
kiseline. Primenjene su tehnike adsorpcije na hidrofobne polistirenske nosace, zatim
kovalentno vezivanje na nosace sa epoksidnim grupama, imobilizacija na “pametni”
polimer FEudragit® S-100 koji poseduje osobinu reverzne rastvorljivosti u zavisnosti od pH
sredine, kao 1 vezivanje za silikatne materijale u vidu nano cestica sa uvedenim razli¢itim
funkcionalnim grupama. Svaki od primenjenih nosaca 1 tehnika imobilizacije bi¢e detaljnije

opisan u nastavku.

4.5.1. Imobilizacija CAL B na Eupergit® C250L

Eupergit® predstavlja kopolimer N,N-metilen-bis-metakrilamida, metakrilamida i
monomera sa oksiranskim grupama (slika 4.31.). Zahvaljujuci svojoj strukturi, poseduje
veliku hemijsku i mehanicku stabilnost, a ne podleze bubrenju i skupljanju u sirokom

opsegu pH vrednosti (238). Smatra se kompatibilnim sa uobicajenim konfiguracijama
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reaktorskih sistema, od Sarznih reaktora sa mesanjem, do protocnih reaktora sa pakovanim
slojem. Eupergit® C250L, koji je koriséen pri izradi ove doktorske disertacije, po fizickim
karakteristikama predstavlja porozne sfere prosecnog precnika 0,25 mm 1 poluprecnika
pora 100 nm na cijoj se povrsini nalazi vise od 200 pmol epoksidnih grupa po gramu.
Upravo posredstvom ovih grupa, odigrava se reakcija kovalentnog vezivanja enzima i to

uglavnom preko amino-grupa na povrsini molekula proteina (slika 4.31.). Veza se moze

uspostaviti i sa sulthidrilnim i karboksilnim grupama molekula enzima.
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Slika 4.31. Struktura Eupergit®-a (16).
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Slika 4.32. Uticaj pocetne koncentracije proteina u rastvoru za imobilizaciju na: (a) masu vezanih
proteina i specificnu aktivnost imobilisane lipaze i (b) aktivnost imobilisane lipaze 1 prinos

aktivnosti.

Standardna procedura po kojoj se razliciti enzimi mogu imobilisati na Eupergit®, kako u
laboratorijskim tako i u industrijskim razmerama, podrazumeva inkubaciju u puferu u toku
12-70 h na sobnoj temperaturi ili na 4 °C (239). S obzirom na to da je imobilizacija lipaza
na Bupergit® dobro opisana u literaturi (238-242), uslovi pod kojima je vr$eno vezivanje
bili su konstantni (1 M pufer, pH 7, 25 °C). S obzirom na to da je u eksperimentima
kori¢en nosa¢ sa manjom koncentracijom epoksidnih grupa (Eupergit® C - 600 umol g,
Eupergit® C250L - 200 umol g"), i da je ocekivano da je za vezivanje iste mase proteina
neophodna veca masa nosaca, koris¢eno je 50 mg nosaca po mililitru smese pufera i lipaze.
Koli¢ina ponudenih proteina za imobilizaciju varirana je u opsegu 2,8-19,6 mg g’1 nosaca, a
rezultati predstavljeni na slici 4.32. U okviru ispitivanih vrednosti, koli¢ina vezanih proteina
kontinualno raste sa porastom koncentracije enzima (slika 4.32.a), dok je odgovarajuci
stepen imoblilizacije gotovo konstantan i kreée se izmedu 75 i 80 %. U isto vreme, uticaj
povecanja koli¢ine lipaze na prinos aktivnosti je suprotan i dovodi do pada od 55,4 do 35,5
% (slika 4.32.b). Iako su aktivnosti imobilisanog enzima rasle sa povecanjem pocetne
koncentracije lipaze (slika 4.32.b), uocava se da su odgovarajuée vrednosti specificnih
aktivnosti lipaze (IU mg"' vezanih proteina) u isto vreme opadale (slika 4.32.2). Kada se
uzme u obzir da je pad specificne aktivnosti od 35 % u citavom ispitivanom opsegu pracen

povecanjem aktivnosti po masi imobilizata od oko 4,5 puta, jasno je da je rad sa veéim
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kolicinama lipaze, i pored manjeg prinosa, opravdan. U skladu sa tim, za ispitivanje
esterifikacione aktivnosti u reakciji sinteze askorbil-oleata upotrebljen je enzim dobijen pri
koncentraciji ponudenih proteina od 19,6 mg g' nosaca ¢ija je hidroliticka aktivnost

iznosila 1228,6 IU g’1 Eupergit®—a C250L.

4.5.2. Imobilizacija CAL B na Eudragit® S-100

Eudragit® S-100 je anjonski kopolimer metakrilne kiseline i metil-metakrilata (odnos 1:2)
¢ija je struktura prikazana na slici 4.3. Po svojim fizickim svojstvima predstavlja belu
praskastu supstancu karakteristichog mirisa koja poseduje osobinu reverzibilne
rastvorljivosti. U rastvorima cije su pH vrednosti iznad 7 nalazi se u rastvorenom obliku,
dok pri pH vrednostima ispod 4 u potpunosti prelazi u talog. Pored toga, Eudragit® S-100
moZe biti reverzibilno istalozen na temperaturi od 40 °C u prisustvu Ca®" jona u
koncentraciji od 100 mM. Njegova primarna namena je u farmaceutskoj industriji, za
formulacije lekova sa kontrolisanim ispustanjem aktivnih supstanci ¢ije je ciljano mesto
delovanja u debelom crevu. Takode se, u kombinaciji sa drugim “pametnim polimerima”
moze kotistiti za omogucavanje dostavljanja leka u druge delove gastrointestinalnog trakta.
Osobina reverzne rastvorljivosti Eudragit® S-100 ¢&ini atraktivnim i za primenu u separaciji
proteina i imobilizaciji enzima. Njegova prednost pri koris¢enju za imobilizaciju enzima u
odnosu na klasicne ¢vrste nosace jeste Sto su difuzione limitacije i sterne smetnje znatno
umanjene, pa je pristup supstrata aktivhom centru enzima neometan. U poredenju sa
slobodnim enzimima, pogodnost je to $to se nakon zavrsetka reakcije enzim moze lako

izdvojiti talozenjem 1 ponovo koristiti, a proizvod se na taj nacin precis¢ava od proteina.

CHs CHs

HO o

Slika 4.33. Struktura Eudragit®-a.

Kada su optimizovani uslovi imobilizacije CAL B na Eudragit® S-100, osnovna varirana

velicina bila je masa unetih proteina po gramu polimera. Zbog specificnosti nosaca, ostali
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uslovi imobilizacije su bili konstantni (pH, vreme). Opseg u kome je ispitivan uticaj
ponudene kolicine proteina na njihovo vezivanje za polimer i aktivhost dobijenog
imobilisanog preparata bio je veoma sirok — 17,5 do 500 mg g nosaca. U ¢itavom opsegu
je primetan porast koli¢ine vezanih proteina sa povecanjem ponudene koncentracije
proteina za imobilizaciju (slika 4.34.a). Pokazalo se da je kapacitet Eudragit®-a S-100 za
vezivanje proteina izuzetno veliki pa je maksimalna vezana masa iznosila 356 mg g’
nosaca. Istovremeno je sa povecanjem koncentracije lipaze primecen blag pad stepena
imobilizacije od 80 do 70 %. Vezivanje proteina za nosa¢ praceno je i povecanjem
aktivnosti imobilizata, koja dostize gotovo sto puta vece vrednosti od onih ostvarenih sa
¢vrstim nosacima (slika 4.34.b). Primecena je 1 aktivacija nosaca, pa se tako pri ponudenoj
koncentraciji proteina od 140 mg g' nosaca ostvaruje prinos aktivnosti od 211,5 %.
Povecanje kolic¢ine vezanih proteina je praceno takvim povecanjem aktivnosti koje rezultira
opadanjem specifi¢ne aktivnosti sa 692,8 na 269,2 TU mg" vezanih proteina (slika 4.34.a).
Dodatnim eksperimentom u kome je imobilisana CAL B tretirana 1 % Triton®-om X-100
potvrdeno je da je najveci deo interakcija lipaze sa nosacem hidrofobne prirode, s obzirom

na to da je na ovaj nacin desorbovano cak 82,9 % vezanih proteina.
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Slika 4.34. Uticaj pocetne koncentracije proteina u rastvoru za imobilizaciju na: (a) masu vezanih
proteina i specificnu aktivnost imobilisane lipaze i (b) aktivnost imobilisane lipaze 1 prinos

aktivnosti.

U istrazivanju u kome je lipaza producenta Chromobacterium viscorun imobilisana na
BEudragit® S-100 utvrdeno je da je i nakon tretiranja 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-
karbodiimid-hidrohloridom najvec¢i udeo interakcija izmedu enzima i polimera hidrofobne
prirode (243). Autori su ostvarili kovalentno vezivanje tek pri izvodenju imobilizacije u
prisustvu 1 % Triton®-a X-100 i 0,5 M NaCl, ali je na taj nadin postignut prinos
imobilizacije od samo 20 %. Takav preparat uspesno je upotrebljen u sintezi nekoliko
alifaticnih estara u organskom rastvaracu (imobilisani enzim u nerastvornom obliku) i
bifaznom sistemu (imobilisani enzim u rastvorenoj formi). U poredenju sa ovim
rezultatima kao i rezultatima ostvarenim sa klasicnim nosacima, hidrofobna adsorpcija
CAL B na Eudragit® S-100 se pokazala kao superiorna metoda po pitanju koli¢ine vezanih
proteina, kao 1 hidroliticke aktivnosti imobilisanog enzima. Za sintezu askorbil-oleata
korig¢en je preparat dobijen pri pocetnoj koncentraciji proteina od 300 mg g nosaca, sa

aktivnoséu od 81226 1U g

4.5.3. Imobilizacija CAL B na nano-cestice silicijum-dioksida
Silika-gel spada medu neorganske materijale najcesce koriS¢ene za imobilizaciju enzima
zahvaljujuéi svojim pogodnim karakteristikama — poseduje veliku mehanicku i termalnu

stabilnost, kao 1 veliku specificnu povrsinu, spada u biokompatibilne materijale otporne na
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mikrobnu kontaminaciju 1 razorno dejstvo organskih rastvaraca (244, 245). Poslednjih
godina je u porastu i primena nano-cestica silicijum-dioksida koje imaju nekoliko prednosti
u odnosu na silika-gel. Nano-cestice SiO, poseduju dobre fizicke karakteristike, ujednacenu
veli¢inu i raspored pora u okviru cestica, ukoliko se radi o poroznim cesticama, a
zahvaljujuéi malim dimenzijama, ¢ak i u slucaju neporoznih, povrsina raspoloziva za
imobilizaciju je velika (246). Dodatne prednosti enzima imobilisanih na nano-SiO, cestice
su povecana pH stabilnost i otpornost na delovanje organskih rastvaraca i denaturisucih
agenasa. Za imobilizaciju CAL B su odabrane neporozne nano-cestice silicijum-dioksida,
za koje je u vise publikacija pokazano da su pogodne za takvu vrstu primene (247, 248). Da
bi se izmedu enzima i Cestica SiO, mogle uspostaviti dovoljno jake veze ili interakcije,
neophodno je izvrditi modifikaciju povrsine, s obzirom na to da je u pitanju inertan
materijal koji preko svojih silanol (Si-OH) grupa sa molekulom biokatalizatora moze da
uspostavi samo slabe vodonicne ili elektrostaticke interakcije. Najcesce koris¢ena metoda
modifikacije silike je reakcija silanizacije u kojoj se nosac tretira razlicitim agensima —
silanima opste formule RSiX;, gde je X grupa (uglavnom metoksi- ili etoksi-) koja nakon
hidrolize reaguje sa -OH grupom na povrsini silike, dok je R grupa odredene duzine
ugljovodonicnog lanca koja se zavrsava terminalnom funkcionalnom grupom poput tiolne,
karboksilne, cijano, aldehidne, amino ili fenilamino (249). Karakteristike organo grupe
(vtsta funkcionalne grupe i duzina alkilnog lanca) odreduju i hidrofilnost/hidrofobnost
modifikovane cestice.

Nano-cestice  silicijum-dioksida su  modifikovane pojedina¢nim tretiranjem  3-
aminopropiltrimetoksi-silanom  (APTMS) 1 N-fenilaminopropiltrimetoksi-silanom
(PAPMS), kao i njihovim smesama. Cestice na koje su tretmanom sa APTMS-om uvedene
amino-grupe, dalje su pre imobilizacije lipaze tretirane cijanuril-hloridom (hlortriazinom)
$§to je omogucilo uspostavljenje kovalentnih veza sa amino-grupama na povrsini enzima.
Modifikacija PAPMS-om je imala za cilj da povecanjem koncentracije boc¢nih hidrofobnih
ostataka na povrsini ¢estica omoguci uspostavljanje hidrofobnih interakcija sa hidrofobnim
grupama sa povrsine lipaze koje stabilizuju formiranje aktivne, otvorene konformacije.

Imobilizacija CAL B vriena je i na nemodifikovane nano-cestice SiO,.
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Slika 4.35. Uticaj metode modifikacije nosaca na: masu vezanih proteina (a), aktivnost imobilisane

Specifiéna aktivnost, IU mg vezanih proteina

lipaze (b), prinos aktivnosti (c) i specificnu aktivnost (d) ostvarenu pri imobilizaciji CAL B na

nano-SiO; Cestice.

