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SANTRUMPUY SARASAS

ANL — Aspergilus niger lipazé

BMBK — Vilniaus universiteto

Biochemijos ir molekulinés biologijos

katedra

CALB - Candida antarctica lipazé B
CRL - Candida rugosa lipazé

DAG - diacilglicerolis (digliceridas)
DO — dioleilglicerolis (dioleinas)
KT — kiauliy taukai

LSA — liny sémeny aliejus

MAG — monoacilglicerolis
(monogliceridas)

MeO — metiloleatas

MO — monooleilglicerolis

(monooleinas)

PFL — Pseudomonas fluorescens
lipazé

RA —rapsy aliejus

RAL — Rhizopus arrhizus lipazé
RML — Rhizomucor miehei lipazé
RNL — Rhizopus niveus lipazé
RR — riebaly rtgstis (-ys)

TAG - triacilglicerolis (trigliceridas)
TK — trikaprilinas
(gliceriltrioktanoatas)

TLL — Thermomyces lanuginosus
lipazé

TO — trioleilglicerolis (trioleinas)

Lygiagreciai vartojami terminai

1(3)-monooleinas — 1-monooleinas
1,2(2,3)-dioleinas — 1,2-dioleinas
Acilgrupés migracija — acilmigracija
Alkoholizé — peresterinimas
Amberlite IR 120 (H) - ragstinis
Amberlite

Amberlite IR 120

neutralizuotas Amberlite

(Na)

Inhibicija — slopinimas
Katalizavimas — skatinimas
Silikagelis 60 — silikagelis

Triacilglicerolis - trigliceridas

Tarptautiniai terminai naudojami remiantis Chemijos terminy zZodynu ir

Valstybinés lietuviy kalbos komisijos skelbiamu Lietuvos Respublikos terminy

banku.



JVADAS

Kaip pasiekti gerg reakcijos iSeigg? - tai tyréjams ir gamintojams
nuolat iSkylantis klausimas, nepriklausomai nuo to, kokius naujus junginius jie
siekia susintetinti ar kokj nauja sintezés btida panaudoti. Biotechnologai ne
vieni iesko atsakymy j §j klausima, taciau reakcijas katalizuojant fermentiniais
katalizatoriais — gyvy organizmy produktais — atrodo, kad atsakymus rasti
sunkiau, nes fermentai tarsi turi savo ,.charakterj ir kartais ne be pagrindo
pavadinami ,kaprizingais“ ir ,nenuspéjamais®. IS tiesy, tik ,,asmeniskai
susipazinus® su fermentiniu katalizatoriumi — iStyrus kiekvieno atskiro
preparato savybes ir tikslinés reakcijos sglygy jtaka fermento aktyvumui bei

reakcijos eigai — galime tikétis greitos reakcijos ir geros i$eigos.

Lipazés (EC 3.1.1.3) — tai fermentai, natiraliai katalizuojantys riebaly
(triacilgliceroliy) hidroliz¢. Biotechnologijoje jie yra placiausiai naudojama
fermenty grupé ne prigimtinei — hidrolizés — bet sintezés reakcijai katalizuoti.
Sios reakcijos tiksliniai produktai yra esteriai. Vieni aktualiausiy $iandienos
produkty yra riebaly rigSciy trumpy alkoholiy esteriai (biodyzelinas).
Biodyzelino sintezés tyrimams skiriama daug jégy, norint fermentinj procesa
pritaikyti pramon¢je ir taip sumazinti nuolat brangstan¢iy neatsinaujinanciy
naftos iStekliy vartojimg ir neigiama jtaka aplinkai. Ne maziau svarbis
lipazémis katalizuojamy reakcijy produktai yra ypatingy savybiy turintys
esteriai (kvapieji esteriai, vaisty pirmtakai, sudétingos struktliros regio- ir
enantio- izomerai — pirmtakai sudétingos struktiiros junginiy sintezei), be to,
lipazés naudojamos raceminiy junginiy atskyrimui. Lipazés patrauklios ir
populiarios dél to, kad jas galima naudoti ypatingai Svelniomis salygomis, ir,
kas svarbiausia, esant jvairiy organiniy tirpikliy, hidrolizés, interesterifikacijos
(alkoholizés, acidolizés), esterifikacijos, aminolizés reakcijoms, naudojant
chemiSkai nestabilius substratus (pavyzdziui, turin¢ius nesociyjy jungciy) bei

gaunant grynus produktus.

Sékminga katalizés eiga priklauso nuo daugelio veiksniy — substraty bei

tinkamo fermento pasirinkimo, fermento preparato formos, reakcijos salygy ir
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t.t., todél disertacinio darbo metu buvo tirta tick fermento preparato paruo§imo

(imobilizavimo), tiek fermento bei substraty pasirinkimo bei reakcijos salygy

itaka pramonei svarbiy reakcijy eigai ir iSeigai, biitent: riebaly hidrolizei,

biodyzelino sintezei, kvapiyjy esteriy sintezei.

Sio darbo tikslas buvo istirti ir optimizuoti riebaly ragiciy esteriy

sintezés, panaudojant lipazes, budus.

Siam tikslui jgyvendinti buvo iskelti pagrindiniai uZdaviniai:

1.

Istirti  imobilizacijos jtakg Lietuvoje paruostos Enterobacter
aerogenes lipazés katalizinéms savybéms.

Istirti komerciniy lipaziy hidrolizines ir riebaly raigsciy esteriy
sintezés savybes naudojant modelinius, natdralius ir sudétinius
substratus ir optimizuoti reakcijos salygas.

