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1. Wstep

iokataliza w Srodowiskach niekonwen-
Bcjonalnych jest jednym z prezniej roz-

wijajacych sie dziatdw biotechnologii (1-4).
Dziat ten posiada zaréwno znaczenie pod-
stawowe jak i aplikacyjne.

Jedng z grup enzymow wykazujgcych
aktywnos¢ w Srodowiskach niewodnych
sg hydrolazy estrow glicerolowych (EC
3.1.1.3), nazywane takze lipazami. W $ro-
dowisku rozpuszczalnikdéw organicznych
enzymy te posiadajg wiasciwos¢ rewersji
reakcji hydrolitycznych w Kierunku syn-
tezy (5-8). Uzycie lipaz w takich reakcjach
posiada wiele zalet, szczegdllnie w poréw-
naniu z tradycyjnymi katalizatorami che-
micznymi. Mozemy do nich zaliczy¢:

— duzg specyficznos¢ dziatania;

— mozliwo$¢ unikniecia niepozada-
nych reakcji ubocznych, jak réwniez ha-
mowania przebiegu reakcji przez substrat
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lub produkt;

— mata, w poréwnaniu z metodami tradycyjnymi, energochtonnos¢ pro-
cesu:

— stosunkowa tatwos¢ odzyskiwania produktu i biokatalizatora z syste-
moéw zawierajgcych faze organiczng;

— mozliwos¢ wielokrotnego stosowania enzymu w procesach periodycz-
nych tub prowadzenia syntezy ciaglej.

Srodowisko reakcji wywiera zdecydowany wptyw na wydajno$é procesu
syntezy. Zrddto i stezenie lipazy, budowa chemiczna rozpuszczalnika organi-
cznego, jego stezenie, zawarto$¢ wody, proporcje molowe substratéw, stezenie
aktywatoréw chemicznych, czas i temperatura procesu decydujg o ostatecz-
nym przebiegu reakcji syntezy (1,2,9,10). Ma to zwiaszcza duze znaczenie
przy prowadzeniu reakcji estiyfikacji dla wysokich wyjsciowych stezen sub-
stratébw. Im ono jest wyzsze tym potencjalnie wieksze bedzie stezenie wydzie-
lonej wody w Srodowisku reakcji. Poniewaz woda zmienia Kierunek reakcji
nalezy tak dobra¢ skiadniki srodowiska aby zapewnié¢, przy mozliwie wysokim
stezeniu wyjsciowym substratéw, ich maksymalne przereagowanie.

Dodatek niektérych substancji chemicznych wykazujacych wiasciwosc
tworzenia wigzan wodorowych moze korzystnie modyfikowa¢ warstwe wody
niezbednej enzymu w srodowisku niewodn3rm, zwiegkszajgc jego aktywnosci
(2,11).

Stwierdzono, ze dietanotoamina (DEtA) wykazuje, w zaleznosci od stezenia,
dziatanie aktywujace tub inhibujace lipaze Mucorjavanicus w srodowisku ete-
ru naftowego (I0). Optymalizacja wszystkich wspomnianych czynnikéw sro-
dowiska reakcji jest mozliwa, lecz praktycznie ze wzgledéw technicznych nie-
wykonalna w laboratorium. Nie wszystkie z nich wywierajg réwnie znaczacy
wpltyw na proces syntezy. Niektére mozna po wykonaniu badan wstepnych
przyja¢ z duzym prawdopodobienstwem jako state, co urealni wykonanie pel-
nego eksperymantu optymalizacyjnego w laboratorium.

2. Materiaty i metody

2.1 Otrzymywanie lipazy

Preparat lipazy Mucor Javanicus T45 w postaci odwodnionego mycelium
otrzymywano zgodnie z patentem (12).

2.2. Optymalizacja procesu syntezy estrow za pomocg metody gradientowej

Enzymatyczng synteze estrow w $rodowisku eteru naftowego optymalizo-
wano za pomoca metody gradientowej (13,14). Badania prowadzono dla mo-
delowej syntezy oleinianu butylu. Jako state parametry procesu przyjeto: tern-
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perature — 37°C, czas reakcji — 20 godzin, objetos¢ rozpuszczalnika —
5 cm” i obroty wytrzasarki, na ktérej umieszezono naezynia reakcyjne
275 min k

Optymalizowanymi, zmiennymi parametrami byty:

Xi — masa kwasu oleinowego (9);

X2 — masa 1-butanolu (g);

X3 — masa lipazy MucorJavanicus T45 (mg);
X4 — masa aktywatora (dietanoloamina) (mg).