Imobilizacija je izvodena sa 10 mg nosaca 1 20 pL. tecnog enzimskog preparata CAL B i
dopunjavanjem do 1 mL fosfatnim puferom definisanog molariteta (pH 7). Imobilizacija je
trajala 1-24 h u zavisnosti od tipa veza Cije je uspostavljanje ocekivano i vrsena je na 25 °C.
Kao sto se moze uociti sa slike 4.35.a, najvise proteina vezano je za nosace tretirane sa oba
silana, zatim za nosa¢ tretiran APTMS-om i CC-om, dok je najmanje proteina vezano za
netretirani nosac i nosace tretirane PAPMS-om kod kojih je imobilizacija najkrace trajala, s
obzirom na to da je ocekivano vezivanje lipaze samo adsorbovanjem koje je brzi proces od
procesa uspostavljanja kovalentnih veza. Kada se uporede nosaci tretirani PAPMS-om sa
kojima je imobilizacija vrSena u dva razli¢ita pufera, vidi se da je nakon jednog sata veca

masa proteina vezana u puferu manje jonske jacine. Medutim, odgovarajuée aktivnosti
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imobilisane lipaze i prinosi aktivnosti nisu bili proporcionalni koli¢inama vezanih proteina
(slika 4.35.b 1 ¢). Tako je najvecu hidroliticku aktivhost imao preparat za koji je enzim bio
kovalentno vezan posredstvom hloridnih grupa. Nesto manju aktivnost pokazala je lipaza
imobilisana u 50 mM puferu na nosac tretiran PAPMS-om, dok su preostale tri
modifikacije imale znacajno manju aktivnost. Male aktivnosti enzima imobilisanog u 1 M
puferu na nosac¢ tretiran PAPMS-om CAL B imoblisane na nemodifikovani nosa¢ bile su
srazmerne maloj koli¢ini vezanih proteina. Sa druge strane, dva nosaca tretirana sa oba
silana za koje je bila vezana gotovo ista masa proteina pokazala su drugaciju aktivnost i to
takvu da je hidrofobniji imobilizat bio znatno aktivniji. Odgovarajuce specificne aktivnosti
su prikazane na slici 4.35.d, 1 vidi se da su nosac¢i modifikovani sa jednim od dva silana
imali vecu specificnu aktivhost od onih modifikovanih sa oba silana. Moguée je da kod
ovih preprata nisu svi vezani proteini mogli da pokazu svoju kataliticku aktivnost zbog
postojanja difuzionih limitacija koje su onemogudile pristup molekulima supstrata do
aktivnih centara lipaze. Na osnovu ostvarenih rezultata, za testiranje u reakciji sinteze
askorbil-oleata odabrana su dva preparata sa najvecom hidrolitickom aktivnos¢u — CAL B
imobilisana u 50 mM puferu na nano-SiO, cestice modifikovane PAPMS-om aktivnosti
1200,2 IU g nosaca i CAL B imobilisana u 1 M puferu na nano-SiO, éestice modifikovane
APTMS-om i CC-om aktivnosti 1518,6 IU g nosaca. Pored ova dva preparata, u reakciji
je isprobana i lipaza imobilisana na nemodifikovane nano-cestice SiO, aktivnosti 360,1 TU
g'. Na taj nadin su testirana dva nosaca (jedan hidrofilan i jedan hidrofoban) na koje je

CAL B bila adsorbovana i jedan na koji je CAL B vezana kovalentno.

4.5.4. Imobilizacija lipaze na Purolite® nosace

Adsorptivna imobilizacija CAL B vriena je na dva komercijalna nosaca na bazi stiren-
divinilbenzena: Purolite® A109 i Purolite® MN102. Nosaci iz ove setije su interesantni za
upotrebu u imobilizaciji enzima jer, zahvaljuju¢i nesto veéim dimenzijama, olaksavaju
razvoj reaktora sa imobilisanim enzimima jer se javljaju manji padovi pritiska pri proticanju
tecne faze kroz sloj imobilisanog enzima. Pored toga, uvodenjem odgovarajucih
funkcionalnih grupa, Purolite® A109 moze preko svojih primarnih amino-grupa biti
modifikovan tako da se omoguci kovalentno vezivanje, pa je pored nemodifikovanog
ispitana i njegova modifikovana forma.

Purolite® A109 predstavlja makroporoznu jonoizmenjivacku smolu sacinjenu od

polistirena umrezenog pomocu divinilbenzena (250). Velika poroznost ovog polimera
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omogucava veoma dobro uklanjanje organskih materija iz vodenih i organskih rastvora pri
cemu se te materije lako kasnije oslobadaju sa nosaca u procesu njegove regeneracije.
Prisustvo slabo bazne funkcionalne grupe obezbeduje veliki kapacitet polimera za neke
specificne anjone kao i veliku sposobnost obnavljanja. Purolite® A109 ima odli¢nu
hemijsku 1 termicku stabilnost kao 1 otpornost prema usitnjavanju (habanju) i osmotskom
soku. Ove osobine ¢ine ovu smolu idealnom za upotrebu u farmaceutskoj, hemijskoj i
prehrambenoj industriji za neutralizaciju jakih kiselina kao i za druge procese. Veoma je
pogodan jonoizmenjiva¢ za proces dekolorizacije natrijum-glutamata zbog moguénosti
videstruke regeneracije. Takode se moze koristiti za preciscavanje limunske kiseline,
imobilizaciju enzima i prediséavanje metala. Purolite® Al09 je u obliku kuglica srednjeg
precnika izmedu 425 1 1000 um (250).

Purolite® MN102 je po sastavu kopolimer stirena i divinilbenzena koji poseduje tercijarne
amino-grupe (251). Izuzetno je hidrofoban pa se primenjuje za adsorpciju/separaciju
hidrofobnih organskih molekula velike molekulske mase u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji. Veoma je rasprostranjena njegova upotreba u otklanjanju limonena i naringina iz
razlicitth voénih sokova u toku prerade u cilju smanjivanja njihove gorcine. Lako se
regeneriSe tretiranjem toplim vodenim ili alkoholnim rastvorima baza. Poseduje veliku
hemijsku i termicku stabilnost, kao 1 dobre mehanicke karakteristike. Cestice su sferi¢ne,
precnika 535285 um $to ih ¢ini pogodnim za kasniju primenu i u $arznim ili protocnim
reaktorima sa mesanjem, kao i u reaktorima sa pakovanim 1 fluidizovanim slojem. Imaju
veoma razvijenu povrsinu (700 m® g') pri ¢emu mikro- (polupreénika 1,5 nm) i mezo-
/makro-pore (polupreénika 60-90 nm) ¢ine udeo od 1-1,1 mL g (251).

Imobilizacija CAL B na nemodifikovani Purolite® A109, kao i Purolite® A109 modifikovan
epihlor-hidrinom je ranije optimizovana, pa su u okviru ove disertacije primenjeni uslovi
pod kojima su dobijeni najaktivniji preparati (25). Karakteristike preparata dobijenih pod

optimalnim uslovima prikazane su u tabeli 4.7.

Tabela 4.7. Uslovi i rezultati imobilizacije CAL B na Purolite® A109.

Nosac i uslovi imobilizacije Co Py Yi A Ya SA
: (mgg?) (mgegh) (%) (UgYH (%) (IUmgh

Purolite® A109 225 496 220 128 182 258

epoksi-Purolite® A109 25 547 243 475 675 808

co — pocetna koncentracija proteina, Py — vezani proteini, Y1 — prinos imobilizacije, A — aktivhost imobilisane
lipaze, Ya — prinos aktivnosti, SA — specifi¢na aktivnost.
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vrednosti.

Sa obzirom na to da je Purolite® MN102 po prvi put upotrebljen za imobilizaciju enzima,
sa ovim nosacem je imobilizacija izvodena na dve razli¢ite pH vrednosti (6 1 7) i u
rastvorima razlic¢itih jonskih jacina (50 mM 1 1M). Aktivhost dobijenih preparata
odredivana je nakon razlicitih vremenskih perioda trajanja imobilizacije, od 1 do 5 h, a u
smesu za imobilizaciju je unosena koncentracija proteina od 18,75 mg g nosaca. 1 pH
vrednost i molaritet pufera za imobilizaciju pokazali su znacajan uticaj na aktivnost
imobilizata (slika 4.36.). Interesantno je da je u 1 M puferu na pH 7 dobijen preparat sa
najveéom aktivnoséu (677,6 TU g"), dok je na istom pH, ali u puferu niZeg molariteta,
imobilisani enzim imao najmanju aktivnost — 138,7 IU g’l. Ovakav rezultat ukazuje na
mogucnost ucestvovanja elektrostatickih interakcija u vezivanju lipaze, s obzirom na
suprotno naelektrisanje molekula enzima i povrsine nosaca na pH 7. Ocekivano je da je
udeo ovih interakcija vedi u rastvoru manje jonske jacine, dok u puferima veceg molariteta
one bivaju potisnute i preovladavaju znatno pogodnije hidrofobne interakcije. Ovakvi
rezultati upucuju na zakljucak da je hidrofobna adsorpcija pogodnija za postizanje visoke
aktivnosti imobilisanog enzima. Na pH 6 je uocen isti trend — aktivniji imobilizat je dobijen
u puferu vece jonske jacine, a ostvareni su nesto losiji rezultati nego pri pH 7. Kada se
uporede dva ispitivana nosaca evidentno je da se koriséenjem Purolite®-a MN102 dobija
znatno aktivniji imobilisani preparat, $to takode ukazuje na superiornost hidrofobnih

interakcija u odnosu na elektrostaticke pri imobilizaciji ovog enzima.
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Kada se uporede aktivnosti tri preparata dobijena imobilizacijom na Purolite® nosace,
ocigledno je da je izrazito hidrofobni nosa¢ posedovao najveéu vezanu aktivnost (za red
veli¢ine vecu od druga dva), iako su vezane mase proteina bile uporedive (35-40 % manje
za nosace manje hidrofobnosti). Objasnjenje ovakvog rezultata verovatno lezi u ¢injenici
da je vezivanje lipaza za hidrofobne povrsine obi¢no pogodno za njihovo kataliticko
delovanje. Takode je uocljiva gotovo cetvorostruko veca aktivnost lipaze kovalentno
vezane posredstvom epoksidnih grupa u odnosu na enzim vezan za nemodifikovani
Purolite® A109, $to dokazuje da je modifikovanje povrsine nosaca uvodenjem
funkcionalnih grupa na njegovu povrsinu bilo opravdano. U reakciji sinteze askorbil-oleata
testirana je esterifikaciona aktivnost oba Purolite® A109 preparata i preparat CAL B
imobilisane na Purolite® MN102 hidroliti¢ke aktivnosti 677,6 IU g dobijen nakon 5 h u 1
M puferu pH 7.

4.5.5. Ispitivanje aktivnosti imobilisanih preparata u reakciji esterifikacije
vitamina C I oleinske kiseline

U prethodnom poglavlju prikazana je i opisana mogucnost imobilizacije CAL B na

nekoliko komercijalnih, modifikovanih i nemodifikovanih, nosaca. Utvrdeni su uslovi

dobijanja i odgovarajuce hidroliticke aktivnosti preparata. S obzirom na to da je krajnji cilj

primena ovih imobilizata u sintezi estara vitamina C, odabrani preparati (tabela 4.8.) su

ispitani u reakciji dobijanja L-askorbil-oleata kao model reakciji.

Tabela 4.8. Karakteristike imobilisanih preparata primenjenib u reakciji sinteze L-askorbil-oleata.

Nosad i uslovi imobilizacije Co Py u A Ya SA
(mggl) (mggh) (%) (dAUgH (%) (IUmg)

Purolite® A109 22,5 4,96 22,0 12,8 1,82 2,58
epoksi-Purolite® A109 25 547 243 475 675 868
Purolite® MN102 1875 841 449 6776 365 80,57
Eupergit® C250L 19,6 149 76,1 1226,8 355 82,2
Eudragit® S-100* 300 2120 70,6 81226 1270 383,1
nano-Si0; (50 mM) 24,68 7,50 30,4  360,1 14,6 48,01
nano-Si0-PAPMS (50 mM) 24,68 13,0 52,7 1200,2 48,6 164,9
nano-SiO-APTMS (1M) 2468 1527 619 15186 615 175

co — pocetna koncentracija proteina, Py — vezani protein, Y — prinos imobilizacije, A — aktivnost imobilisane
lipaze, Ya — prinos aktivnosti, SA — specifi¢na aktivnost.

Uslovi izvodenja reakcije odabrani su na osnovu prethodno opisane optimizacije (poglavlje
4.3.2.), a primenjena aktivnost enzima je iznosila 7,5 TU mL" (23 TU mL" sa Eudragit®-om

S-100). Iz tabele 4.9. u kojoj su sumirani prinosi estra u reakciji katalizovanoj razli¢itim
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preparatima vidi se da su svi odabrani imobilizati pokazali odredenu aktivnost, ali da je ona
bila veoma razli¢ita. Najmanji prinos postignut je sa najmanje aktivnim Purolite”-om A109
— 4,9 mM. Iako je u reakcionu smesu unosen isti broj jedinica, masa imobilizata koja je u
slucaju ovog nosaca to omogucavala bila je nekoliko puta veéa u odnosu na masu
imobilizata sli¢ne granulacije (Purolite® A109 sa epoksidnim grupama i Purolite® MN102).
Isti nosac na koji su bile uvedene epoksidne grupe i za koji je enzim bio kovalentno vezan,
u reakciji esterifikacije je pokazao skoro tri puta vecu aktivnost. Sli¢ni rezultati (10-20 mM
estra) ostvareni su i kada su kao katalizatori korisceni preparati CAL B imobilisane na
Eupergit® C250L, Fudragit® S-100, netretirane nano-SiO, cestice i nano-SiO, cestice
tretirane  APTMS-om. Nabrojani imobilizati su se pokazali kao losiji izbor od
komercijalnog Novozym®-a 435 sa kojim je pod opisnim uslovima ostvaren prinos od 24,9
mM estra. Nekoliko je moguéih uzroka ovakvih rezultata. Eupergit® C250L i Purolite®
A109, kao sto je ve¢ opisano, poseduju poroznu povitsinu pa je ocekivano da se veliki deo
imobilisanog enzima nalazi u porama u dubljim slojevima cestica gde je teze dostupan
molekulima supstrata (240). Kada je koris¢ena lipaza imobilisana na Eudragit® S-100,
uocena je aglomeracija, verovatno uzrokovana niskom pH reakcione sredine. Pri takvim
reakcionim uslovima, iako je u reakcionu smesu unet veliki broj jedinica aktivnosti, nije se
moglo ocekivati da ¢e polimer biti rastvoran, sto bi u potpunosti isklju¢ilo moguénost
pojave difuzionih limitacija. Medutim “grupisanje” cestica ucinilo je veliku koli¢inu
molekula lipaze nedostupnim za vezivanje supstrata, pa je 1 prinos L-askorbil-oleata mali
uprkos velikoj hidrolitickoj aktivnosti imobilizata. Sa druge strane, lipaza imobilisana na
Purolite® MN102 i nano-&estice SiO, modifikovane PAPMS-om pokazala je sli¢nu ili veéu
aktivnost nego komercijalni preparat tako da je dobijeno 28,3 mM i 23,4 mM L-askorbil-
oleata, redom. U slucaju Purolite®-a MN102, iako je u pitanju makroporozan nosac¢ pa
postoji mogucost pojave ogranicenja u prenosu mase, ona je veoma mala s obzirom na
dimenzije pora ovog nosaca. Naime, mikropore su previse malih dimenzija da bi enzim
mogao da ude u njih (CAL B dimenzija 3X4X5 nm, a pore precnika 3 nm), dok su mezo- 1
makropore prec¢nika izmedu 120 i1 180 nm velike u poredenju sa slicnim poroznim
nosac¢ima (¢ak 10 puta veée nego pore Lewatit®-a VP OC 1600 na koji je CAL B
imobilisana u Novozym®-u 435) pa je pojava difuzionih limitacija malo verovatna.
Medutim, najznacajnija razlika Purolite®-a MN102 u odnosu na ostale testirane nosace
jeste izrazito hidrofobna povrsina, koja se smatra pogodnom za izvodenje reakcija

katalizovanih lipazama, narocito reakcija esterifikacije jer je niza koncentracija vode na
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povrsini Cestice 1 smanjena brzina povratne hidrolize. Takode je 1 tretman cestica SiO,
PAPMS-om ucinio njthovu povrsinu hidrofobnom, pa je potvrdeno da je uspostavljanje

hidrofobnih interakcija dobar nacin za dobijanje visoko-aktivnih imobilisanih lipaza.