[stirti priedy panaudojimo acilgrupés migracijos katalizei galimybes
ir jy jtaka trioleino etanolizés (biodyzelino sintezés) reakcijoms.
Istirti lipaziy substratinio specifiSkumo skirtingoms acilgliceroliy
Klaséms bei regioizomerams jtaka trioleino etanolizés reakcijal.
Biodyzelino sintezés katalizei panaudoti lipazes, remiantis ziniomis
apie jy specifiSkumg acilgliceroliams, priedy jtaka acilgrupés
migracijai ir tarpiniy reakcijos produkty konversija.

Atrinkti fermentus ir optimizuoti fenetiloktanoato sinteze.



Mokslinis naujumas

Darbe tirta Enterobacter aerogenes lipazé yra neseniai isskirta Lietuvoje
(UAB ,,Biocentras‘). Darbo metu pirmg kartg atlikti jos imobilizavimo tyrimai,
nustatytos tirpos ir imobilizuotos lipazés veikimui optimalios sglygos, ji

iSmeéginta sintezés reakcijoms katalizuoti.

Liny sémeny aliejaus ir kiauliy tauky miSinys — neseniai pradétas tirti
sudétinis substratas biodyzelino sintezés reakcijoms. Jo transesterinimo
atrankai ir optimizavimui naudoti fermentai tirti pirmg kartg. Trioleino
hidrolizés ir transesterinimo heksane tyrimai, naudojant atsako pavirSiaus
metodologija (RSM), taip pat yra unikalis, ypac¢ reCiau literatiiroje sutinkamy

fermenty (Lipopan F BG, Lipopan 50 BG, Lecitase) atzvilgiu.

Biodyzelino sintezé fermentiniu biidu yra intensyviai tiriama sritis, ta¢iau
gilinimasis ] tarpiniy reakcijos produkty virsmus, regioizomery sudétj ir
fermenty taikymas, naudojantis Siomis zZiniomis, yra nauja koncepcija. Nors ir
pripazjstama, kad acilgrupés migracija vyksta, dél kurios naudojant 1,3-
specifinius fermentus peresterinimo laipsnis daznai didesnis, nei 66 %,
tikslingai acilgrupés migracija katalizuojama retai, todél disertacinio darbo

metu atlikti tyrimai buvo zingsnis j priekj $ioje sudétingy tyrimy srityje.

Pirmg karta optimizuota fenetiloktanoato sintezé ir jis susintetintas

didelémis iSeigomis, panaudojus imobilizuota fermentg Lipozyme RM IM.



1 LITERATUROS APZVALGA
1.1 Lipaziy struktira, veikimo mechanizmas, savybés

1.1.1 Struktara

Lipazés yra o/p-hidrolaziy Seimos nariai, jos turi i§ B-klosCiy sudaryta
Serdj, kurig supa a spiralés (1.1, 1.3, 1.4 pav.). Lipaziy aktyvusis centras
chemiSkai panasus ] proteaziy: ji sudaro serino, histidino ir asparto/glutamo
aminortgs$téiy katalitiné triada [1-4], taCiau nuo proteaziy jis skiriasi savo
struktiira: serino hidroksilgrupé orientuota Kitaip, nei proteaziy serinas, todél
lipaziy katalitiné triada pasizymi invertuota stereochemija [5]. Aktyviojo
centro nukleofiliné serino grupé¢ yra plauky segtuko formos linkyje tarp P
klostés ir a spiralés, labai konservatyvioje pentapeptidinéje sekoje Gly-X-Ser-
X-Gly, formuojancioje budinga B-linkio-a motyva, vadinama ,,nukleofiline
alkiine™ [2, 3]. Dél staigaus posiikio geometrijos ji yra lengvai pasiekiama
substrato bei hidrofilinés vandens molekulés [4]. Nukleofilinés alktinés
buvimas lemia oksianijonino plySio — substraty prisijjungimo vietos -
susiformavimg, jis reikalingas neigiamai jkrautos pereinamosios biisenos
stabilizavimui. Oksianijoninj plySj daZniausiai sudaro du karkaso aminoriigsciy
azoto atomai: pirmas — aminoraigsties, einancios i$ karto po nukleofilo, antrasis

dazniausiai lokalizuotas tarp B3 klostés ir aA spiralés [4].

1.1 pav. Antriné ,,kanoninés* o/f hidrolaziy Seimos struktiira. a spiralés ir B klostés
pavaizduotos atitinkamai kaip balti cilindrai ir pilkos rodyklés. Katalitinés triados
vieta pavaizduota juodais taSkais. Punktyrinés linijos rodo galimy sekos intarpy vietas

[2].



o/B Hidrolaziy aktyvyji centrg sudaro katalitiné triada: nukleofilas, rugstis
ir histidinas, lipaziy atveju tai aminorugstys Ser — Asp (Glu) — His [4, 6].
Aktyvyji lipaziy centrg dengia dangtelis ar skydelis, sudarytas 1§ amfifilinés
spiralinés peptidinés sekos [6]. Kai kurios lipazés turi dvigubg dangtelj [7].
Taciau yra ir i§im¢iy, pavyzdziui, Candida antarctica lipazé B turi labai maza
ir paprastg stogelj, kuris net ir uZdaroje formoje ne visiskai izoliuoja aktyvy;i
centrg, be to, ji neturi aukS¢iau minétos konservatyvios pentapeptidinés sekos

apie aktyvaus centro sering [8].

Pleiss [9], priklausomai nuo aktyvaus centro geometrijos, suskirsté
lipazes ] tris pogrupius: 1) lipazés su hidrofobiniu, plySio formos aktyviu
centru, esanciu netoli baltymo pavirsiaus (Rhizomucor ir Rhizopus lipazés); 2)
piltuvélio formos aktyvy centra turincios lipazés (C. antarctica, Pseudomonas,
zinduoliy kasos lipazes); 3) tunelio formos aktyvy centrg turinios lipazés

(Candida rugosa).

Pirmoji iSspresta kristaliné struktira 3,1 A raiska buvo Rhizomucor

miehei lipazés [10].