Szukano za pomocg metody gradientowej maksimum funkcji czterech
zmiennych;

Y = a™Xj-i- a2X2 + agXg + adX4 + ag

Dla dobrego przeprowadzenia eksperymentu konieezne bylo wyznaczenie
skoku zmiennej, tak aby nie byt zbyt duzy (mogtoby to ,,przeskoczy¢” maksi-
mum), ani zbyt maty (gdyz moze to doprowadzi¢ do zwiekszenia liczby wy-
konywanych eksperymentow).

W pierwszym doswiadczeniu przyjeto skok rowny 5%. Dla pozostatych ba-
dan dokonano wyboru skoku zmiennej po wykonaniu ! serii préb i wyzna-
czeniu przyblizenia gradientu funkcji w pierwszym punkcie. Ustalono wyko-
nanie eksperymentu petnego ezyli ticzba prob wynosita 2 = 16 , n — liezba
zmiennych réwna 4. Wartosci zmiennych Xi, X2, X3, X4 dia kazdej proébki
z uwzglednieniem skoku zmiennej wyliczano na podstawie planu ekspery-
mentu przedstawionego w tab. 1

Tabela 1

Plan eksperymentu optymalizujacego

Nr proby Xi Xz Xa Xa
1 + + +
2 + + -
3 + + - +
4 + + - -
5 + - + +
6 + - -
7 + - - +
8 + - - -
9 - + +

10 - + + -
11 - + - +
12 - + - -
13 - - +
14 - - -
15 - - - ¥
16 - - - -
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Znaki wskazujg kierunek zmian zmiennyeh wokét punktu Srodka pier-
wszego strzatu. Trzeba te zmiany odpowiednio doda¢ lub odjaé od wspoétrzed-
nych $rodka, azeby otrzymac¢ konkretna liczbe zmiennych w kazdym z do-
Swiadczen. Na podstawie danych zawartych w tab. 1 wykonano plan ekspe-
rymentu z uwzglednieniem 16 prob. Na jego podstawie wyznaczono masy
reagentow do sporzadzenia nawazek zmiennych parametréw w poszczegdlnych
doswiadczeniach.

Reakcje syntezy estrow prowadzono w $rodowisku eteru naftowego. Po
reakcji pobierano probke w ilosci 0,8 cm” i miareczkowano 0,05 M alkoho-
lowym roztworem NaOH do pH = 10. Na podstawie zuzytego tugu potrzebnego
na odmiareczkowanie nie przereagowanego w reakcji kwasu tluszczowego
okreslono liczbe mmoli estru i procent estiyfikacji (stopien przereagowania
kwasu). W eksperymencie korncowym procent estryfikacji wyrazano takze sto-
pniem przereagowania alkoholu.

Po uzyskaniu wynikéw z eksperymentu wyznaczono wektor gradientu A,
stosujgc do obliczen metode opartg na regule najmniejszych kwadratéw. Do
tego celu wykorzystano program komputerowy ,,Baza Danych Estry” powstaty
w Instytucie Biochemii Technicznej. Za pomoca tego programu wyznaczano
réwniez punkt nastepnego ,,strzatu” i wartosci zmiennych Xi - X4 dla kazdego
nastepnego eksperymentu.

3.Wyniki i dyskusja

w badaniach wstepnych, prowadzac estryfikacje wyzszych kwaséw ttusz-
czowych pierwszorzedowymi alkoholami alifatycznymi, katalizowang przez li-
paze MucorJavanicus stwierdzono, ze dla wyzszych stezen wyjsciowych sub-
stratow (stezenie catkowite w mieszaninie reakcyjnej 50%) nie mozna uzyskac
Wyzszego stopnia przereagowania niz 75%, co eliminowato praktyczne wyko-
rzystanie tej lipazy.

Z tego powodu podjeto probe optymalizacji warunkéw syntezy estrow z za-
stosowaniem DEtA jako modyfikatora warstwy wody niezbednej lipazy Mucor
Javanicus.

W procesie optymalizacji przyjeto 3 kryteria oceny eksperymentu:

Yi — stopien przereagowania liczony wzgledem kwasu (%);
Y2 — liczba mmoli estr*u otrzymanego w reakcji syntezy;
Y3 — iloczyn obu tych wielkosSci podzielony przez 100.