Tabela 4.9. Prinos L-askorbil-oleata nakon ~24 b u reakciji katalizovanef lipazom B iz C. antarctica
imobilisanom na razlilite nosace.

Nosac Koncentracija askorbil-oleata, mM
Lewatit® VP OC 1600 (Novozym® 435) 249
Purolite® A109 4,9
epoksi-Purolite® A109 14,6
Purolite® MN102 283
Eupergit® C250L 11,9
Eudragit® S-100* 17,5
nano-SiO; 9,9
nano-Si0-PAPMS (50 mM) 23,4
nano-Si0-APTMS (1 M) 10,2

* - uneto 23 IU ml.! smeSe.

Konacan izbor za dalji rad koji ukljucuje i izvodenje reakcije u proto¢nom reaktorskom
sistemu bio je preparat dobijen hidrofobnom adsorpcijom CAL B na Purolite® MN102,
kako zbog visokog prinosa postignutog u preliminarnim eksperimentima, nize cene i
jednostavnijeg postupka imobilizacije u odnosu na koriséenje nano-cestica, tako i zbog
fizickih karakteristika koje omogucavaju laksi rad 1 u Sarznim i u semi-kontinualnim
uslovima. Naime, i pored brojnih prednosti koris¢enja nano-cestica kao nosaca za
imobilizaciju enzima, uocene su teskoce u manipulaciji pri radu sa njima kao §to su
separacija nakon imobilizacije 1 suSenja, tesko formiranje stabilnog fludizovanog sloja i
gubici pri odvajanju od reakcione smese u cilju visekratne upotrebe. Dalji koraci su stoga
bili usmereni na detaljniju optimizaciju uslova za imobilizaciju CAL. B na Purolite®
MN102, kako bi u narednim fazama ispitivanja bio primenjivan preparat sa maksimalnom

aktivnoscu.

4.5.6. Imobilizacija CAL B na Purolite® MIN102

4.5.6.1. Optimizacija uslova za imobilizaciju CAL B na Purolite® MN102
U fazi optimizovanja uslova pod kojima je vrsena imobilizacija lipaze CAL B, ¢iji je cilj bilo
dobijanje $to aktivnijeg imobilizata, varirano je nekoliko znacajnih parametara: jonska

jacina i pH pufera u kome se vrsi imobilizacija, koncentracija enzima i vreme trajanja
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imobilizacije. Pracen je uticaj na imobilisanu enzimsku aktivnost standardnom metodom

hidrolize p-NPB-a.

Tabela 4.10. Uticaj jonske jaiine i pH vrednosti pufera za imobilizaciju na aktivnost imobilisane lipaze.
Jonska jacinal, M Aktivnost IU g-!

0,05 134,1£6,1
0,2 184,6%5,6
0,5 431,9172
1 677,6111,2
pH? Aktivnost, IU g-!
5 298,91+4.4
6 510,2%6,3
7 677,6111,2
8 259,178

Imobilizacija je izvodena pti pocetnoj koncentraciji proteina od 18,75 mg ¢! nosaca u toku 5 h na 25 °C.

1 pH=7,2-1M.

S obzirom na to da je nosa¢ primenjen za imobilizaciju, Purolite® MN102, hidrofobne
prirode, ali da poseduje i naelektrisane grupe u svojoj strukturi, molaritet 1 pH pufera u
kome se vrsi imobilizacija morali su biti optimizovani. U ovom delu istrazivanja, najpre je
ispitan uticaj jonske jacine pufera izvodenjem imobilizacije u puferima molariteta 0,05 M,
0,2M, 0,5M1i1 M. U ¢itavom ispitivanom opsegu, kao §to se moze videti u tabeli 4.10.,
aktivnost dobijenog imobilizata raste sa povecanjem jonske jacine pufera za imobilizaciju,
pa se preparat maksimalne aktivnosti dobija u jednomolarnom puferu. Moze se
pretpostaviti da se pri nizim koncentracijama soli izmedu molekula enzima i povrsine
nosaca ostvaruju elektrostaticke interakcije sa pozitivho naelektrisanim tercijarnim amino-
grupama, dok pri vedim jonskim jacinama prevladavaju hidrofobne interakcije koje
pogoduju katalitickom delovanju lipaza. Za razliku od ovih rezultata, u prethodnim
istrazivanjima u kojima su kori§éeni hidrofobni nosaci koji ne poseduju naelektrisane grupe
u svojoj strukturi (oktil-Sefaroza, nano-polistiren) visoke aktivnosti imobilizata su dobijane
1 u puferima nizeg molariteta (67, 113, 209). S obzirom na aktivnosti dobijenih imobilizata,
dalji eksperimenti izvodeni su u 1 M fosfatnom puferu. Ispitivan je i uticaj pH pufera za
imobilizaciju u opsegu od pH 5 do pH 8. Kada dolazi do ostvarivanja hidrofobnih
interakcija u rastvorima velike jonske jacine, pH rastvora obi¢no nije od velike vaznosti s
obzirom na to da se pri takvim uslovima elektrostaticke interakcije znacajno redukovane.
Iz tabele 4.10. se moze videti da pri porastu pH od 5 do 6 dolazi do malog rasta aktivnosti,
zatim se pri pH 7 aktivnost uvecava gotovo dvostruko, da bi dalje povecanje pH do 8

dovelo do naglog pada aktivnosti imobilizata. Istovremeno je koli¢ina vezanih proteina bila
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gotovo nezavisna od pH imobilizacije. Ostvareni rezultat pokazuje da se imobilizat najvece
aktivnosti dobija na pH nesto iznad izoelektri¢ne tacke CAL B (pI=06), verovatno zbog
pogodne raspodele naelektrisanja aminokiselinskih ostataka koja obezbeduje zadrzavanje
aktivne konformacije molekula enzima. I u prethodnim istrazivanjima u kojima je lipaza
tipa B iz C. antarctica imobilisana na hidrofobne nosace, preparati najvece aktivnosti

dobijani su kada je imobilizacija izvodena na pH 6,8-7 (67, 113, 209).
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Slika 4.37. Uticaj pocetne koncentracije proteina na prinos imobilizacije i masu vezanih proteina po

gramu nosaca. Imobilizacija je izvodena u 1 M puferu pH 7 u toku 5 h na 25 °C.

Nakon izbora pufera za imobilizaciju — 1 M, pH 7, ispitivan je uticaj koncentracije lipaze
na aktivhost dobijenog imobilizata, kao i1 na prinos imobilizacije. Koli¢ina te¢nog
enzimskog preparata varirana je u opsegu 5-20 %(v/v) $to odgovara koncentraciji proteina
od 6,25 do 25 mg po gramu nosaca. Na slici 4.37. je predstavljen uticaj ponudene kolic¢ine
proteina za imobilizaciju na stepen vezivanja za nosa¢. Uocava se da u ispitivanom opsegu
sa porastom koncentracije proteina raste masa lipaze vezane po gramu nosaca, dok
odgovaraju¢i prinosi imobilizacije (izrazeni kao % vezanih u odnosu na ponudene
proteine) opadaju. Aktivnost istih imobilisanih preparata analizirana je u reakciji hidrolize
Pp-NPB-a, 1 predstavljena kao aktivnost po gramu nosaca i procenat vezane aktivnhosti u
odnosu na ponudenu (slika 4.38.). Sa povecéanjem koncentracije lipaze do 18,75 mg g
nosaca, uocava se linearan porast aktivnosti imobilizata od 286,4 do 677,6 U g, dok pri
daljem porastu pocetne kolic¢ine proteina aktivhost dobijenog imobilisanog enzimskog

preparata ostaje gotovo konstantna. U isto vreme, u ispitivanom opsegu, sa porastom
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koncentracije proteina dolazi do smanjenja prinosa aktivhosti od 46,3 do 27,3 %
Odgovarajuce specificne aktivnosti pokazuju da pri veéim koli¢inama vezanih proteina
porast adsorbovane kolicine lipaze ne dovodi do proporcionalnog povecanja aktivnosti,
§to se najcesce pripisuje narusavanju trodimenzionalne strukture enzima u slucajevima
kada nosa¢ postaje “prenatrpan” proteinima (25). S obzirom na to da je neophodno
napraviti kompromis izmedu dva suprotstavljena zahteva za postizanjem §to veéeg prinosa
aktivnosti i dobijanja imobilizata S§to vele aktivhosti po gramu nosaca, za dalje
eksperimente je odabrana koncentracija lipaze od 18,75 mg g pri kojoj je dobijen preparat

sa aktivno$c¢u od 677,6 IU g " nosaca.
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Slika 4.38. Uticaj pocetne koncentracije proteina po gramu nosaca na prinos aktivnosti i aktivnost

imobilizata. Imobilizacija je izvodena u 1 M puferu pH 7 u toku 5 h na 25 °C.

U poslednjem koraku utvrdivanja najpogodnijih uslova imobilizacije, vezivanje CAL B za
nosa¢ praceno je u toku vremena. Pad proteina u supernatantu i odgovarajuce specificne
aktivnosti imobilizata (IU mg" vezanih proteina) nakon 0,5 do 9 h imobilizacije prikazani
su na slici 4.39. U toku prvog sata, evidentan je nagli pad sadrzaja proteina u supernatantu,
nakon c¢ega koncentracija nevezanih proteina ostaje gotovo konstantna u toku preostalih 8
sati. Nasuprot tome, kontinualan rast specificne aktivnosti imobilisane lipaze primetan je u
toku prvih 7 h imobilizacije, kada dostize vrednost od 102 IU mg"'. Ovaj rezultat je bio
donekle neocekivan, kada se uzmu u obzir rezultati ranijih studija u kojima je adsorpcija
lipaza na hidrofobne nosace uglavhom u potpunosti zavrsavana u toku jednog sata ili

manje. S obzirom na to da je sadrzaj proteina u supernatantu veoma brzo pao i nadalje
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ostao na konstantnoj vrednosti, moze se pretpostaviti da se kapacitet nosaca vrlo brzo
popunjava. Medutim, dalja inkubacija dovodi do povecanja aktivnosti preparata koja nije
uzrokovana vecom kolicinom vezanih proteina, veé, verovatno, nekom vrstom
konformacionih promena koje se desavaju u molekulu lipaze vezanom za hidrofobnu
povrsinu nosaca. Moze se pretpostaviti da se adsorpcija CAL B na Purolite® MN102 moze
odigravati posredstvom razli¢itth mehanizama. Pored hidrofobnih interakcija izmedu
izrazito hidrofobne povrsine nosaca i hidrofobnih aminokiselinskih ostataka molekula
lipaze, postoji i mogucnost uspostavljanja elektrostatickih interakcija enzima sa pozitivho
naelektrisanim tercijarnim amino-grupama nosaca, s obzirom na cinjenicu da je
imobilizacija izvodena pri pH nesto viSem od izoelektricne tacke CAL B. U pocetnoj fazi
“brze adsorpcije” se vezivanje moglo odvijati preko oba mehanizma, dok se u kasnijim
fazama enzim pravilno orijentise i trpi konformacione promene usled promene vrste
interakcija $to dovodi do rasta aktivnosti. S obzirom na to da je poznato da lipaze podlezu
hiperaktivaciji pri adsorbovanju na hidrofobne povrsine uzrokovanoj zauzimanjem aktivne
konformacije sa otvorenim “poklopcem”, pretpostavljeno je da u prvim fazama dominira
adsorbovanje molekula lipaze posredstvom elektrostatickih sila nakon cega se ostvaruju
hidrofobne interakcije, dovodeé¢i do porasta aktivnosti imobilizata. Ova hipoteza je
proverena dodatnim eksperimentom u okviru kojeg je izvedena selektivha desorpcija
surfaktantom — Triton”-om X-100 u cilju desorbovanja hidrofobno adsorbovanog enzima
sa dva imobilisana preparata dobijena nakon razli¢itih vremena imobilizacije — nakon 1 h 1
nakon 7 h. Kod preparata dobijenog posle 7 h u toku tretmana je desorbovano 99,5 %
proteina sa nosaca, dok je sa biokatalizatora dobijenog nakon 1 h imobilizacije
desorbovano samo 8 % lipaze adsorbovane na povrSini cestica. Ostvareni rezultati
pokazuju da je udeo hidrofobno vezane lipaze nakon 7 h znacajno veci nego nakon prvog
sata imobilizacije, potvrdujuéi da je promena tipa interakcija izmedu enzima i nosaca
odgovorna za povecanje aktivnosti.

Preparat CAL B imobilisan na Purolite® MN102 maksimalne aktivnosti od 888,4 1U g
nosaca je tako dobijen nakon 7 h, u jednomolarnom fosfatnom puferu (pH=7), pri
pocetnoj koncentraciji proteina od 18,75 mg g nosaca. Ovaj preparat je koriséen u daljim

eksperimentima.
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Slika 4.39. Uticaj vremena imobilizacije na koncentraciju proteina zaostalih u supernatantu i
specificnu aktivnost dobijenog imobilizata. Imobilizacija je izvodena pri pocetnoj koncentraciji

proteina od 18,75 mg gl nosaca, u 1 M puferu pH 7 na 25 °C.