1.1.2 Veikimo mechanizmas

Lipaziy katalizéje pagrindin} vaidmen; vaidina aktyvaus centro katalitine
triada, kuri nukleofiliskai prisijungia ir orientuoja substratus, susidarant dviems
tetraedriniams tarpiniams junginiams. Sis veikimo mechanizmas panaius j
serino proteaziy tiek aktyvaus centro struktiira, tiek tetraedriniy tarpiniy
junginiy sudarymo principu. Aktyvaus centro kataliting triadg sudaro Ser — Asp
(Glu) — His aminortigstys [6]. Katalizés metu esterinio rySio karboksilinés
grupés anglies atomg nukleofiliskai atakuoja aktyvaus centro Ser
hidroksilgrupé. Susidaro pirmasis tetraedrinis tarpinis junginys, tuomet
atpalaiduojama alkoholio molekulé ir susidaro acil-fermento tarpinis junginys.
Vandens molekulei atakuojant kompleksg (nukleofiliné ataka), vél susidaro
tetraedrinis tarpinis junginys, kuris atpalaiduoja rtgsSties molekule ir virsta

natyviu fermentu (1.2 pav) [11, 12].
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Tetraedrinis tarpinis
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1.2 pav. Sialomas Candida antarctica lipazés A reakcijos mechanizmas. Pirmame
etape substratas (esteris) patenka ] aktyvyji centrg ir nukleofiliskai atakuojamas
Ser184, kuris, savo ruoztu yra aktyvtuotas, nes jo protonas, patrauktas link
His366/Asp334 poros. Susidares tetraedrinis tarpinis junginys stabilizuojamas
Gly185 azoto ir protonizuoto Asp95. Suyrant tarpiniam junginiui, His 366 atiduoda
savo protong alkoholiui, kuris palieka aktyvy centra, o | ji ateina vandens molekulé.
Po to, kai ji aktyvuojama histidino/asparto poros, vandens molekulé atakuoja
acilfermento tarpinj junginj, susidarant antrajam tetraediniam tarpiniam junginiui,
kuris suirdamas atpalaiduoja karboksirtigstj [13].

Katalizés metu vykstantys aktyvaus centro erdviniai persitvarkymai susije
su fermento struktiiros pokyc¢iais, vykstant aktyvavimui sgly¢io pavir§iumi,

dangtelio atsidarymo metu (1.1.3.1 skyrius).

1.1.3 Savybeés
1.1.3.1 Aktyvavimas sqlycio pavirsiumi

Dauguma lipaziy pasizymi jdomia savybe: jy aktyvumas yra saglyginai
mazas kuomet tirpale iStirp¢ substrato monomerai, ta¢iau monomerams
agregavus ] supersubstratg (emulsijg ar miceliy tirpalg) aktyvumas drastiskai
padidéja. Sis reidkinys vadinamas aktyvavimu saly&io pavir§iumi [1]. Lipaziy
fiziologiné funkcija yra katalizuoti reakcijas heterogeningje aplinkoje, todél
lipazés evoliucionavo ] nejprastai stabilias struktiiras tam, kad salyc¢io pavirSius
ju nedenaturuoty. Dél tokios struktiros lipazés turi taikomosios katalizés

pozitiriu labai svarbig savybe — jos stabilios net organiniuose tirpikliuose [6].
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Taciau Ali ir kiti teigia, kad ne visos lipazés pasizymi aktyvavimu salycio
pavirSiumi ir tai néra tinkamas kriterijus lipazéms klasifikuoti (atskirti nuo

esteraziy) [14].

Lipaziy aktyvumas salyCio pavirSiuje yra kompleksinis reisSkinys.
PavirS$ius yra heterogeniné sistema, vandeningje ir supersubstrato pavirSiaus
fazése lipazés molekulés, substratai ir produktai pasiskirsto netolygiai, be to,
Siy komponenty pasiskirstymas dinamiSkai kinta vykstant hidrolizei (iSsiskiria
vandenyje netirpis produktai, kurie kei¢ia molekuling organizacija,
komponenty pasiskirstymg saly¢io pavirSiuje ir jo savybes) [15]. Salycio
pavir§iaus enzimologija palaipsniui pripaZjstama kaip atskira tyrimy sritis,

taciau dauguma vadovéliy vis dar neaptaria Sio aspekto [16].

Lipaziy aktyvy centrg dengianc¢io dangtelio biisena priklauso nuo
aplinkos dielektrinés konstantos. Fermentui priartéjus prie hidrofobinés
aplinkos, dangtelis juda tarsi sukdamasis ant vyriy ir atidengia aktyvyjj centra.
Rhizomucor miehei lipazés atveju dangtelj sudaro aminortigstys nr. 83-94.
Dangtelio atsidarymas ir fermento aktyvavimas kontroliuojamas turin¢iy kriivi
Arg86 ir Asp91 aminorigsciy. Neaktyvioje konformacijoje Asp9l yra
veikiamas stumianc¢iy jégy ir stumia dangtel; j atvirg konformacija, be to,
aplinkoje, kurios dielektrin¢ konstanta maza, Arg86 priart¢ja prie Asp61l ir
sudaro drusky tiltelj, stabilizuojantj aktyvig konformacija su atidarytu
dangteliu [17]. Dangtelis ne tik funkcionuoja kaip vartai, kuriuos atidarius
substratas gali patekti | aktyvy centra, taCiau jam atsidarius padidéja fermento
pavirSiaus, esancio aplink aktyvy centrg, hidrofobisSkumas, taip palengvinamas

hidrofobinio substrato prisijungimas [18].