Kryterium Y3 bylo miarg produktywnosci procesu, dlatego ten parametr
stanowit gtébwng podstawe oceny syntezy estru.

Dane z programu komputerowego ,,Baza Danych Estry”, opisujgce pierwszy
i siodmy eksperyment optymalizacyjny zamieszczono w tab. 2 i 3.
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Tabela 2
Pierwszy eksperyment optymalizacyjny

Optymalizacja 1 SYNTEZA ESTROW

reagenty wartosé dx nawazka Dx
1) kwas oleinowy 2,2458 0,0000 2,2458 0,1000
2) 1-butanol 0,5991 0,0000 0,5991 0,0500
3) lipaza Mucor jauanicus 120,000 0,0000 120,500 8,0000
4) dietanoloamina 0,0633 0,0000 0,0633 0,0050
E(yl) = 82,0997 E(y2) = 6,5266 E(y3) = 5,3635
AO= 95,8890 1,4620 2,1506
Al= -16,9577 1,5076 0,1738
E(y) A2= 64,6063 5,0014 8,2305
A3= -0,1175 -0,0094 -0,0154
Ad= -3,9688 -2,9787 -3,9889
Nastepny ,,strzat’
1) 0,5500 g 2,3966 g 2,2632 g
2) 3,8294 g 0,8492 ¢ 1,0106 g
3) 119,5597 mg 120,4250 mg 120,3768 mg
4) 0,0435 mg 0,0484 mg 0,0434 mg
E(y) — wspoétczynniki réwnania dla poszczegélnych kryteriow oceny.
Tabeij\ 3

Siédmy eksperyment optymalizacyjny

Optymalizacja ! SYNTEZA ESTROW

reagenty wartosc dx nawazka Dx
1) kwas oleinowy 3,0241 0,0250 3,0237 0,0250
2) 1-butanol 1,0312 0,0150 1,0302 0,0150
3) lipaza Mucor Jauanicus 120,000  8,0000 120,000 8,0000
4) dietanoloamina 0,0136 0,0015 0,0137 0,0001
E(yl) = 90,7334 E(y2) = 9,7025 E(y3) = 8,8062
A0= 94,3560 0,2988 0,4856
Al= -0,7031 3,1444 2,8233
EY) A2= -15,2039 -1,5738 -2,8762
A3= 0,0562 0,0061 0,0111
Ad4= 539,5732 57,2375 103,3170
Nastepny ,,strzat’
1) 3,0065 g 3,1027 g 3,0947 g
2) 0,8031 g 1,0076 ¢ 0,9881 ¢
3) 120,4498 mg 120,0487 mg 120,0884 mg
4) 0,0672 mg 0,0193 mg 0,0239 mg
E(y) — wspotczynniki réwnania dla poszczegélnych kryteriéw oceny.
biotechnologia 2 (29) '95
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W trakcie przeprowadzania procesu optymalizacji zaobserwowano zmniej-
szanie sie wartosci gradientow optymalizowanych skiadnikéw dla kolejnych
petnych eksperymentéw. Swiadczyto to o zblizaniu sie do punktu optymal-
nego.

Po wykonaniu siddmego petnego doswiadczenia wartosci gradientow byty
niewielkie, stad podjeto decyzje o przeprowadzeniu eksperymentu korncowego
w tym punkcie.

Tabela 4
KOISICOWE WYNIK] EKSPERYMENTOW SKEADOWYCH

Nr Wartosci zmiennych w punkcie centralnym Wyniki wedtug kryterium

ekspe- i

rymfmu Xi X Xa Xa (;') (mTTfol) Y3=YixY2
1 2,246 0,599 120,0 0,0633 82,10 6,27 5,364
2 2,262 1,009 120,0 0,0432 89,86 7,194 6,475
3 2,441 0,920 120,0 0,0306 92,07 7,948 7,320
4 2,599 0,843 120,0 0,0206 94,45 8,682 8,200
5 2,833 0,882 120,0 0,0259 92,94 9,313 8,660
6 3,024 1,030 120,0 0,0137 90,73 9,703 8,806
7 3,095 0,998 120,0 0,0239 93,27 10,210 9,523
Xj — nawazka kwasu oleinowego (g); X2 — nawazka i-butanolu (g); Xs — nawazka lipazy

Mucor JavaniciLS T45 (mg); X« — nawazka DEtA (dietanoloaminy) (g).