4.5.6.2.  Ispitivanje operativhe stabilnosti imobilisanog enzima u sintezi L-askorbil-
oleata
Dobijeni preparat najvece aktivnosti testiran je u reakciji sinteze L-askorbil-oleata u #
butanolu pod prethodno optimizovanim uslovima (0,135 M vitamina C, molski odnos 1:8,
60 °C, bez dodavanja vode) primenom biokatalizatora u konsekutivnim reakcionim
ciklusima. Dobijeni rezultati, izrazeni kao realativna aktivnost imobilisane lipaze prikazani
su na slici 4.40. Preparat je pokazao dobru operativnu stabilnost, s obzirom na to da je u
prvih 10 ciklusa (~200 h) relativna aktivnost pala za oko 25 %. Nakon toga je usledio brzi
pad kataliticke aktivnosti lipaze. Sli¢ni rezultati su vec ranije objavljivani, ali je obi¢no
radeno sa veéim kolicinama CAL B i/ili su reakcioni ciklusi trajali znatno krace. U
poredenju sa rezultatima ostvarenim kada je u prethodnom delu istrazivanja koris¢en
Novozym® 435 i kada je nakon 10 ciklusa upotrebe aktivnost biokatalizatora pala na 48 %
od pocetne, jasno je da CAL B imobilisana na Purolite® MN102 poseduje znacajno vecu
operativnu stabilnost. Ipak treba napomenuti da je brza inaktivacija Novozym®-a 435
verovatno delimic¢no bila uzrokovana i razlikom u polarnosti medijuma, s obzirom na to da
su sa tim preparatom reakcije izvodene u acetonu. Ukupan prinos estra ostvaren sa jednom

sarzom enzima iznosio je 179,4 mmol (78,9 g) po gramu imobilisane lipaze.
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Slika 4.40. Operativna stabilnost CAL B imobilisane na Purolite® MN102 u reakciji sinteze L-

askorbil-oleata.

4.5.6.3.  Procena troskova dobijanja CAL B imobilisane na Purolite® MN102

Na kraju ovog dela istrazivanja, primenjen je jednostavan metod za procenu troskova
dobijanja imobilisanog biokatalizatora u cilju utvrdivanja potencijala za njegovu
ekonomicnu primenu. Svi operativni troskovi, kao i troskovi materijala koris¢enih za
imobilizaciju uzeti su u obzir, a za izracunavanje je primenjena sledeca jednacina (252):

C = Clipazamlipaza + Cnosa(:mnosaé + Caditivi,operativni tro§kovi(€)

Mimobilisana lipaza
gde je C (€ g') cena lipaze, nosaca i imobilisane lipaze, a 7 (g) njihova masa. U proracunu
su primenjene cene nosaca, teénog enzimskog preparata i Novozym®-a 435 kada se oni
nabavljaju u kolicinama koje odgovaraju proizvodniji na industrijskom novou. Odredeno je
da je cena CAL B imobilisane na Purolite® MN102 251 € kg tj. 0,28 € kIU". U poredenju
sa Novozym®-om 435, ¢ija je cena oko 790 € kg, §to je ekvivalentno ceni od 0,99 € kIU"
(aktivnost odredena na isti nacin u reakciji hidrolize p-NPB), ocigledno je da je cena
imobilisanog preparata znatno niza §to ga ¢ini potencijalno pogodnim i za dobijanje

razli¢itih proizvoda u industrijskim razmerama.
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4.6. Sinteza L-askorbil-oleata katalizovana lipazom tipa B iz kvasca C.
antarctica imobilisanom na Purolite® MN102 u $arnom bioreaktoru i

bioreaktoru sa fluidizovanim slojem

Eksperimenti izvedeni u okviru prethodnog dela ove disertacije fokusirani su na enzimski
katalizovanu esterifikaciju vitamina C u Sarznom sistemu. Poznato je da se u protocnim
reaktorskim sistemima sa pakovanim i fluidizovanim slojem imobilisanog biokatalizatora
mogu ostvariti velike produktivhosti po masi enzima, pa je u narednom delu istrazivanja
rekacija sinteze askorbil-oleata izvodena i na ovaj nacin. Postoje brojne prednosti izvodenja
reakcija u fluidizovanom u odnosu na pakovani sloj kada su u pitanju protocni sistemi, pa
je za dalji rad i poredenje sa Sarznim sistemom odabrana upravo ta konfiguracija (253,
254). U fluidizovanom sloju se ostvaruje mnogo bolji kontakt izmedu cvrstih cestica i
fluidizacionog medijuma (gasa ili te¢nosti), sto omogucava efikasniji prenos mase. Na taj
nacin se postize i znatno bolji prenos toplote u samom sistemu, kao 1 izmedu zidova
kolone i duplikatora, pa je izbegnuta termalna neuniformnost. Kao katalizator u
prethodnom delu studije je koriséen komercijani imobilisani enzimski preparat Novozym®
435, dok je kao enzim sa najveéim potencijalom za $iru primenu medu vise preparata
dobijenih imobilizacijom CAL B na razli¢ite nosace za dalji rad odabrana lipaza imobilisana
na Purolite® MN102. Ovaj preparat je odabran zato $to su ukupni procenjeni troskovi
njegovog dobijanja bili znatno nizi u odnosu na komercijalni preparat Novozym® 435, a
njegove performanse uporedive ili bolje od komercijalnog kada je testiran u reakciji sinteze
L-askorbil-oleata u Sarznom sistemu. Takode, zbog ve¢ opisanih dobrih mehanickih
svojstava nosaca, dobijeni imobilizat je predstavljao pravi izbor za rad u protocnim
sistemima. Pored toga, u preliminarnim cksperimentima je ustanovljeno da cestice
Purolite®-a MN102 formiraju uniformniji sloj prilikom fluidizovanja i da su brzine

odnosenja veée, verovatno zbog uniformnije raspodele velicine Cestica.

4.6.1. Optimizacija uslova sinteze L-askorbil-oleata katalizovane lipazom tipa B iz
C. antarctica imobilisanom na Purolite® MIN102

Prvo su u cilju izbora pogodne reakcione sredine testirana dva rastvaraca koja su se

pokazala kao odgovaraju¢i medijumi za sintezu L-askorbil-oleata katalizovanu

komercijalnim enzimskim preparatom — aceton i #butanol. Na slici 4.41. su predstavljeni

reakcioni tokovi pri koriS¢enju ova dva rastvaraca i uocava se da se u ~butanolu postizu
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vece pocetne brzine i krajnji prinosi proizvoda nego u acetonu, $to je u skladu sa
rezultatima ostvarenim kada je kao katalizator koriséen Novozym® 435. U tom delu studije
su obrazlozene sve prednosti koris¢enja acetona kao rastvaraca u enzimskim sintezama
estara, medutim u ovoj fazi istrazivanja je zbog specificnosti rada u proto¢nim sistemima
napravljen drugaciji izbor. Kao rastvarac je u ovoj fazi istrazivanja koris¢en #butanol, i to
iz nekoliko razloga. Kada se reakcija izvodi u protoc¢nim reaktorima sa recirkulacijom
reakcione smese veca je mogucnost isparavanja rastvaraca pod operativhim uslovima, §to
aceton, rastvara¢ u kome su izvodeni prethodni eksperimenti u Sarznom sistemu, c¢ini
nepogodnim za upotrebu zbog tacke kljucanja veoma bliske radnim temperaturama
(temperatura kljucanja ~butanola je za oko 25 °C visa od tacke kljucanja acetona). Takode,
rastvorljivost vitamina C u #butanolu je veca, $to omogucava rad sa vedim
koncentracijama jer nerastvorene supstance mogu da se skupljaju na spojevima ili u glavi
pumpe onemogucavajudi rad i, takode, jer je u proto¢nom reaktoru u svakom trenutku u
kontaktu sa enzimom samo rastvorena kolicina supstrata, tako da je samo ona na
raspolaganju za reagovanje. Koncentracija L-askorbinske kiseline je u skladu sa tim
odabrana tako da je sva uneta koli¢ina u potpunosti rastvorena u reakcionom medijumu i

bila je konstantna — 50 mM u svim eksperimentima osim u toku kineticke studije.
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Slika 4.41. Uticaj ratvaraca na sintezu L-askorbil-oleata. Reakcije su izvodene u $arznom sistemu na

60 °C sa 0,05 M vitamina C, 0,5 M oleinske kiseline i 0,2 %(w/v) enzima.

Neki od optimuma najbitnijih reakcionih parametara dobijenih u prethodnom delu studije

primenjeni su i u izmenjenim uslovima (drugi katalizator i rastvarac) — temperatura i
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kolicina vode, dok je uticaj onih za koje se ocekivala moguca promena optimuma —
koncentracija enzima 1 molski odnos supstrata, ponovo ispitivan. Prethodno optimizovana
temperatura — 60 °C, u protocnom sistemu je odrzavana zagrevanjem rekacione smese na
magnetnoj mesalici sa termostatom i propustanjem vode predgrejane na 60 °C kroz plast
reaktora. Dodatni operativni parametri: radni protok (i odgovarajuca visina fluidizovanog
sloja tj. vreme zadrzavanja) i efekat dodavanja molekulskih sita, ispitani su u protocnom

sistemu.
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Slika 4.42. Uticaj molskog odnosa supstrata na prinos estra. Reakcije su izvodene u Sarznom
sistemu u #butanolu na 60 °C sa 0,05 M vitamina C, pti razlicitim molskim odnosima supstrata i sa

0,2 %(w/v) enzima.

U cilju odredivanja optimalnog molskog odnosa supstrata, varirana je koli¢ina oleinske
kiseline unete u reakcionu smesu. Ve¢ je pokazano da visak oleinske kiseline pozitivnho
uti¢e na ravnotezni stepen konverzije, pa je 1 opseg u kome je ovaj parametar variran — 1:4
do 1:14, odabran u skladu sa tim. Na slici 4.42. su prikazani reakcioni tokovi pri pet
ispitivanih molskih odnosa iz kojih se moze zakljuciti da se pri koncentraciji vitamina C od
50 mM najvece pocetne brzine i krajnji prinosi proizvoda ostvaruju pri osmostrukom visku
oleinske kiseline. Primetno je da je optimalni molski odnos nesto nizi nego pti istoj
koncentraciji vitamina C kada je reakcija izvodena u acetonu sa Novozym®-om 435.
Moguée je da izmedu izrazito hidrofobne povrsine nosaca Purolite® MN102 i takode
hidrofobne oleinske kiseline postoje privlacne sile koje i pri nizoj koncentraciji ovog

supstrata obezbeduju dovoljnu dostupnu kolicinu u okolini nosaca pa se u skladu sa tim
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menjaju uslovi pri kojima se ostvaruje maksimalni ravnotezni stepen konverzije. Na taj
nacin je zapravo molski odnos supstrata tj. viSak oleinske kiseline u mikrookolini nosaca
znatno vedi nego u ostatku reakcionog medijuma. Nakon dostizanja maksimalnog prinosa
pri osmostrukom visku oleinske kiseline dolazi do pada pri daljem povecavanju njene
koncentracije. Moguce je da je u ovom slucaju ukupna hidrofobnost reakcione smese koja
je pri istoj koncentraciji oleinske kiseline veca u #butanolu nego u acetonu bila kljucni
faktor za pad prinosa pri previsokim molskim odnosima s obzirom na to da je pristup

hidrofilne L-askorbinske kiseline aktivhom centru enzima u takvim uslovima otezan.
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Slika 4.43. Uticaj radnog protoka na visinu fluidizovanog sloja i vreme zadrzavanja.

Tabela 4.11. Uticaj radnog protoka na pocetnu brzinu reakcije.
Radni protok, mL min! Pocetne brzina, mM h-!

3,6 8,63+0,03
4,2 8,56+0,02
7,2 8,51+0,1
12,8 8,75+0,07
16 8,62+0,09
21 8,79+0,06
27 8,45+0,08

Reakcije su izvodene u #butanolu sa 40 mL reakcione smese na 60 °C, sa 8,9 IU ml! enzima, 50 mM
vitamina C i 0,4 M oleinske kiseline.

Zatim je u protocnom reaktorskom sistemu odreden optimalni rezim rada variranjem
protoka napojne smese kroz sistem, i to u opsegu 3,6-27 mL min". Treba napomenuti da
je najnizi primenjeni protok bio odabran u skladu sa karakteristikama pumpe. Na slici 4.43.

je prikazan uticaj radnog protoka na vreme zadrzavanja 1 visinu fluidizovanog sloja.
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Ocigledno je 1 ocekivano da se pri najmanjem protoku ostvaruje najmanja visina
fluidizovanog sloja — 3,2 cm, dok je odgovarajuce vreme zadrzavanja najveée — 0,51 min.
Sa povecanjem protoka reakcione smese u ispitivanom opsegu visina fluidizovanog sloja
konstantno raste, dok vreme zadrzavanja, iako se uocava kontinuirani pad, pokazuje
drugaciji oblik zavisnosti 1 pri protocima veéim od 12,8 mL min’' postaje gotovo
konstantan. Treba imati na umu da, uticuci na visinu fluidizovanog sloja i vreme kontakta
reaktanata sa katalizatorom, radni protok dvojako utic¢e na reakcioni tok. Naime, pri isuvise
niskim protocima, iako je vreme reagovanja vece, postoji mogucnost pojave ogranicenja u
prenosu mase zbog veée debljine difuzionog sloja koji okruzuje imobilisanu lipazu, §to
dovodi do smanjenja brzine reakcije u odnosu na sisteme sa slobodnim enzimom. Sa druge
strane, kada je protok napojne smese previsok, vreme kontakta supstrata sa imobilisanom
lipazom moze biti suviSe kratko, a moze doci i do inaktivacije enzima uzrokovanog
smicajnim silama, dok dalje povecanje protoka iznad brzine odnosenja dovodi do
narusavanja fluidizovanog sloja 1 odnosenja imobilisanog enzima iz reaktora. Pocetne
brzine reakcije ostvarene pri razlicitim protocima prikazane su u tabeli 4.11. iz koje se
moze videti da je ostvarena brzina nezavisna od protoka. ANOVA analiza je takode
pokazala da u ispitivanom opsegu protok napojne smese nema signifikantan uticaj na

brzinu esterifikacije (p=0,082).
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Slika 4.44. Reakcioni tok sinteze askorbil-oleata u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem u sistemu
bez molekulskih sita i sa sitima. Reakcije su izvodene u #butanolu sa 40 mL smese na 60 °C, sa

0,05 M vitamina C, 0,4 M oleinske kiseline, kolicinom enzima od 9,5 IU mL! smese i 25 mg mL-!

molekulskih sita.
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Takode u proto¢nom sistemu, ispitan je uticaj dodavanja molekulskih sita u cilju
adsorbovanja viska vode iz reakcione smese. U ovom slucaju nije bilo moguce varirati
vreme dodavanja molekulskih sita, ve¢ je sama konfiguracija sistema bila donekle
izmenjena tako da je bila sastavljena iz dve redno vezane kolone (donji deo reaktora,
fiksiran sa obe strane, je bio napakovan sitima, dok su iznad njega bile napakovane cestice
biokatalizatora koje su slobodno mogle da fluidizuju). Na osnovu rezultata prikazanih na
slici 4.44. moze se zakljuciti da je efekat dodavanja adsorbensa veoma slican uticaju
opisanom u $arznom sistemu sa komercijalnim enzimom. Efekat dodavnja sita je u prvih
nekoliko sati, dok koncentracija formirane vode u sistemu jo$ uvek nije dovoljno visoka da
u vecoj meri favorizuje hidrolizu, zanemarljiv, dok u daljem toku reakcije dovodi do
produzavanja perioda u kome se estar stvara brzinom bliskoj pocetnoj. Kao krajnji
rezultat, u sistemu sa molekulskim sitima se u kra¢em vremenu ostvaruju isti prinosi,
odnosno u istom vremenu nesto visi prinosi, pa su dalji eksperimenti bili izvodeni sa
sitima. Sema konfiguracije koja je primenjivana u daljim ispitivanjima prikazana je na slici

4.45.
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Slika 4.45. Sema konfiguracije sistema sa fluidizovanim slojem i molekulskim sitima: 1 — magnetna
mesalica sa termostatom, 2 — etlenmajer sa reakcionom smesom i magnetom, 3 — fluidizovani sloj
Cestica, 4 — pakovani sloj molekulskih sita, 5 — peristalticka pumpa, 6 — duplikator sa vodom (ulaz

(62) 1 izlaz (Ob)).