1.1.3.2 Lipaziy specifiSkumas (savitumas)

Lipazés pasizymi poziciniu (regio-), substratiniu (lemia riebaly rugsciy ir

alkoholio prigimtis) ir stereospecifiSkumu.
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Pagal regiospecifiSkumg lipazés gali buti skiriamos j: 1) nespecifines
(katalizuojamos reakcijos prie visy triacilglicerolio hidroksilgrupiy; 2) 1,3-
specifines (teikia pirmenybe triacilglicerolio sn-1 ir sn-3 pozicijoms); 3) 2-
specifines lipazes (teikia pirmenybe triacilglicerolio sSn-2 pozicijai, tokiy

nedaug).

Lipazés pasiZymi placiu substratiniu specifiSkumu. Jos gali hidrolizuoti
jvairaus grandinés ilgio riebaly riigs¢iy (RR) ir alkoholiy esterius, o mazai
vandens turin¢ioje aplinkoje jos gali vykdyti esterinimo, peresterinimo ir

interesterinimo reakcijas [1].

Dauguma lipaziy gamtoje yra indukuojamos, tik kelios lipazés —

konstitutyvios. Dazniausiai lipazés yra lasteliy sekretuojamos j aplinka [15].
1.1.3.3 Lipaziy neiSrankumas

Hult ir Berglund fermenty neiSrankumag (enzyme promiscuity) apibrézé
kaip fermento galimybe katalizuoti skirtingas nuo savo fiziologinés funkcijos

reakcijas ir suskirsté j tris pagrindines klases:

a) neiSrankumg salygoms — galimybe Kkatalizuoti reakcijas
nenatiraliomis sglygomis (bevandené aplinka, ekstremalios temperatiiros
ar pH);

b) neiSrankumg substratams — fermentai gali naudoti skirtingus
substratus vienai panasiai cheminei reakcijai atlikti;

c) katalitinj neiSrankumg — galimybe katalizuoti chemiskai skirtingas

transformacijas [19].

Kazlauskas katalitinj neiSrankuma (angl. catalytic promiscuity) apibrézé
kaip vieno aktyvaus centro galimybe katalizuoti daugiau nei vieng cheming
transformacija. Sios transformacijos skiriasi dalyvaujandia funkcine grupe, (t.y.
skirtingu susidarancio ar suardomo rysio tipu), ir/arba katalitiniu mechanizmu
ar rySio sudarymo/iSardymo keliu. Dazniausiai katalitiné jvairové pasizymi

abiejomis savybémis [20].
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Katalitinis neiSrankumas gali biti atsitiktinis (reakcijos katalizuojamos
laukinio tipo fermento) arba indukuotas (naujas mutacijy sukeltas fermento

aktyvumas) [1].

Lipaziy katalitinio neiSrankumo pavyzdziai galéty buti amidinio rySio
sudarymo reakcijos (aminai — alternatyviis nukleofilai), taip pat aldolinio
pridéjimo, racemizacijos ir epoksidacijos reakcijos [21], vis labiau domimasi

lipaziy katalizuojamomis C-C rySio susidarymo reakcijomis [1].
1.1.3.4 Lipaziy stabilumas

Lipazés pasizymi unikaliu stabilumu. Praktiniu poZzitiriu lipaziy stabilumo
savybes galima suskirstyti ] atsparumg riig§tims, Sarmams, tirpikliams, aukStai

ar Zemai temperatiirai.

Duomeny apie riigStims atsparias lipazes néra daug. Parodyta, kad A.
niger NCIM 1207 optimalus pH yra 2.5 (aktyvi iki pH 1,5). Sarmams atspariy
lipaziy nemazai, $ios lipazés daZnai biina ir termostabilios. Sarmams atspariy
lipaziy pavyzdziy randama tiek bakteriniy (tam tikry Bacillus, Alcaligenes,
Burkholderia, Pseudomonas, Corynebacterium, Streptomyces ir kt. genciy)
tiek grybiniy (Penicillium, Fusarium) lipaziy tarpe [15]. Termostabilios lipazés
yra gana daznos. Keletas Bacillus lipaziy pasizymi aktyvumu virs 60 °C,
Bacillus thermoleovorans ir R. oryzae gali gerai veikti 70-75 °C, o Archaea
pyrococcus horikoshii stabili 95 °C [15]. Lipazés, gerai veikian¢ios zemose
temperatiirose, kuriose mezofiliniai fermentai mazai aktyviis ar neaktyvis,
pasizymi tam tikrais specifiniais struktiiros poZymiais, pavyzdziui, dideliu
struktiros lankstumu aplink aktyvy centrg, kuris leidzia lengvai jtalpinti | ji
substratg, taip pat Zemu giminingumu substratui [22]. Organiniuose tirpikliuose
lipazés dazniausiai yra stabilesnés nei kiti fermentai, nes jos i§ prigimties
skirtos veikti hidrofobinio substrato ir vandeninés fazés salyCio pavirSiuje.
Taciau kai kurios lipazés organiniuose tirpikliuose pasizymi netgi didesniu
termostabilumu, nei vandenyje, be to, tirpikliuose jos gali vykdyti reakcijas,

kurios vandeningje terpéje slopinamos [23].
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Neseniai sukurtoje lipaziy duomeny bazéje LIPABASE galima rasti
taksonoming, struktiiros ir biochemin¢ informacijg apie jvairiy organizmy

lipazes [15].

1.2 Lipaziy saltiniai, kai kuriy tirty lipaziy apibiadinimas

Nors yra apibiidinta daug lipaziy, iSskirty 1§ jvairiy Saltiniy, taciau jy
katalizuojamy reakcijy biotechnologiniams bei pramoniniams tyrimams ir
taikymui naudojamas ribotas skaifius. Dazniausiai naudojamos Siy
mikroorganizmy lipazés: Burkholderia cepacia, Candida antarctica, Candida

rugosa, Rhizomucor miehei, Rhizopus oryzae, Thermomyces lanuginosus [21].