Skok zmiennych w punkcie centralnym:

AX] — 0,05 dla eksperymentéw 1-3 i 0,025 dla doswiadczen 4-7; AX=- 0,05 dla ekspery-
mentéw 1-2, 0,025 dla doswiadczen 3, 0,0125 dla eksperymentéw 4 i 0,05 dla badan 5-7; AX3
— 8,0 dla eksperymentéw 1-7; AX4 — 0,0025 dla doswiadczen 1-2, 0,005 dla préb 3, 0,0005
dla eksperymentéw 4, 0,0015 dla badan 5-7.

Na podstawie otrzymanych wynikéw (tab. 4) stwierdzono znaczny wzrost
stopnia przereagowania liczonego wzgledem kwasu: z 82,1% na poczatku pro-
cesu do 93,27%. W ocenie catego procesu optymalizacji duza uwage skiero-
wano ha zmiane kryterium produktywnosci (Y3). Zaobserwowano do$¢ zna-
czny wzrost tej wartosci z 5,364 do 9,523. Na tej podstawie stwierdzono, ze
proces optymalizacji zostat przeprowadzony w odpowiednim kierunku, umo-
zliwiajac okreslenie warunkow reakcji syntezy estrow w poblizu punktu op-
tymalnego.

W trakcie przeprowadzania eksperymentoéw okazato sie, ze na wydajnosc
reakcji estryfikacji miaty wptyw zmienne Xi, X2 i X4 czyli masa kwasu, al-
koholu i aktywatora, natomiast wartos¢ X3 (masa mg lipazy) w kazdym eks-
perymencie jest bardzo zblizona i wynosita ok. 120 mg w prébie. Tak nikty
wplyw nawazki enzymu na wydajnos¢ estryfikacji sugemje skrécenie czasu
reakcji lub zmniejszenie nawazki lipazy. Trzeba jednak zasygnalizowa¢ ogrom-
ng role aktywatora (dietanolaminy), ktéry dodany w niewielkiej ilosci znacznie
zwiekszat efekt}rwnos¢ procesu. Wydajnos¢ reakcji enzymatycznej estryfikacji
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bez dodatku akt}rwatora nie przekroczyta 75%. Dodatek dietanolaminy umo-
zliwial prowadzenie procesu z wydajnoscig ponad 90%.

Z praktycznego punktu widzenia bardzo wazna jest nie tylko wydajnos¢
estryfikacji, lecz takze stezenie wyjsciowe substratow. Poréwnujac pierwszy
i siodmy eksperyment, sumaryczne wyjsciowe stezenie kwasu i alkoholu
wzrosto o ok. 70%, a wydajnos¢ estru, dla tej samej ilosci lipazy, wzrosta
0 64%. Prowadzenie procesu estryfikacji przy stezeniu wyjsciowym substra-
tow ponad 50% z wydajnoscig 90-95%, rokuje praktyczne wykorzystanie tej
metody S3mtezy estrow.

Po wykonaniu siédmego eksperymentu okreslono na podstawie danych
wyjsciowych (tab. 4) ostateczne parametry syntezy oleinianu butylu. Parame-
try te byly punktem wyjscia do syntezy estrow kwasu oleinowego i alkoholi,
innych niz 1-butanol. W niektorych przypadkach stosowano inne proporcje
molowe kwasu do alkoholu. Rezultaty okreslajace stopien przereagowania
substratéw liczony wzgledem kwasu oleinowego i alkoholu podano w tab. 5.

Tabela 5
Preparatywne syntezy estréw kwasu oleinowego

Przereagowanie
()

() (mmol) (@ (mmol) (9) (mmol)  (mmol) kwas  alkohol
| 31,633 111,88 4,345 13560 32,906 416,53 66,39 59,34 48,96
1 38,046 134,56 6,191 134,38 26,676 337,67 123,17 91,54 91,66
11 31,880 112,75 9,917 133,80 31,082 393,44 105,40 93,48 78,78
\Y 31,846 112,63 12,610 170,13 32,517 411,61 103,72 92,09 60,96
\Y 32,826 116,10 13,605 133,16 32,677 413,63 105,17 90,58 78,98

tVp Kwas Alkohol Eter naftowy Ester
alkoholu

Vi 31,756 112,31 48,372 416,25 33,140 418,23 105,55 93,97 25,36
\l 31,668 112,00 23,071 134,03 32,965 417,28 105,45 94,15 78,67
VI 31,787 112,42 14,419 133,51 32,500 411,39 95,12 84,61 71,25