Dalji eksperimenti bili su fokusirani na ispitivanje uticaja koncentracije enzima na

ostvarene pocetne brzine esterifikacije. Sadrzaj enzima variran je u opsegu 0,17-1,1
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%(w/v), a dobijeni rezultati prikazani su na slici 4.46. Kao §to se sa slike moze uocit, u
oba sistema — Sarznom 1 proto¢nom pocetna brzina esterifikacije u celom posmatranom
opsegu raste sa povecanjem koncentracije enzima. Sa druge strane, primenom ANOVA
analize utvrdeno je da odgovarajuée produktivnosti (mmol g'enzima h™) u oba reaktora ne
zavise statisticki znacajno od koncentracije biokatalizatora (»=0,809 u protocnom i
$=0,794 u Sarznom sistemu), pa konacni izbor koncentracije enzima svakako treba da bude
kompromis izmedu cene utrosene imobilisane lipaze i brzine kojom se pri takvim uslovima
postizu zadovoljavajuce koncentracije proizvoda u reakcionoj smesi. Takode je evidentno
da se u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem ostvaruju nesto vise pocetne brzine, u proseku
oko 40 % u odnosu na Sarzni sistem. Ovakvi rezultati nisu neocekivani s obzirom na to da
je u literaturi ve¢ prijavljeno da se povecanje brzine esterifikacije katalizovane imobilisanim
lipazama moze ostvariti upravo semi-kontinualnim izvodenjem reakcije u reaktorima sa

fluidizovanim slojem (255, 250).
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Slika 4.46. Uticaj koncentracije enzima na pocetnu brzinu reakcije u proto¢nom i $arznom sistemu.
Reakcije su izvodene u 5 mL (Sarzni) i 40 mL (fluidizovani) smese u #butanolu na 60 °C, sa 0,05 M

vitamina C, 0,4 M oleinske kiseline i 25 mg ml-! molekulskih sita.

Kada je pri koncentraciji enzima pri kojoj je ostvarena najveca brzina pracen reakcioni tok
u duzem vremenskom periodu (do 34 h) uoceno je da se, pored veéih pocetnih brzina, u
bioreaktoru sa fluidizovanim slojem ostvaruje i nesto visi stepen konverzije, ali da se pri

dovoljno dugom vremenu reagovanja dve krive prakticno spajaju (slika 4.47.).
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Slika 4.47. Reakcioni tok u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem i Sarznom bioreaktoru. Reakcije su
izvodene u 5 mL (Sarzni) i 40 mL (fluidizovani) smese u #butanolu na 60 °C, sa 0,05 M vitamina C,

0,4 M oleinske kiseline, pri koncentraciji enzima od 9,5 IU ml-! i sa 25 mg mI.! molekulskih sita.

4.6.2. Kineticka studija

S obzirom na to da je reakcija izvodena u dva reaktorska sistema potpuno razlicitth
konfiguracija, bilo je znacajno okarakterisati th i sa aspekta hidrodinamike. Da bi bilo
potvrdeno da je ptri odabranim operativhim uslovima uticaj otpora prenosu mase
zanemarljiv i da je proces kineticki kontrolisan, uraden je 1 hidrodinamicki proracun. U
cilju odredivanja vrednosti kineticke konstante 17, koja je neophodna za ovaj proracun, na
nacin opisan u poglavlju 4.4. uradena je kineticka studija za reakciju u #butanolu
katalizovanu lipazom CAL B imobilisanom na Purolite® MN102. Koncentracije supstrata
su varirane u opsegu 0,05-1 M 1 eksperimentalni plan se sastojao od 64 tacke, kao 1 u
prethodno pomenutom delu studije. Uneta aktivnost lipaze (oko 4,5 ITU mL.") bila je oko 2
puta niza od one primenjene u reakciji katalizovanoj Novozym®-om 435, s obzirom na to
da su u tbutanolu sa oba enzima postizane veée brzine nego u acetonu, a da bi
performanse imobilizata 1 dobijene vrednosti konstanti mogli biti uporedeni sa
komercijalnim preparatom. U protocnom sistemu nije bilo moguce varirati koncentracije
supstrata u tako Sirokom opsegu, s obzirom na limitiranu rastvorljivost vitamina C, kao $to
je ve¢ obrazlozeno. Iz tog razloga je pod pretpostavkom da je mehanizam reakcije koja se
odvija pod istim uslovima u dva primenjena sistema isti, model dobijen u $arznom sistemu

koriséen za fitovanje eksperimentalnih podataka dobijenih u reaktoru sa fluidizovanim
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slojem u cilju izracunavanja konstante [7,. Dobijene vrednosti nadalje su koriséene u cilju
ispitivanja postojanja otpora prenosu mase u oba reakciona sistema, odnosno potvrdivanju
pretpostavke da je pod odabranim reakcionim uslovima reakcija kineticki kontrolisana.

Pocetne brzine reakcije esterifikacije pri razlicitim koncentracijama vitamina C i oleinske

kiseline predstavljene su 3D dijagramom (slika 4.48.)
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Slika 4.48. Uticaj koncentracije vitamina C i oleinske kiseline na pocetnu brzinu reakcije.

Na osnovu tipicnih zavisnosti pocetne brzine esterifikacije od koncentracije jednog
supstrata pri fiksiranoj koncentraciji drugog je na nacin opisan u poglavlju 4.4. potvrdeno
da se uticaj vitamina C moze opisati tipicnom Mihaelis-Mentenovom kinetikom (slika
4.49.a2), dok je kod uticaja oleinske kiseline evidentna pojava pada brzine pri visokim
koncentracijama $to ukazuje na inhibiciju ovim supstratom (slika 4.49.b 1 4.49.c). Kada se
ovi rezultati uporede sa reakcijom katalizovanom komercijalnim preparatom u acetonu,
evidentna je razlika s obzirom na to je u tom sistemu postojala inhibicija viSkom vitamina
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Slika 4.49. Tipicne krive kinetickog modela bez ukljucene inhibicije pri fiksiranoj koncentraciji
jednog supstrata: (a) 0,5 M oleinske kiseline i (b) 0,5 M vitamina C i prikaz modela sa ukljucenom
inhibicijom oleinskom kiselinom: (c) tipi¢na kriva pri fiksiranoj koncentraciji vitamina C na 0,5 M. i

(d) 3D prikaz.
Eksperimentalni rezultati su fitovani ping-pong bi-bi modelom bez inhibicije i sa

uklju¢enom inhibicijom kiselinom. Bolje poklapanje dobijeno je primenom modela sa

uklju¢enim inhibitornim dejstvom oleinske kiseline (R*=0,9817), §to se moze primetiti i na
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slikama 4.49.b 1 4.49.c, pa je ovaj kineticki model usvojen. 3D prikaz ovog modela dat je na

slici 4.49.d. Dobijene vrednosti kinetickih parametara prikazane su u tabeli 4.12.

Tabela 4.12. Vrednosti kinetitkib konstanti modela.

Kin ti"ka k nstanta va I<w Kok I<z}ok Kx,w K.r,ok
clicia kons (mmol h' L) (molL') (molL) (molL) (Lh'gl) (Lhlg)
Vrednost 24,6 0,1517 02741 03821 00180  0,9960

Izostanak inhibicije vitaminom C je jasan kada se analizira vrednost konstante specifi¢nosti
za ovaj supstrat. Vrednost ove konstante za L-askorbinsku kiselinu je znatno niza nego u
sistemu sa komercijalnim biokatalizatorom 1 acetonom kao rastvaracem (skoro 11 puta),
dok je konstanta specificnosti prema oleinskoj kiselini takode promenjena (oko 40 %
veca). Iz ovih vrednosti jasno je da je afinitet lipaze imobilisane na nosa¢ velike
hidrofobnosti prema izrazito polarnom vitaminu C kao supstratu drasti¢cno opao, kao i da
je afinitet prema hidrofobnom supstratu nesto veéi. Iz tog razloga formiranje neaktivhog
kompleksa enzima sa acil-akceptorom koje bi dovelo do inhibicije lipaze pri visokim
koncentracijama vise nije bilo verovatno. Sto se ti¢e uocene inhibicije kiselinom, ova
pojava se u literaturi uglavnom objasnjava formiranjem neaktivne forme izmedu acil-enzim
kompleksa i drugog molekula donora acil-ostatka (144). Visoka vrednost ove konstante u
poredenju sa podacima iz studije u kojoj su Jadav i Lati sintetisali citronelol-laurat u #-

heptanu ukazuje na ¢injenicu da oleinska kiselina nije jak inhibitor lipaze (144).
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Sika 4.50. Profil koncentracije askorbil-oleata u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem u toku

vremena. Reakcija je izvodena sa 40 mL reakcione smese u #butanolu na 60 °C, sa 0,05 M vitamina
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C, 0,4 M oleinske kiseline, pri koncentraciji enzima od 4,5 IU mL-! i sa 25 mg ml-! molekulskih

sita.

U bioreaktoru sa fluidizovanim slojem je na osnovu pretpostavke da se pod identi¢nim
reakcionim uslovima ista reakcija u dva sistema odvija prema istom mehanizmu odredena

vrednost konstante 1/

A

na osnovu pocetne brzine izracunate iz linearnog dela C-7 krive sa
slike 4.50., koja je koris¢ena u daljem proracunu. Dobijena je nesto veca vrednost (oko 43
%) nego u $arznom bioreaktoru — 35,14 mmol h”' L, $to je u skladu sa zapazanjima iz

prethodnog dela studije u kome su praceni reakcioni tok 1 zavisnost pocetnih brzina

esterifikacije od koncentracije enzima u dva sistema.

4.6.3. Poredenje prenosa mase u dva sistema, sarZznom I reaktoru sa fluidizovanim
slojem

Efekat otpora spoljasnjem prenosu mase na brzinu reakcija katalizovanih imobilisanim

enzimima uobicajeno se odreduje na osnovu vrednosti Damklerovog kriterijuma (Da):

_ Y

ke

gde je 17, (mol m” s™) maksimalna brzina reakcije po jedinici povrsine biokatalizatora, £

va

Da

(m s™) koeficijent prenosa mase te¢no-¢vrsto i C (mol m”) koncentracija supstrata u
rastvoru. Tako je za vrednosti Da<<1 efekat otpora prenosu mase zanemarljiv, i obratno,
kada je Da>>1 proces se usled difuzionih limitacija ne moze smatrati kineticki
kontrolisanim. U slucaju da je Da=1 brzina reakcije i brzina kojom supstrati dolaze do
aktivnog centra su priblizno jednake.

17" se izracunava na sledeéi nacin:

VinVom
%4

m

pti ¢emu je I/, (mol m” s™) maksimalna vrednost pocetne brzine reakcije u slucaju da je
ona kineticki kontrolisana, I”,, (m’) zapremina reakcione smese, dok je A, (m®) povriina
biokatalizatora. Povrsina biokatalizatora se u slucaju spoljasnjeg prenosa mase (bez pora)
moze izraunati kao proizvod specificne spoljasnje povrsine sfera (SP, m® g’
biokatalizatora) i mase biokatalizatora.

Pored maksimalne brzine reakcije po jedinici povrsine biokatalizatora, neophodno je
izracunati i koeficijent prenosa mase kako bi bilo moguée proceniti da li je pod odabranim

operativhim uslovima u nekom reakcionom sistemu odigravanje procesa kineticki ili
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difuziono kontrolisano. Da bi bilo moguce izracunavanje koeficijenta prenosa mase tj.
Smitovog broja koji je neophodan za proracun, potrebno je odrediti difuzivnost supstrata
(D, m”s™") u rastvaracu, za $ta se koristi sledeca jednacina (257):
D 1,173 107 (pM,)°>T
Vi 08

U ovom izrazu figurisu sledece velicine:
@ - faktor asocijativnosti rastvaraca
M,.(g mol™1) - molarna masa rastvaraca
T(K) - temperatura reakcije
u(Pa s) - dinamicki viskozitet rastvaraca
Vs (dm3mol™1) - molarna zapremina supstrata na temperaturi kljucanja
Molarna zapremina supstance opste formule C H O, na temperaturi kljucanja se izracunava
na slededi nacin:
Vs = %Vine + YWmu + 2Vmo
gde su Ve = 14,8 10° dm’ mol”, VVsH = 3,7 10° dm’ mol” i V%0 = 7,4 10° dm’ mol’'
molarne zapremine ugljenika, vodonika i kiseonika na temperaturama kljucanja.
Za bioreaktor sa fluidizovanim slojem bice primenjena sledeca kriterijalna jednacina u cilju

izracunavanja koeficijenta prenosa mase:

kd,
D

u kojoj Sh predstavlja Servudov kriterijum, a 4, (m) preénik Cestice biokatalizatora. Sk e

Sh =

biti izra¢unat na osnovu sledecih jednacina (255):

Sh = 0,23Ar1/35c04

U

Sc=—
c oD

_gdip(pe—p)
e

u kojima je S¢ Smitov broj, a_Ar Arhimedov (Archimedes) broj.

Ar

Koeficijent prenosa mase u $arznom bioreaktoru sa mesanjem bice izracunat na osnovu
sledece jednacine (253):

P/V,
(( pszm).u) 0,25

k = 0’133‘:T
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gde su 7, i u prethodno definisani, S¢ se izracunava na isti nacin kao i u proto¢nom

. N . v . v . . v
sistemu, a ¢ (kg m™) i P (W) su redom gustina te¢ne faze i snaga mesanja. Gustina smese se

izracunava na osnovu masenih udela (x;) 1 gustina (p,) komponenata od kojih je sastavljena:

p= inpi

dok se snaga mesanja u erlenmajeru na orbitalnoj mesalici, kao $to je ve¢ prikazano u
teorijskom delu, racuna na osnovu vrednosti modifikovanog faktora snage (INe ') kao
— Ne pn3d4yl/3
P = Ne pn>d*V;,
gde je

’ 2
Ne = 70Re™! + 25Re™%% 4 1,5Re 02 i Re = %

U prethodnim jednacinama # (s') predstavlja broj obrtaja mesalice, d (m) maksimalnu
vrednost unutrasnjeg prec¢nika bioreaktora, dok su ostale velicine prethodno definisane.