Lipazes galima suskirstyti pagal jy Saltinj (mikroorganizma, kuris
produkuoja lipazes) | bakterines, mieliy ir grybines. Platesnis pagrindiniy

lipaziy producenty sarasas pateiktas 1.1 lentelé¢je.

1.1 lentelé. Pagrindiniai lipazes produkuojantys mikroorganizmai, pagal [15, 24, 25]

Grybai
Bakterijos
Mielés Filamentiniai grybai
rugosa,
tropicalis, arrhizus
subtilis, pumilus, albicans, delemar,
licheniformis, antarctica, i) OniCLjS
Bacillus coagulans, Candida cylindracea, |Rhizopus Jni5eus '
stearothermophilus, parapsilopsis, or zae’
alcalophilus deformans, yzae,
curvata homothallicus
valida
. glutinis, . niger,
Pseudomonas  aeruginosa Rhodotolura pilimornae Aspergillus terreus
Staphylococcus caseolyticus Yarrowia lipolytica Penicillium camembertii
Geotrichum aster_0|ds, Rhizomucor miehei
candidum
Trichosporon fermer}tans, Mucor pusillus
" asteroids
. multivorans, 3
Burkholderia cepacia blsp_ora,
mexicana,
Pichia sivicola, Thermomyces lanuginosus
xylosa,
burtonii
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Bakterinés lipazés dazniausiai yra glikoproteinai, reciau - lipoproteinai

[15].

Dauguma filamentiniy gryby fermenty savaime yra uzlgsteliniai, patys
grybai yra lengvai kultivuojami ant nebrangaus kieto substrato, todél grybinés
lipazés iSgaunamos pigiau. Kita vertus, netgi juos auginant skystoje terpéje,
lipazes lengva ir pigu ekstrahuoti, todel grybinés lipazés yra geresni kandidatai
pramoninei lipaziy sintezei nei bakterinés [15]. D¢l $iy savybiy bei dél termo-
ir pH stabilumo, specifiSkumo substratams, aktyvumo organiniuose tirpikliuose
komerciskai platinamos A. niger, C. cylindracea, T. lanuginosus, R. miehei, R.

arrhizus, R. delemar, R. japonicus, R. niveus ir R. oryzae lipazés [26].

Genai, koduojantys jvairias lipazes, buvo klonuoti ir jy raiska padidinta
[27]. IS genetiskai modifikuoty mikroorganizmy Novozymes® gamininamos
lipazés pateiktos 1.2 lenteléje.

1.2 lentelé. Novozymes® lipazés, gaminamos genetiSkai modifikuoty
mikroorganizmy pagalba [28, 29].

L_lp_azes prepa_rato Kamienas Pramo_l_nne N
komercinis pavadinimas naudojimo sritis
Fusarium oxysporum,
Lipopan Thermomyces lanuginosus, Kepimo

Rhizopus oryzae
Thermomyces lanuginosus,

Lipozym . L Naftos ir riebal
POZYME " phizomucor miehei aftos ir ricbaly
Lecitase Ultra (FOSthPXZl‘; Thermomyces lanuginosus Naftos ir riebaly
Palatase Rhizomucor miehei Pieno
Lipex Thermomyces lanuginosus Detergenty
Lipolase Thermomyces lanuginosus Detergenty
Novozym 435 Candida antarctica B Biokatalizés
Resinase Candida rugosa Popieriaus

Siame skyriuje bus pla¢iau aprasytos biotechnologiniams tikslams

dazniausiai naudojamos bei disertacinio darbo metu tirtos lipazés.
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1.2.1 Thermomyces lanuginosus lipazé

Thermomyces lanuginosus (seniau vadinta Humicola lanuginosa) grybo
produkuojama lipazé (TLL) yra daZnai pasirenkama tyrimams ir taikomosioms

reakcijoms dél savo kainos, didelio aktyvumo, sn-1,3-specifiSkumo.

1994 m. NovoNordisk® (dabar Novozymes®) pradé¢jo gaminti pirmaja
komercing  lipaze  Lipolase®,  produkuojamg  Aspergilus  oryzae
mikroorganizmo, j kurj perkelta TLL koduojanti seka [30]. TLL yra bazofiliné
(optimalus pH apie 9), turi termostabilumo pozymiy (aktyvi 55 — 60 °C),
temperatiirinis optimumas apie 35 °C [31, 32]. Siuo metu komerciniu biidu
platinama tiek tirpi, tiek imobilizuota TLL forma [33]. Novozymes®
gaminamas imobilizuotos TLL preparatas vadinasi Lipozyme TL IM ir
Klasifikuojamas kaip tinkamas naudoti maisto perdirbimui. [34]. Nors $i lipazé
buvo skirta maisto pramonei, ji taikoma jvairiose srityse: biodyzelino,
ypatingyjy chemikaly sintezei (daugiausiai enantio- ir regioselektyviems
procesams), yra detergenty sudedamoji dalis [33, 35]. Maisto pramongje TLL
buvo pradéta naudoti po to, kai Novozymes® sukiré naujg lipaziy
imobilizavimo ant pigaus neorganinio neSiklio (granuliuoto silikagelio)
technologija, fermenta adsorbuojant ir jterpiant j kapsule tuo paciu metu.
Hidrofiliné nesiklio prigimtis uztikrina pakankamag vandens sluoksnj aplink
fermenta, todél | reakcijos miSinj jo nereikia pilti papildomai [36, 37].
Lipozyme TL IM nepasizymi selektyvumu RR grandinés ilgiui (tiek laisvos,
tiek trigliceridy sudétyje) ar nesotumo laipsniui interesterinimo reakcijose
heksane [38].