1X 32,109 113,56 18,547 134,23 33,147 419,58 93,66 82,48 69,78
X 31,644 111,85 33,420 123,46 33,238 420,73 106,12 94,99 85,96

Xl 31,705 112,35 28,456 10595 42,981 544,06 10542 94,01 99,48
Stosowane alkohole: | — metanol, Il — etanol, Il — 1-butanol, IV — 2-butanol, V — 1-
haksanol, VI — 1-heptanol, VIl — 1-undekanol, VIII — benzylowy, IX — 4-metoksybenzylo-

wy, X — stearylowy, XI — oleinowy.
Warunki reakcji: alkohol, kwas i eter naftowy, 1,2 g lipazy Mucor Javanicus, 0,239 g die-
tanoloaminy, czas 20 godz., temp. 37°C, mieszanie 275 min k

W przypadku alkoholi bardziej lotnych od kwasu oleinowego stopien prze-
reagowania liczony wzgledem alkoholu ma mniejsze znaczenie. Jego nie prze-
reagowany nadmiar mozna po skonczonej reakcji oddestylowac¢ z rozpuszczal-
nikiem i zawréci¢ do nastepnej syntezy. W przypadku syntez woskéw jest
rownie wazny stopien przereagowania kwasu, jak i alkoholu, ktére powinny
by¢ zblizone do 100%.

biotechnologia 2 (29) '95



80 Tadeusz Antczak, Edward Galas

W przeprowadzonych prdébach preparatywnych syntezy estrow kwasu olei-
nowego po optymalizacji wykazano, ze lipaza Mucorjavanicus T45 aktywowa-
na DEtA w $rodowisku eteru naftowego katalizowata synteze estréw alkoholi
alifatycznych C2-C18 z wydajnoscia 90-95%. Dowodzi to, ze badana lipaza
wykazuje zblizone powinowactwo do alkoholi alifatycznych o tej dtugosci tan-
cucha weglowego.

Estry alkoholu benzylowego i 4-metoksybenzylowego powstawaty z wydaj-
noscig ok. 84%, oleinian metytu z wydajnoscig ok. 60%. W tych przypadkach
nalezatoby przeprowadzi¢ odrebne eksperymenty optimalizacyjne.

Metode otrzymywania estréow wyzszych kwasoéw ttuszczowych z zastosowa-
niem tipazy Mucor opatentowano (14,15,16).

4. Podsumowanie

Przeprowadzenie optymalizacji syntezy estrOw za pomocg metody gradien-
towej pozwolito na okreslenie optymalnych warunkéw tej reakcji. Dla stezenia
wyjsciowego substratéw w srodowisku reakcji 57-66% uzyskano stopien kon-
wersji kwasu tluszczowego w granicach 90-95%. Przeniesienie zoptymalizo-
wanych warunkow syntezy oleinianu butylu na oleiniany innych alkoholi ali-
fatycznych umozliwito opracowanie prostych w wykonaniu metod syntezy ca-
fej gamy estrow kwasu oleinowego i alkoholi alifatycznych C2-Ci8:
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An optimization of esters synthesis catalysed
be Mucor javonicus T45 lipase in non-water media

Summary

An optimization of enzymatic synthesis of esters in nonwater environment was performed
by means of a gradient method. The studies were aimed at obtaining a model synthesis of buthyl
oleate catalyzed by MucorJavanicus T45 lipase.

The optimized, ehanged parameters were as follows: substrates mass, lipase mass and che-
mical activator mass (diethanoloamine) which profitably modified the essential water layer of the
lipase. For the initial concentration of the substrates equal to 57-67%b, in the reaction environ-
ment the obtained yield of conversion of oleic acid was in the range of 90-95%.

A transfer of optimized conditions of buthyl oleate synthesis onto oleates of the other aliphatic
alcohols, enabled elaboration of simple in performance methods of synthesis of a broad variety
of esters of oleic acid and aliphatic alcohols (C2-Ci8)-

Key words:
fungal lipase, synthesis of esters, optimization, gradient method, organie solvents, chemical
modification, essential water layer.
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