Vrednosti svih konstanti 1 izracunate vrednosti hidrodinamickih parametara prikazane su u

tabelama 4.13.1 4.14.

Tabela 4.13. Vrednosti konstanti potrebnib za proracun.

3 3 1y | 6,83 (SB) B 3
V, 10" @ol m™ s') | g P | M, (gmol’) | 74,12 0 (kg m?) 769
5, 3 0,5 (SB) 5
17,,10° (m’) 4 (D) T (K) 333,15 |  g(kgm?) 1070
2 1 ; 0,065 (SB)
SP (m” ") 0,02 1 10° (Pas) | 1,008 d (m) 0,009 (FB)
0,025 (3B) R , 5 .| 1,428B)
m () 02 (FB) Cpc(mol m”) 50 »10” (mol m™ s) 1,95 (FB)
5 o 0,5 (SB) ,
A,10° (m?) 4B | Coxtmolm?) | 400 e, 0,529
0 1 410" (m) | 535 ' 1,48
V 10° (m’s™) 7 h(m) 0,034 1710°(m”) 2,16
VC — vitamin C; OK — oleinska kiselina; SB — $arzni bioreaktor; FB — bioreaktor sa fluidizovanim slojem.
Tabela 4.14. Izracunate vrednosti parametara.
710" mol m? sy | 522 OB g 113227 Re 10743
m 2’79 (FB) ) g b
1/, o (dm’ mol) 0163 | Seox | 2291,6 Ne' 0,336
17, o (dm’ mol ) 0407 | Ar | 34222 10°P (W) 2,93
D, 10" (m’s ") 991 | Shic| 2846 | D, 10° (m’s") | 3,54
Dy, 107 (m” s7) 572 | Shox | 3546 | D, 10° m’sh) | 2,04

SB — garni bioreaktor; FB — bioreaktor sa fluidizovanim slojem; VC — vitamin C; OK — oleinska kiselina.
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Na osnovu vrednosti Damklerovog broja prikazanih u tabeli 4.15. moze se zakljuciti da za
oba supstrata i oba reaktorska sistema nema otpora spoljasnjem prenosu mase, s obzirom
na to da je u svim slucajevima Da<<l. Efekat proticanja fluida u semi-kontinualnom
sistemu 1 mesanja u Sarznom bioreaktoru jo$ bolje se moze sagledati kada se uzme u obzir
¢injenica da bi u slucaju kada se prenos mase odvija isklju¢ivo putem prirodne konvekcije
(§5=2) brzina prenosa mase bila mnogo manja i, samim tim, bliza brzini reakcije. Ovakav
pristup, koji predvida samo postojanje prirodne konvekcije, je ranije predlozen i primenjen
od strane nekoliko autora (258, 259). Medutim, Damklerov broj je za S/=2 bio za oko
jedan red velicine vedi (14 i 18 puta u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem 1 9 i 11 puta u
sarznom bioreaktoru za vitamin C i oleinsku kiselinu, redom) nego u slucaju kada je u
proracunu u obzir uzeta i prinudna konvekcija. Odabrani radni uslovi se stoga mogu
smatrati dovoljnim da omogucée brzo dovodenje supstrata do aktivnih centara
biokatalizatora i tako iskljuce efekat otpora u spoljasnjem prenosu mase na brzinu kojom

se odigrava reakcija.

Tabela 4.15. Vrednosti Dambklerovog broja i Tielovog modula u sarinom bioreaktoru i bioreaktorn sa
Sfluidizovanim slojem.

Sarini bioreaktor Bioreaktor sa fluidizovanim slojem
Dal0%,vC 3,98 Dal0%,vC 3,70
Dal03,0K 7,18 Dal03,0K 6,44
D104, VO 8,76 D103, vC 5,88

D104, 0K 1,90 D104, 0K 1,38

VC — vitamin C; OK — oleinska kiselina.

Kada je utvrdeno da otpora spoljasnjem prenosu mase nema, analiziran je prenos mase u
porama biokatalizatora. Da bi se difuzione limitacije mogle smatrati zanemarljivim, u ovom
slucaju moraju biti zadovoljena dva kriterijuma. Faktor efektivnosti () koji predstavlja
odnos ostvarene brzine reakcije 1 brzine u sistemu bez limitacija mora biti priblizno jednak
jedinici, $to u oba ispitivana sistema jeste slucaj, dok vrednost Tielovog modula mora bili
manja od 0,3. Tielov modul se izracunava koris¢enjem efektivne difuzivnosti (D,) na

slede¢i nacin (260):

Efektivna difuzivnost uzima u obzir da se difuzija supstrata u porama biokatalizatora ne
moze odvijati na isti nacin kao u te¢noj fazi koja ih okruzuje 1 ona predstavlja proizvod

difuzivnosti 1 faktora tortuoznosti (7):
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Def =Dt =D "
gde je & poroznost Cestica, dok je # tortuoznost ili uvijenost unutrasnjih pora (tortuosity).
Tortuoznost je odredena na osnovu korelacije predlozene na osnovu Bolcmanovog
modela resetki (LBM — Lattice Boltzmann Model) (261).
Na osnovu izracunatih vrednosti Tielovog modula prikazanih u tabeli 4.15. moze se
zakljuciti da se unutrasnji prenos mase (oba supstrata) u oba sistema odvija neometano pri
odabranim radnim uslovima, pa se ovakvi procesni parametri mogu primenjivati i u daljim
ispitivanjima.
Cesto operativni uslovi koji omoguéavaju efikasan prenos mase u reakcionom sistemu
dovode do inaktivacije osetljivih biokatalizatora kao $to su enzimi i celije ili njihove
desorpcije sa nosaca, pa se izraCunavanjem tangencijalnog napona (7, Pa) moze ostvariti
uvid u intenzitet smicajnih sila koje deluju na cestice u sistemu i njihovo potencijalno
delovanje na desorpciju i/ili gubitak kataliticke aktivnosti usled narusavnja strukture. ITako
je jedna od prednosti koris¢enja imobilisanih enzima to $to je veliki deo katalizatora vezan
u dubljim slojevima pora u kojima je zasticen od delovanja ovih sila, ipak je jedan deo
vezan za spoljasnjost Cestice nosaca i izlozen je uticajima napona smicanja. Iz tog razloga je
slede¢i deo proracuna bio usmeren upravo na odredivanje tangencijalnih napona u dva
sistema.
U bioreaktoru sa fluidizovanim slojem su prvo izracunati hidraulicki dijametar
intersticijalnih praznina u sloju ¢estica (DA, m) i brzina fluida (U, m s), s obzirom na to da
su ovi paramtri neophodni za odredivanje Rejnoldsovog broja na osnovu koga se utvrduje
rezim strujanja i bira kriterijalna jednacina za izracunavanje smicajnog napona.
Brzina proticanja fluida (U, m s™) je odredena na osnovu povrsinske brzine (Up, m s™) i

poroznosti fluidizovanog sloja (¢) na sledeci nacin:

U
U=-"L
I3
pri cemu je
V—§(1—gé 42
£ = 7 ) V=T7rh
dok je
U 1%
p:
d2/4n

Hidraulicki dijametar intersticijalnih praznina se odreduje iz jednacine

164



_1sd
" 31—¢eM

u kojoj je M korekcioni faktor kojim se utvrduje uticaj zidova kolone na velicinu D/ (262).

Dh

Ovaj faktor se moze izracunati na sledeci nacin:

M=142 L %
- ' 31-¢d
Kada su izracunati D/ i U, odredena je vrednost Rejnoldsovog broja (263):

_UDhp

Re =0,16<1

S obzirom na to da je vrednost Re manja od 1, moze se zakljuciti da je rezim proticanja
fluida u bioreaktoru laminaran. U tom slucaju se napon smicanja izracunava iz naredne

jednacine:

iz koje se dobija vrednost od 5 10~ Pa.

U sarznom bioreaktoru se na osnovu vec izracunatog Rejnoldsovog broja zakljucuje da je
rezim strujanja fluida turbulentan (Re=10743 > 1000), pa se moze primeniti Kolmogorov
model izotropne turbulencije. Parametri neophodni za odredivanje smicajnih napona su
prosecna brzina disipacije kineticke energije po jedinici mase («, ] kg' s7) i dimenzije

mikro-vrtloga (/, m) ¢ija se turbulentna energija rasipa pri sudaru sa cesticama:

P 3 1/4
te) = pV’ = <P3(8)>

Ukoliko je 3/<d<12/, smatra se da je sistem u podoblasti disipacije u okviru turbulentne

oblasti. S obzirom na to da je d=12/, $to predstavlja prelaz izmedu oblasti disipacije i
inercijalne oblasti, moze se primeniti sledeca jednacina (264):
T = 2,46 p ((¢) d)?/3

na osnovu koje se dobija vrednost smicajnog napona od 10,46 Pa.

Poredenjem vrednosti tangencijalnih napona izracunatih u dva ispitivana reaktorska
sistema uocava se da je u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem, u kome je ostvaren
laminarni rezim proticanja, delovanje smicajnih sila za 2-3 reda velicine manje nego u
Sarznom bioreaktoru, u kome je rezim strujanja bio turbulentan. Ove vrednosti ¢e biti
uzete u obzir pri ispitivanju uticaja napona smicanja na inaktivaciju enzima pri njegovom

koris¢enju u konsekutivnim reakcionim ciklusima.
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4.6.4. Poredenje operativne stabilnosti imobilisane lipaze u bioreaktoru sa
fluidizovanim slojem i sarznom bioreaktoru

Operativna stabilnost imobilisanog biokatalizatora je ispitana njegovom upotrebom u

konsekutivnim reakcionim ciklusima u oba reaktorska sistema. U reaktoru sa fluidizovanim

slojem, ispitivanje je vrseno pri protoku 4,2 mL min™, koncentraciji imobilisanog enzima 5

mg ml.", koncentraciji vitamina C od 50 mM i molskom odnosu supstrata od 1:8, a u

sarznom bioreaktoru su primenjeni uslovi definisani u poglavlju 4.3.4. Odgovarajuci

relativni prinosi su prikazani na slici 4.51.
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Slika 4.51. Operativna stabilnost CAL B imobilisane na Purolite® MN102 u $arznom bioreaktoru i

bioreaktoru sa fluidizovanim slojem.

Moze se uociti da aktivnost imobilisane lipaze ve¢om brzinom pada u proto¢nom sistemu
u kome nakon prvih 6 upotreba enzim zadrzava 80 % svoje kataliticke aktivnosti, dok
njegova relativna aktivnost posle 10 reakcionih ciklusa pada na 55,5 % pocetne. Sa druge
strane, nakon 10 uzastopnih ciklusa upotrebe, aktivnost lipaze u $arznom sistemu opada za
svega 25 %. Ispitivanjem prisustva proteina u reakcionoj smesi nakon svake od upotreba
biokatalizatora utvrdeno je da je sadrzaj proteina jednak nuli, pa se pad aktivhosti ne moze
pripisati desorpciji lipaze, ve¢ se mora uzeti u obzir potencijalno inaktivirajuce delovanje
smicajnih sila. Medutim, brzina kojom lipaza gubi aktivnost u bioreaktoru sa fluidizovanim
slojem je veca, iako je ustanovljeno da je u ovom sistemu manji intenzitet tangencijalnih
sila, pa se gubitak aktivhosti ne moze pripisati njihovom delovanju. Sa druge strane,

moguce je da se pod laminarnim uslovima proticanja fluida hidrofobne komponente
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reakcione smese (narocito masna kiselina) adsorbuju na izrazito hidrofobnu povrsinu
nosaca, a da ih standardnom procedurom ispiranja koja je primenjivana nije moguce isprati
sa nosaca, tako da iz ciklusa u ciklus molekuli imobilisanog enzima postaju sve manje
dostupni za vezivanje drugog supstrata (vitamina C) i samim tim neaktivni. Za razliku od
ovog sistema, u $arznom bioreaktoru je rezim strujanja fluida bio takav da je ostvarena
razvijena turbulencija pa se moze pretpostaviti da pod takvim uslovima nije moguce tako
intenzivno sakupljanje hidrofobnih molekula na povrsini nosaca, ve¢ oni ostaju u smesi
fluida i ne onemogucavaju pristup molekulima drugog supstrata aktivnim centrima

imobilisane lipaze.
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4.7. Enzimska sinteza askorbil-estara primenom polinezasicenih masnih

kiselina i masti i ulja kao acil-donora

U prethodnom delu disertacije pokazano je da se L-askorbil-estri zasi¢enih karboksilnih
kiselina, kao i mononezasic¢ene oleinske kiseline mogu uspesno sintetisati primenom CAL
B kao katalizatora. Ve¢ je obrazloZeno da se primenom razlicitih donora acil-ostatka mogu
dobiti proizvodi odredenih karakteristika (lipofilnosti, antioksidativnog dejstva i nutritivne
vrednosti), pa su dalji eksperimenti bili usmereni na testiranje drugih atraktivnih donora

acil-ostatka — polinezasic¢ene linolne kiseline i prirodnih sirovina (ulja i masti).

4.7.1. Enzimska sinteza askorbil-linolata

Prvo je ispitana mogucnost sinteze I-askorbil-linolata u reakciji esterifikacije vitamina C i
linolne kiseline. Linolna kiselina je €2-6 masna kiselina sa dve ¢s dvostruke veze 1 ona je
esencijalna masna kiselina u ljudskoj ishrani, ali je, kao i ostale PMK, veoma podlozna
autooksidativnim procesima pa je njeno prevodenje u stabilnije oblike od velikog znacaja.
Poznato je da poseduje antiinflamatorno dejstvo i da sprecava transepidermalni gubitak
vlage sto je ¢ini veoma atraktivnom za upotrebu u topikalnim formulacijama, pa je Cest

sastojak kozmetickih proizvoda.
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Slika 4.52. Uticaj molskog odnosa supstrata na stepen konverzije u reakciji esterifikacije vitamina C
linolnom kiselinom. Reakcije su izvodene u toku 72 h u acetonu na 60 °C, pri koncentraciji

vitamina C 0,15 M, 5 g L-! lipaze i pti poc¢etnom sadtzaju vode od 0,07 %(v/v).
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Slika 4.53. Uticaj koncentracije vitamina C na (a) stepen konverzije i (b) koncentraciju proizvoda u
sintezi askorbil-linolata. Reakcije su izvodene u toku 72 h u acetonu na 60 °C, pri molskom odnosu

supstrata 1:4, 5 g L! lipaze i pti pocetnom sadtzaju vode od 0,07 %(v/v).