Struktiiros atzvilgiu TLL yra labai panasi j Rhizomucor miehei lipaze
(RML) [35]. TLL sudaro viena baltymo grandiné, susidedanti i§ 269
aminortgs¢iy. Molekuliné masé yra 31700 Da, izoelektrinis taskas 4,4 [39].
Jos struktiira i§spresta 3,25 A ir 1,8 A tikslumu. Baltymas - sferinis, 35 A X 45
A X 50 A formos, su aStuoniomis centrinémis paralelinémis B-klostémis,

kurias jungia penkios a-spiralés. Dangtelis, dengiantis aktyvy centrg, sudarytas
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i$ judrios a-spiralés (86-93 aminortigstys). Tretiné atviros ir uzdaros TLL

struktiira pavaizduota 1.3 pav. [33].

. )
!N\;/
= 2’3 3 dangtelis

A: TLL uzdara forma B: TLL atvira forma

1.3 pav. Thermomyces lanuginosus lipazés uzdara (A) ir atvira (B) konformacija [33].

Lipazés yra linke sudaryti bimolekulinius agregatus, aktyviems centrams
atsisukant vienam pries kitg. TLL atveju $i savybé netgi stipriau iSreiksta, nei
kity lipaziy, tode¢l vertinant TLL savybes reikia to nepamirsti, nes monomeras

ir dimeras pasizymi skirtingu aktyvumu, stabilumu ir selektyvumu [40].

1.2.2 Rhizomucor miehei lipazé

Rhizomucor miehei lipazé (RML) pirmg kartg aprasyta 1973 m. Aptikus,
kad Rhizomucor miehei grybas gamina esteraze, gebancig skaidyti jvairius
riebalus (aliejus, taukus) ir keleta sintetiniy substraty (pvz. jvairiy RR ir

sorbitolio esterius), RML pradéta naudoti maisto modifikavimui [41].

Tai pirmoji lipazé, kurios struktiira i§spresta 1,9A skiriamaja geba [10], ji
buvo detaliai tirta, pavirSiaus aktyvavimo mechanizmas gerai zinomas [9, 17,

42]. RML tretiné struktiira pavaizduota 1.4 pav.
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1.4 pav. Rhizomucor miehei lipazés uzdara (A) ir atvira (B) konformacija [43].

Fermentas priskiriamas 1,3-specifinéms lipazéms, jo molekuliné masé yra
31600 Da, izoelektrinis taskas — 3,8 [44].

Siuo metu RML naudojama jvairiems cheminiams procesams katalizuoti:
karboksiesteriy, biodyzelino, terpeny sintezei, raceminiy miSiniy atskyrimui,
polimery modifikavimui bei biosensoriams. Regioselektyviai atliekamos
hidrolizés, esterinimo, acidolizés, peresterinimo reakcijos ir cukry
modifikacijos, taip pat retesnés reakcijos (laktonizacijos, amidiniy rySiy

susidarymo, tioliniy grupiy esterinimo ir peresterinimo) [43].

Novozymes® platina komercinius RML preparatus: skysta Palatase
20000 L, ir imobilizuota — Lipozyme RM IM. Imobilizuoto fermento nesiklis —
silpna anijoniné mainy derva, sudaryta fenolio-formaldehido kopolimery
pagrindu Duolite ES 562 [34]. Ivairiuose RML imobilizacijos tyrimuose
pastebeta, kad neSiklis pakeicia lipazés specifiSkuma riebaly riigSties grandinés

ilgiui [45, 46].

Lyginant aliejaus alkoholizés reakcijas, katalizuojamas TLL,
Pseudomonas lipaziy ir RML, naudojant RML gaunamos mazesnés iSeigos,
taciau RML stabilesné¢ metanolio atzvilgiu ir iSlieka aktyvi daugiau nei 120
val., tuo tarpu betirpikléje aplinkoje TLL greitai inaktyvuojama metanolio [47].
Taciau turint omenyje, kad fermenty trikumai gali bati nulemti imobilizacijos
proceso, jmanoma, kad patobulinus RML preparatus gali padidéti reakcijy
iSeigos [43, 48].
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1.2.3 Candida antarctica lipazé B

I$ visy organingje sintezéje naudojamy fermenty Candida antarctica
lipazé B (CALB) yra bene naudingiausia ir placiausiai taikoma jvairioms
reakcijoms katalizuoti. Norint dar labiau pagerinti §io fermento savybes geny
inZinerijos  budais  kuriamos naujos termostabilesnés, aktyvesnés,

enantioselektyvesnés ir tirpesnés jo atmainos [49].

Mielés C. antarctica pirmg karta buvo aptiktos Vandos ezZere
Antarktidoje, bei XIX a. devintajame deSimtmetyje Japonijoje. Sios mielés
produkuoja dvi lipazes: A ir B [50]. Dél isskirtiniy jy savybiy lipazémis buvo
labai susidométa ir asiradus poreikiui gauti didesnius fermenty kiekius, nei
produkuoja originaliis C. antarctica mikroorganizmai, abu izofermentai buvo

klonuoti j Aspergillus oryzae mikroorganizmg ir padidinta jy raiska [51].

CALB yra globulinis baltymas, kurio matmenys 30 A X 40 A X 50A,
molekuliné mase¢ 33,273 kDa. CALB sudaro 317 aminortig§¢iy. CALB nuo
tipiniy lipaziy skiriasi tuo, kad beveik neturi stogelio, aktyvus centras (10 A X
4 A plogio 12 A gylio) ta¢iau priéjimas prie jo salyginai apribotas kitomis
struktiromis. Tai gali lemti didelj substratinj ir stercospecifiSkumg. [8].
Baltymo Serdis yra konservatyvi, ja sudaro astuonios paralelinés Siek tiek

persuktos B-klostés, abiejose pusése sujungtos a-spiralémis [8].