Rezultati detaljne optimizacije uslova enzimske sinteze askorbil-oleata posluzili su kao
osnov za ispitivanje uticaja nekoliko klju¢nih faktora na esterifikaciju vitamina C linolnom
kiselinom. Ve¢ je utvrdeno da se visoki prinosi askorbil-estara postizu kada je acil-donor
prisutan u reakcionoj smesi u visku, pa je ovaj parametar variran u opsegu 1:1-1:10, a
rezultati su predstavljeni na slici 4.52. Kao $to se moze primetiti, pri koncentraciji vitamina
C od 0,15 M, maksimalni stepen konverzije se postize pri molskom odnosu supstrata od
1:4. Kada se ovaj rezultat uporedi sa optimumom za sintezu askorbil-oleata, uocava se da
su za biosintezu askorbil-linolata pogodne manje koncentracije acil-donora. Ova razlika se
moze pripisati niskoj cistoci koris¢ene linolne kiseline (60 %) i ¢injenici da su u reakcionu
smesu pri visokim molskim odnosima dodavane i velike koli¢ine drugih hidrofobnih
necistoca. Kada je pri odabranom molskom odnosu (1:4) varirana koncentracija vitamina
C, utvrdeno je da postoji slican trend kao kod sinteze askorbil-oleata (slika 4.53.). Pri nizim
koncentracijama askorbinske kiseline su ostvareni maksimalni stepeni konverzije, dok su
najvise koncentracije proizvoda sintetisane pri visim pocetnim koncentracijama vitamina
C. Dalje je ispitan uticaj koli¢ine enzima na ostvareni stepen konverzije 1 specificni prinos
estra. Koncentracija biokatalizatora je varirana u opsegu 3-7 g L., a rezultati su prikazani
na slici 4.54. Uocava se da pocetne brzine rakcije 1 prinosi koji su ostvareni u toku 72 h
rastu sa porastom koli¢ine lipaze. Sa druge strane, maksimalni specificni prinos od 9,7

mmol estra po gramu enzima postignut je pri najnizoj koncentraciji enzima.
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Slika 4.54. Uticaj koncentracije enzima na (a) stepen konverzije i (b) specificni prinos estra u sintezi
askorbil-linolata. Reakcije su izvodene u toku 72 h u acetonu na 60 °C, pti koncentraciji vitamina C

0,15 M, molskom odnosu supstrata 1:4 i poc¢etnom sadrzaju vode od 0,07 %o(v/v).

L-askorbil-linolat sintetisan pod optimalnim uslovima (0,15 M vitamina C, molski odnos
1:4 13 g L' enzima) je odvojen semipreparativnom RP-HPLC, a zatim je ¢ista supstanca
podvrgnuta spektralnim analizama 1 testiranju antioksidativnog dejstva. Odreden je sledeci
NMR spektar jedinjenja: 'H NMR (200MHz, CDCL,) & 4,79 (H-4, 1H), & 4,35 (H-5, 1H), &
4,23 (H-6, 2H), 8 5,34 (H-9', H-10', H-12"i H-13', 4H), 8 2,77 (H-11', 2H), § 2,35 (H-2,
2H), 8 2,03 (H-8'i H-14', 4H), 8 1,61 (H-17', 2H), 6 1,3 (H-3'-H-7', H-15"i H-16', 14H), &
0,89 (H-18', 3H). Potvrdeno je i prisustvo karakteristicnih funkcionalnih grupa: C> NMR
(50 MHz, CDCl,) - CO-O (estarska) 172,73 ppm; CO (karbonilna) 174,21 ppm; enolni C
153,6 ppm i 118,53 ppm; CH=CH 130,22 ppm 1 127,87 ppm. Time je potvrdeno da je
izolovana supstanca 6-O-askorbil-linolat. Primenom DPPH metode je na isti nacin kao i za
ostala ispitivana jedinjenja odreden kapacitet askorbil-linolata za vezivanje slobodnih
radikala. Utvrdeno je da IC,, vrednost iznosi 1,033 uM, ¢ime je pokazano da askorbil-
linolat ima jacu antioksidativnu aktivnost od vitamina C, ali i da se sa povecanjem broja
dvostrukih veza iznad jedne u nizu masnih kiselina sa 18 C atoma trend rasta kapaciteta za
vezivanje DPPH-radikala koji je uocen i opisan u poglavlju 4.2.3. 1 dalje uocava. Na ovaj
nacin je ustanovljeno da je L-askorbil-linolat molekul sa velikim potencijalom za primenu u
razlicitim prozvodima (prehrambenim, kozmetickim i farmaceutskim), ali da je cena
njegove proizvodnje primenom sintetske linolne kiseline (¢ak i tehnicke cistoce) veoma
visoka. S obzirom na to, sledeci korak je bilo testiranje alternativnih acil-donora (ulja 1

masti) bogatih ovom, ali 1 drugim znacajnim masnim kiselinama, kako bi se utvrdila
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mogucnost dobijanja proizvoda slicnih karakteristika uz znacajno umanjenje troskova

proizvodnje.

4.7.2. Enzimska sinteza smeSe L-askorbil-estara masnih kiselina u reakciji
transesterifikacije sa uljima 1 mastima kao donorima acil-ostatka
U prethodnim poglavljima ove disertacije je optimizovana sinteza estara vitamina C
pomocu najfrekventnije koris¢enog komercijalnog imobilisanog preparata na primeru
sinteze askorbil-oleata, zatim je dodatni korak u razvoju ekonomicnijeg enzimskog procesa
ucinjen primenom novog, znacajno jeftinijeg 1 podjednako efikasnog, enzimskog preparata
u Sarznom i kontinualnom sistemu. U ovoj finalnoj fazi istrazivanja optimizovana je
sinteza smese estara vitamina C transesterifikacijom iz masti i ulja, posto se primenom
prirodnih lipida kao znacajno jeftinijth supstrata dodatno povecava ekonomicnost
enzimskog procesa. Poslednjih godina je nekoliko autora ukazalo na prednosti koriséenja
ulja 1 masti kao donora acil-ostatka u reakcijama sinteze L-askorbil-estara masnih kiselina
medu kojima su najznacajnije njithova niska cena 1 $iroka rasprostranjenost (39, 48, 50, 120,
129, 137, 150). Takode se moze ocekivati da smesa estara pokazuje neke nove
karakteristike, kao §to su pojacano antioksidativno, antimikrobno ili emulgujuce dejstvo.
Pored toga, takve proizvode je nakon separacije biokatalizatora i uparavanja rastvaraca
moguce koristiti bez daljeg preciS¢avanja, i to u kozmetickim preparatima, kao
prehrambene proizvode sa poboljsanom nutritivhom vrednoséu i stabilnos¢u ili kao
dodatak stocnoj hrani. Nadalje, u poglavlju 4.2.3. ove disertacije je utvrdeno da svi
ispitivani askorbil-estri masnih kiselina pokazuju visoku antioksidativnu aktivnost, $to ¢ini
ideju primene smese estara dobijene u reakciji sa prirodnim jeftinim lipidnim supstratom
vtlo atraktivhom. Iz tog razloga je finalni deo ove disertacije bio usmeren upravo na
ispitivanje potencijala koris¢enja nekoliko ulja i masti kao sirovina u cilju transesterifikacije
sa vitaminom C. Kao kiselinski supstrati koris¢ena su sledeca ulja i masti veoma razli¢itog

masnokiselinskog sastava: kokosovo ulje, suncokretovo ulje, laneno ulje i svinjska mast.

47.21.  Razvoj HPLC metode za odvajanje smesa askorbil-estara masnih kiselina
nastalih transesterifikacijom sa mastima i uljima

Kada se kao donori acil-ostatka za sintezu askorbil-estara primenjuju ulja ili masti,

postupak hromatografskog odvajanja se mora razlikovati od slucaja kada su acil-donori

ciste kiseline. Pored toga §to se dobija slozena smesa proizvoda sastavljena iz tri i vise
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jedinjenja, reakciona smesa je sastavljena iz molekula izuzetno razlic¢ite polarnosti
(najpolarniji je neproreagovali vitamin C, a najnepolarniji su trigliceridi), pa se pored
metanola, acetonitrila i vode, koji su ve¢ primenjivani kao eluenti, mora koristiti i takav
rastvarac cija ¢e hidrofobnost obezbediti uslove pod kojima se izrazito hidrofobni acil-
donori spiraju sa kolone. Takode je, u cilju odredivanja masnokiselinskog sastava svinjske
masti i kokosovog ulja vrseno prevodenje masnih kiselina iz kojih su trigliceridi sastavljent
u metil-estre koji su nakon toga odvajani hromatografski i na osnovu standarda
pojedinacnih metil-estara je utvrden udeo svake od kiselina u acil-donorima. Sastav druga
dva acil-donora (suncokretovog i lanenog wulja) bio je definisan proizvodackom
specifikacijom. U oba slucaja su testirane metode koje su ukljucivale razlicite gradijente u
pocetnoj fazi elucije u kojoj se proizvodi ispiraju sa kolone, kao i primena nizih radnih
protoka. Najbolje razdvajanje metil-estara ostvareno je u 85 % acetonitrilu u vodi u toku
10 minuta nakon cega je sledio gradijent do 100 % izopropanola. Radni protok je bio 0,7
ml. min"', a kolona je termostatirana na 50 °C. Reakcione smese su odvajane izokratski, sa
mobilnom fazom MeOH:H,O = 95:5 % u toku prvih 5 minuta elucije, pri protoku 1 mL
min”, nakon dega je primenjen gradijent do 100 % izopropanola, a kolona je
termostatirana na 40 °C. Tipi¢ni hromatogrami prikazani su na slici 4.55. Masnokiselinski

sastavi korisc¢enih acil-donora predstavljeni su u tabeli 4.16.
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Bskorbil-nclat
athebi-clea
wykcoriil-palmitat

(@)

172



vitaman & askorbil-Enolat

askorbilcleat
aviorhi paimtst
()
vl itkarinkGisn
mkorbd-inciat askorbil-paimitat
©
WY Wk 6 PR e
1 Eoue p——
I- ™ iy s ¥ .- ] i L1 (d)

Slika 4.55. Tipicni hromatogrami reakcionih smesa nakon transesterifikacije vitamina C sa: (a)
lanenim uljem, (b) suncokretovim uljem, (c) svinjskom maséu i (d) kokosovim uljem (vitamin C (1)

i askorbil-estri: (2) -kaprilat, (3) -kaprinat, (4) -laurat, (5) -miristat, (6) -oleat i (7) -palmitat).

Tabela 4.16. Masnokiselinski sastav masti i ulja koristenih ga transesterifikaciju sa vitaminom C.
Masna kiselina, %

Acil-donor C8 [C10 | C12 | C14 | C16 | C18 | C18:1 | C18:2 | C18:3
suncokretovo ulje - - - - 11,9 - 29,8 58,3 -
svinjska mast - - - - 384 | 7,9 | 50,0 3,7 -
kokosovo ulje | 19,0 | 7,8 | 464 | 166 | 52 | - | 50 ; -

laneno ulje o S T1iss | - 1982 13,6 | 547
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4.7.2.2. Optimizacija reakcionih faktora i karakterizacija proizvoda

Kao reakcioni medijumi testirana su dva rastvaraca koja su u prethodnom delu istrazivanja
okarakterisana kao najpogodnije sredine za izvodenje reakcije sinteze L-askorbil-estara,
aceton 1 #butanol. Dobijeni rezultati predstavljeni na slici 4.56. ukazuju na to da se znatno
vidi prinosi ostvaruju u ~butanolu. Ovaj rastvarac je 1 pri koriséenju masnih kiselina kao
donora acil-ostatka omogucavao veéi stepen konverzije limitirajuceg supstrata, ali je razlika
izmedu rezultata ostvarenih u dva rastvaraca bila nesto manja. Potencijalni uzrok moze
lezati u cinjenici da su ulja znatno hidrofobnija od masnih kiselina 1 da je samim tim
mesljivost L-askorbinske kiseline sa njima manja, a takode je i njena rastvorljivost u
acetonu niza nego u #butanolu $to ovaj medijum (sistem ulje/aceton) ¢ini nepogodnim za
sintezu estara vitamina C zbog male raspolozivosti ovog supstrata u rastvorenom obliku.
Aceton se prethodno pokazao kao dobar rastvara¢ u sintezi smeSe estara vitamina C
koris¢enjem palminog i sojinog ulja kao sirovina, medutim u tom slucaju je najpre vrseno
prevodenje masnokiselinskih ostataka u metil-estre koji su nakon toga koris¢eni u
transesterifikaciji sa L-askorbinskom kiselinom (137). Sa druge strane, kada je svinjska mast
koris¢ena kao supstrat u sintezi L-askorbil-estara u reaktoru sa pakovanim slojem, kao
rastvarac je koriS¢en #amil alkohol (150). Isti rastvara¢ primenjen je i u studiji u kojoj je
kao acil-donor koriséeno maslinovo ulje (129).

I t-butanol
120 + I aceton

o
=]
1

Prinos smese estara, mM
3 3 3
1 1 1

]
o
1

0
kokosovo ulje svinjska mast
suncokretovo ulje laneno ulje

Slika 4.56. Uticaj rastvaraca na ukupan prinos smese askorbil-estara nastale transesterifikacijom sa
kokosovim uljem, suncokretovim uljem, svinjskom mas¢u i lanenim uljem. Reakcije su izvodene na

60 °C, sa 0,135 M vitamina C, pti molskom odnosu supstrata 1:3 1 sa 1 %(w/v) enzima.
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Slika 4.57. Uticaj temperature na brzinu transesterifikacije vitamina C sa uljima i ukupan prinos

estara. Reakcije su izvodene u #butanolu, sa 0,135 M vitamina C, pri molskom odnosu supstrata

1:3isa1 %(w/v) enzima.
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Slika 4.58. Prinos pojedina¢nih estara u transesterifikaciji vitamina C i kokosovog ulja na 60 °C (a) i

70 °C (b). Reakcije su izvodene u #butanolu, sa 0,135 M vitamina C, pri molskom odnosu

supstrata 1:31sa 1 %(w/v) enzima.

S obzirom na to da su preliminarni razultati ostvareni pri prethodno optimizovanoj

temperaturi (60 °C) za reakciju u acetonu bili zadovoljavajudi, ali da je koris¢enjem #

butanola omogucen rad i na visim temperaturama (do ~70 °C), dalji rad na povecanju

brzine reakcije bio je usmeren u tom pravcu. Na slici 4.57. je dat uporedni prikaz

reakcionih tokova na dve temperature — 60 1 70 °C iz koga se jasno vidi da se na obe

temperature za sve testirane acil-donore u toku 91 h ostvaruje ista ili slicna ravnotezna

konverzija, medutim odgovarajuce vrednosti se na vi§oj temperaturi postizu znatno brze,
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ve¢ nakon jednog dana. Iz tog razloga se moze zakljuciti da je u cilju ostvarivanja vece
produktivnosti procesa pozeljno reakciju izvoditi na 70 °C. Pored ukupnog prinosa smese
estara, reakcija se moze pratiti i preko koncentracije pojedinacnih estara. Sa grafika 4.58.-
4.61. se vidi da se udeo pojedinacnih estara u smesi ne menja sa promenom temperature.
Takode, iz prikazanih profila moze se utvrditi tacan sastav finalnog proizvoda u svakom

trenutku reakcije $to dalje ukazuje na njegovu komercijalnu vrednost i potencijalno polje

primene.
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Slika 4.59. Prinos pojedinac¢nih estara u transesterifikaciji vitamina C i suncokretovog ulja na 60 °C

(a) 1 70 °C (b). Reakcije su izvodene u #butanolu, sa 0,135 M vitamina C, pri molskom odnosu

supstrata 1:3 1 sa 1 %(w/v) enzima.
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Slika 4.60. Prinos pojedinacnih estara u transesterifikaciji vitamina C i svinjske masti na 60 °C (a) i
70 °C (b). Reakcije su izvodene u #butanolu, sa 0,135 M vitamina C, pri molskom odnosu

supstrata 1:31sa 1 %(w/v) enzima.
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Slika 4.61. Prinos pojedinacnih estara u transesterifikaciji vitamina C i lanenog ulja na 60 °C (a) i 70
°C (b). Reakcije su izvodene u #butanolu, sa 0,135 M vitamina C, molskom odnosu supstrata 1:3 i

sa 1 %(w/v) enzima.

S obzirom na to da su pri visokoj pocetnoj koncentraciji limitirajueg supstrata, kako u
poredenju sa literaturnim podacima, tako i u poredenju sa rezultatima ostvarenim sa
masnim kiselinama u okviru ove studije, ostvarene visoke konverzije, 67-83 %, sto
odgovara prinosu smese estara od 90 do 112 mM, ova vrsta proizvodnje ima veliki
potencijal u dobijanju proizvoda koji moze biti komponenta kozmetickih proizvoda ili
hrane. Cinjenica da se ovi lipidni supstrati ponekad koriste u ovoj vrsti proizvoda
omogucuje i jednostavan i jeftin postupak precis¢avanja proizvoda jer je dovoljno odvojiti
hidrosolubilne supstance (glicerol i neproreagovali vitamin C) ekstrakcijom tecno-tecno, a
zatim dobiti smesu neproreagovalih lipida i dobijenih estara vitamina C uklanjanjem
rastvaraca u vakuum uparivacu. Ovakav proizvod se uklapa u aktuelne trendove organske
kozmetike koji podrazumevaju primenu biljnih ulja umesto sintetskih alifaticnih estara.
Laneno ulje je atraktivno za primenu jer je najzastupljenija masna kiselina u sastavu
njegovih triglicerida linolenska kiselina (C18:3), koja je vtlo skupa pa se transesterifikacijom
ovog ulja izbegava primena skupog supstrata i dobija se proizvod koji sadrzi visoku
koncentraciju njenog askorbil-estra, kao i estara drugih nezasi¢enih kiselina (linolne i
oleinske) (slika 4.61.). Kokosovo ulje se takode cesto primenjuje u formulisanju
kozmetickih proizvoda jer sadrzi pretezno zasi¢ene masne kiseline koje teze podlezu
autooksidaciji pa su takvi proizvodi stabilniji, a sa slike 4.58. se moze videti da se
enzimskom transesterifikacijom ovo ulje moze efikasno transformisati u smesu askorbil-

estara. Takode je dokazano da askorbil-laurat, koji je preovladuju¢a komponenta finalnog
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proizvoda, pored dobrih antioksidativnih poseduje i odlicha emulgujuca i antimikrobna
svojstva. Nadalje, sa slika 4.59. 1 4.60. se moze primetiti da se 1 jeftini supstrati
(suncokretovo ulje i svinjska mast) mogu transformisati u smese sa visokim sadrzajem
askorbil-linolata i askorbil-oleata umesto da se ovi estri sintetiSu iz cistth masnih kiselina
kao polaznih supstrata visoke cene. Dalji eksperimenti su bili usmereni na karakterizaciju

dobijenih proizvoda.

Tabela 4.17. Antioksidativno dejstvo smesa askorbil-estara dobijenib transesterifikacijom sa mastima i uljima.

Acil-donor Sastav smeSe estara, % 1Cs0
(uM)

svinjska mast C18:2/C18:1/C16=15,78/65,82/18,4 0,838
suncokretovo ulje C18:2/C18:1/C16=57,69/37,3/5,01 0,771
kokosovo ulje C8/C10/C12/C14/C18:1/C16=18,25/9,71/39,93/18,15/11,03/2,9 0,739
laneno ulje C18:3/C18:2/C18:1/C16=55,7/13,81/25,23/5,26 0,663

S obzirom na visoke prinose ostvarene u prethodnim eksperimentima, u daljim
isptivanjima su dobijeni proizvodi karakterisani sa aspekta kapaciteta za vezivanje
slobodnih radikala. Antioksidativna aktivnost smesa L-askorbil-estara odredena je na nacin
opisan u odeljku 3.2.8., a dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 4.17. Iako se moze uociti
da razlika izmedu antioksidativne aktivnosti smesa estara dobijenih transesterifikacijom
vitamina C sa testiranim uljima nije velika, narocito u poredenju sa rezultatima ostvarenim
sa Cistim estrima (tabela 4.2.), ANOVA analiza pokazuje da sastav smese estara ipak
pokazuje signifikantan uticaj (p=0,015) na kapacitet za vezivanje DPPH radikala.
Uporednom analizom rezultata iz dve tabele, uocava se da su smeSe estara efikasniji
antioksidansi u odnosu na diste estre, s obzirom na znacajno nize IC,, vrednosti.
Uporedivanjem IC,, vrednosti smese askorbil-estara dobijene iz suncokretovog ulja
(IC4=0,771) 1 svinjske masti (IC,,=0,838) koje sadrze iste estre, samo u drugacijem
odnosu, moze se zakljuciti da antioksidativna aktivnost raste sa povecanjem udela askorbil-
linolata u smesi. Ovaj rezultat se u potpunosti poklapa sa rezultatom dobijenim kada su
analizirani L-askorbil-stearat (IC;,;=3,73 uM), -oleat (IC,=1,48 uM) 1 -linolat (1C;,=1,033
uM), gde je evidentno povecanje kapaciteta za vezivanje slobodnih radikala sa porastom
stepena nezasi¢enosti acil-ostatka. Kada se vrednosti iz tabele 4.17. uporede sa ICj,
vrednostima pojedinacnih estara, takode se moze zakljuciti da sintetisani estri u smesi
pokazuju neku vrstu sinergistickog delovanja. Nesto bolju antioksidativau aktivnost

(IC5,=0,739) pokazala je smesa estara dobijena iz kokosovog ulja. U ovoj smesi
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preovladuju askorbil-estri sa acil-ostacima srednje duzine lanca, za koje je takode ranije
utvrdeno da poseduju veliki kapacitet za vezivanje DPPH-radikala, ali je on i u ovom
slucaju prevazisao prost zbir antioksidativnih dejstava pojedinacnih komponenata smese.
Najjace antioksidativno dejstvo je pokazala smesa askorbil-estara dobijena iz lanenog ulja
(IC,,=0,663) u kojoj vise od 50 % cini askorbil-linolenat koji poseduje tri dvostruke veze,
sto potvrduje cinjenicu da se povecanjem broja dvostrukih veza donora acil-ostatka
povecava antioksidativna aktivnost sintetisanog askorbil-estra. Ovaj rezultat je interesantan
jer ukazuje na mogucénost stabilizacije PMK koje su veoma znacajni sastojci u kozmetickoj
1 farmaceutskoj industriji, ali i izuzetno vazni nutrijenti, pri ¢emu su ne samo
iskombinovane osobine dva znacajna biomolekula (PMK i vitamina C), ve¢ je dobijen

proizvod sa poboljsanim svojstvima u odnosu na polazne komponente.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata eksperimenata izvedenih u okviru ove doktorske disertacije, koji su

izlozeni u prethodnim poglavljima, mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1.

Ispitivanje uticaja organskog rastvaraca u kome se odigrava biosinteza askorbil-
estara na ostvareni rezultat pokazalo je da se reakcija odvija isklju¢ivo u polarnim
medijumima (log P < 1), pri ¢emu je dobra rastvorljivost vitamina C u odabranom
rastvaracu preduslov za visoke konverzije.

Kada se kao donori acil-ostatka u reakciji katalizovanoj lipazom tipa B producenta
C. antarctica koriste karboksilne kiseline, visoki prinosi se ostvaruju sa zasi¢enim
kiselinama kratke 1 srednje duzine lanca i nezasicenim masnim kiselinama dugog
lanca.

Nakon esterifikacije vitamina C karboksilnim kiselinama u polozaju 6, njegov
kapacitet za vezivanje DPPH-radikala se ne umanjuje, ve¢ sintetisani estri
uglavnom imaju poboljsano antioksidativno dejstvo. Askorbil-estri sa kratkim i
srednjim acil-ostatkom, kao i mono- i polinezasi¢enim bo¢nim nizom dugog lanca
su efikasniji “hvataci” slobodnih radikala od askorbil-estara zasi¢enih masnih
kiselina dugog lanca.

Optimizacijom najznacajnijih reakcionih parametara kao $to su temperatura,
koncentracija supstrata, koncentracija enzima i pocetni sadrzaj vode u medijumu
omoguceno je povecanje stepena konverzije limitirajuéeg supstrata i dobijanje
vecih koncentracija proizvoda. Utvrdeno je da pozitivan efekat na ostvarene
rezultate ima izvodenje reakcije na visokoj temperaturi, niska pocetna koncentracija
vode i prisustvo acil-donora u visku.

Statisticko planiranje eksperimenata 1 analiza dobijenih rezultata metodom
odzivnih povrsina omogudili su optimizaciju reakcionih faktora u reakciji sinteze L-
askorbil-oleata sa aspekta tri ispitivana odziva (stepen konverzije limitirajuceg
supstrata, koncentracija proizvoda i specificni prinos estra po masi biokatalizatora).
Takode je ostvaren uvid u medusobne interakcije variranih parametara i njihov
zdruzeni uticaj na odabrane odzive. Narocito znacajan je zakljucak da se velike
koncentracije proizvoda mogu dobiti uz mali utrosak imobilisanog enzima. Na taj
nacin, ostvaren je maksimalni specificni prinos proizvoda od 16,7 mmol askorbil-

oleata po gramu imobilisanog enzima.
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10.

11.

Primena molekulskih sita u cilju uklanjanja viska vode iz reakcione smese, upotreba
biokatalizatora u konsekutivnim reakcionim ciklusima i reaktivacija tretiranjem
fosfatnim puferom omogucavaju dalji porast ostvarenih prinosa i povecanje
ekonomicnosti procesa.

Kinetika sinteze askorbil-oleata katalizovana komercijalnim imobilisanim
preparatom Novozym® 435 se odvija prema ping-pong bi-bi mehanizmu sa
inhibicijom acil-akceptorom (vitaminom C), a uklju¢ivanje uticaja povratne reakcije
hidrolize u finalni model omoguéava dobro poklapanje sa cksperimentalnim
rezultatima i u dugim reakcionim vremenima.

Lipaza B iz C. antarctica imobilisana na nosace razlicite morfologije 1
hidrofobnosti/hidrofilnosti ~ posredstvom  razlicitth ~ funkcionalnih ~ grupa i
mehanizama vezivanja (adsorpcija ili kovalentno vezivanje) pokazuje razlicitu
aktivnost u reakciji sinteze askorbil-oleata. Svi imobilisani preparati su pokazali
odredenu esterifikacionu aktivnost, ali najvece koncentracije proizvoda ostvarene
su sa lipazom imobilisanom na hidrofobnim nosacima.

CAL B imobilisana pod optimalnim uslovima na Purolite® MN102 (hidrofobni
makroporozni nosac¢ sa tercijarnim amino-grupama na bazi stiren-divinilbenzena)
posedovala je sliénu hidroliticku (888,4 p-NPBU g") i esterifikacionu aktivnost kao
Novozym® 435, a predvideni troskovi njenog dobijanja bili su visestruko nizi od
cene komercijalnog preparata.

Kineticka analiza je pokazala da se reakcija katalizovana preparatom CAL B-
Purolite® MN102 odvija u skladu sa ping-pong bi-bi mehanizmom sa ukljué¢enom
inhibicijom acil-donorom. Afinitet lipaze imobilisane na nosac¢ vece hidrofobnosti
u odnosu na komercijalni prema hidrofobnom supstratu (oleinskoj kiselini) je
povecan za oko 40 %, dok je prema hidrofilnom supstratu (vitamin C) smanjen cak
11 puta.

Imobilisani preparat CAL B-Purolite® MN102 je uspesno primenjen u
semikontinualnom sistemu, u bioreaktoru sa fluidizovanim slojem lipaze i
recirkulacijom supstrata. U poredenju sa Sarznim bioreaktorom sa orbitalnim
mesanjem ostvarene su za oko 40 % vece pocetne brzine reakcije, ali je enzim
pokazao manju operativnu stabilnost (55,5 % zadrzane aktivnosti nakon 200 h

upotrebe u odnosu na 75 % zadrzane aktivnosti u Sarznom sistemu).
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12.

13.

14.

Hidrodinamicki proracun je pokazao da ni u jednom od dva ispitivana sistema pod
odabranim radnim uslovima nema otpora spoljasnjem (Da<<1) i unutrasnjem
(0<0,3) prenosu mase, kao i da naponi smicanja kojima su molekuli lipaze na
spoljasnjoj povrsini Cestice izlozeni ne doprinose znacajno brzini inaktivacije pri
upotrebi u konsekutivnim reakcionim ciklusima.

Koris¢enjem jestivih ulja 1 masti kao jeftinth i dostupnih donora acil-ostatka
ostvareni su visoki prinosi proizvoda (do 112 mM ili 83 %) sastavljenih iz smese
askorbil-estara razli¢itog sastava i potencijalnog polja primene.

Smese askorbil-estara dobijene transesterifikacijom sa mastima i uljima pokazale su

vecu antioksidativnu aktivnost od pojedina¢nih estara od kojih su sastavljene.
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