1.5 pav. Candida antarctica lipazés B struktiira atviroje konformacijoje. Paveikslélis
suformuotas naudojant PDB duomeny bazés 1TCA struktiira.
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CALB yra efektyvi ir selektyvi lipazé, todél ji naudojama daugelyje
taikomyjy reakcijy, pakeicianciy pramoninius sintetinius procesus, tokius kaip
kinetinis enantiomery atskyrimas, aminoliz¢, esterinimas, tranesterinimas,
hidrolizé vandenyje, enantio ir regio-selektyvios reakcijos, jvairiy
mazamolekuliniy ir polimeriniy junginiy sinteze ir transformacijos, glikolipidy
sintezé, flavonoidy sintezé [52, 53]. Palyginus su kitomis lipazémis, CALB
néra tokia efektyvi hidrolizuojant trigliceridus, taciau tikriausiai dél apribotos
erdvés hidrofobinéje kiSen¢je ji labai stereospecifine esteriy hidrolizés ir
sintezés reakcijose [54, 55]. Kai kurie autoriai teigia, kad CALB yra 1,3-
regiospecifiné trigliceridy atzvilgiu [6], Kiti — kad Si lipazé nespeficiné [56],
dar kiti - kad specifiskumas priklauso nuo reakcijos salygy [57].

Komerciniu biidu platinama tirpi CALB ir imobilizuota jos forma
Novozym 435. Nesiklis - makroporinis polimeras (divinilbenzenu skersai
sujungtas metakrilo esteris Lewatit VP OC 1600) [21, 58]. Pasak Chen,
imobilizuotame preparate fermento kiekis yra tarp 8,5 ir 20 % (m/m), lipazé
pasiskirs¢usi 50-100 um iSorinéje nesiklio dalyje [59]. Imobilizuotos formos
i§skirtinés savybés lemia placias preparato panaudojimo galimybes farmacijos,
maisto pramong¢je, organinéje sintezeje, popieriaus ir skalbimo pramongje,
taCiau dazniausiai jis naudojamas chiraliniy junginiy atskyrimo reakcijoms ir
kitiems didel¢ kaing turintiems ypatingiems cheminiams junginiams gaminti,
kuomet katalizatoriaus kaina yra maziau svarbi, nei jo veiklumas bei grynumas
[52]. Kaip bebity, Zhao ir Song teigia, kad Novozym 435 néra idealus
preparatas, i$ jo atsiplauna pats fermentas bei jvairtis junginiai, kurie gali biti
reakcijos substratais [52, 60], be to, Siame preparate yra ir Candida antarctica
lipazés A [21].

1.2.4 Rhizopus lipazés

Disertacinio darbo metu buvo tirtos dvi Rhizopus genties lipazés:
Rhizopus arrhizus lipazé (RAL) ir Rhizopus niveus lipazé (RNL). Rhizopus
arrhizus pavadinimas gali sukelti Siek tiek sumaiSties, Rhizopus arrhizus

(Fisher) mikroorganizmas savo genetine medziaga yra daugiau nei 95 %
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panasus j Rhizopus oryzae, seniau kai kurie R. oryzae kamienai buvo priskirti
R. arrhizus rusiai [61]. Naujesni Saltiniai arrhizus laiko oryzae sinonimu,
(dazniau vartojamas oryzae) [62]. Siame darbe aprasant tirta lipaze naudojamas
arrhizus terminas dél tokio gamintojo (Sigma) suteikto tirto preparato
pavadinimo [63], taciau lyginant lipaziy savybes, atsizvelgiama ir j rezultatus,
kuriuose aprazoma Rhizopus oryzae lipazé (ROL), nes manoma, kad tai ta pati

arba labai panasi lipaze.

ROL yra 1,3-regiospecifiné lipazé, naudojama jvairiy junginiy hidrolizei
ir sintezei, daznai ir biodyzelino sintezei [64]. Tirpios ir kovalentiskai
imobilizuotos ant anijoninés mainy dervos lipoazés temperatiirinis optimumas
atitinkamai yra 35°C ir 37 °C. Imobilizavus smarkiai pageréja lipazés
stabilumas auksStose temperatiirose, be to, neSiklis katalizuoja acilgrupés
migracija, kuri yra naudinga tais atvejais, kai reikalinga nespecifiné katalizé
prie visy glicerolio anglies atomy [65]. D¢l acilgrupés migracijos jmanomos
geros biodyzelino sintezés reakcijy iSeigos naudojant 1,3-regiospecifinius
fermentus, tokius kaip ROL [64]. Detaliai acilgrupés migracija apraSyta 1.6
skyriuje.

RNL taip pat pasizymi grieztesniu 1,3-specifiSkumu nei dauguma kity
lipaziy. R niveus turi 2 lipaziy tipus: Lipazé Il gaunama i$ lipazés 1 po
proteolizés. Jos struktiira labai panasi j kity lipaziy, 55,7 % identiSka RML.
Turi stogel;, kuris nuo RML skiriasi tuo, kad Trp88, lemiantis aktyvaus centro
atidaryma, pakeistas mazesne aminoriigstimi Ala89 [66]. Pasak Kohno, $i
lipaz¢ wunikali, nes sudaryta 1§ dviejy nekovalentiS8kai susijungusiy
polipeptidiniy grandiniy A ir B. Ji klonuota ir ekspresuota mielése
Saccharomyces cerevisiae [67]. Optimalaus veikimo pH s 5,0-74,

temperatiiros optimumas 30-45 °C [63].

1.2.5 Pseudomonas lipazés

Auksciau apraSytos lipazés yra grybinés kilmés. Pseudomonas yra gram-

neigiamy bakterijy gentis, kuriai Sios apZvalgos rengimo metu priklause 225
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bakterijy rusys [68]. Dél savo aktyvumo Sarminéje terpéje, tolerancijos
aukStoms temperatiiroms ir stabilumo organinéje terpéje Pseudomonas lipazés
daznai naudojamos pramonéje, pavyzdziui, detergenty priedams ir raceminiy
junginiy atskyrimui [69]. Daznai naudojama Pseudomonas aeruginosa lipazé,
kurios tretiné struktiira nustatyta 2000 m. Nardini ir kolegy, yra prototipiné 1.1
bakteriniy lipaziy poseimio naré, todél iSvados apie jos sandarg ir regio- bei
stereoselektyvumo savybes gali bati bendrai taikomos visam 1.1 bakteriniy
lipaziy poSeimiui, tame tarpe ir Pseudomonas fluorescens (PFL) [70].
Pseudomonas aeruginosus lipazés (PAL) tretiné struktira pateikta 1.6 pav. Si
lipazé turi atskirg kiSen¢ kalcio jonui suriSti. OktraedriSkai koordinuojamas

kalcio jonas stabilizuoja kilpg, kurioje yra katalitinis histidinas [70].

1.6 pav. Pseudomonas aeruginosa lipazés strukttra [70].

Pseudomonas fluorescens (SIK W1) yra psichrotropiné bakterija,
randama neapdorotame piene, ji produkuoja ypatingai atsparig aukStoms
teperatiroms lipaze, kuri yra aktyvesné vidutinio ir trumpo grandinés ilgio
triacilgliceroliy atzvilgiu [71]. PFL yra aktyvi placiame pH intervale (3—11),
termostabili, temperatlirinis optimumas 55 °C [72], atspari metanoliui [47], ja
naudojant galima gauti gana dideles biodyzelino iSeigas (>90 %) betirpikl¢je

aplinkoje [73]. PFL tretinei strukttrai suformuoti ir stabilizuoti reikalingi
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kalcio jonai [74]. Esant vidutinéms fermento koncentracijoms, PFL yra linkusi
agreguoti ] bimolekulines struktiiras (apie 66 kDa molekulinés masés), kurios
yra stabilesnés uZ monomolekulines, jy Ky (sviesto rugsties etilo esteriui) daug

didesnis, lengviau aktyvuojamos saly¢io pavir§iumi [75].

Pseudomonas mendocina lipazé (PML), kaip ir kitos bakterinés lipazés,
apibiidinamos skirtingais tipais pagal ja sintetinant] kamiena. PavyzdZiui,
parodyta, kad Pseudomonas mendocina PK-12 CS lipazé skiriasi nuo Kkitos
Pseudomonas mendocina detergentinés lipazés [76]. PK-12 CS lipazé atspari
nejoninéms pavirSiaus aktyvumo medziagoms (Triton X-100, Tween-80),
metaly jonams, organiniams tirpikliams, specifiSkesn¢ nattraliems aliejams ir
ilgagrandziams nei trumpagrandziams trigliceridams [76, 77]. Parodyta, kad
Lietuvos Biochemijos institute iSskirta Pseudomonas mendocina 3121-1
kamieno lipazé ne tik atspari nejoninéms pavirSiaus aktyvumo medZiagoms
(jvairiems Tween), bet jas priima kaip substratus ir hidrolizuoja, todé¢l Siuo
atveju Tween‘ai negali biiti naudojami substraty emulsinimui [77]. Sios lipazés
molekuliné masé¢ 30 kDa, ji formuoja bimolekulinius agregatus, optimali
temperatiira 50 — 65 °C (priklausomai nuo substrato, aukStesné — natiiraliems

substratams), pH optimumas 7,2 — 7,5 [78].

1.3 Lipaziy aptikimo ir aktyvumo nustatymo metodai

Lipaziy aktyvumo i$Smatavimui ir aptikimui naudojami metodai pagal
detekcijos principg gali biiti skirstomi j: 1) titrimetrinius; 2) spektroskopinius
(fotometrinius, fluorimetrinius, infraraudonos S$viesos spektroskopija); 3)
chromatografinius; 4) radioaktyviy junginiy panaudojimo; 5) saly¢io pavirSiaus
tenziometrinius;  6)  turbidimetrinius;  7)  konduktometrinius;  8)
imunocheminius; 9) mikroskopinius. Fizikocheminiais metodais stebimas
reakcijos produkto susidarymas, substrato iSnykimas ar emulsijos
praskaidréjimas, imunologiniais - lipaziy buvimas nustatomas nepriklausomai

nuo jy lipolizinio aktyvumo [79-81].

24



Lipaziy aktyvumo nustatymui patartina naudoti reakcija, kuo panasesne |
ta, kuriai ketiname taikyti lipazes. Hidrolizés reakcijos dazniausiai vykdomos
vandeniniuose tirpaluose, o esterinimo ir peresterinimo — organingje terpéje
[21].

1.3.1 Lipaziy aptikimas kietoje terpéje

Augimo terpéje lipolizé stebima tiesiogiai keiCiantis substrato iSvaizdai,
pavyzdzZiui, ant petri lékSteliy uZpiltoje augimo terpéje, kurioje emulsintas
tributirinas ar trioleinas, lipaziy aktyvumas aptinkamas susiformavus skaidriam
ratilui aplink kolonijas [82]. Vizualiam lipolizinio aktyvumo aptikimui
palengvinti terpiy sudétyje gali buti naudojami dazai — indikatoriai, kurie
keicia spalva kintant pH. Vykstant lipolizei susidaro laisvos RR ir aplinkos pH
krenta, todél pakinta spalva aplink kolonijas. Tinkami dazai — Viktorijos mélis
B (CAS nr. 2390-60-5), Nilo mélio sulfatas (CAS nr. 3625-57-8)
fluorescuojantis dazas rodaminas B ir kiti, apraSyti Shelley, Kouker ir Hasan
[80, 83, 84]. Metodas tampa jautresniu, kai vietoj jprastinio agaro su
trigliceridy substratais naudojamas kiaus$inio baltymo agaras (turi lipoproteino

lipovitelenino) [85].

1.3.2 Titrimetrija

Titrimetrija - nebrangus ir patogus metodas, naudojamas lipaziy
aktyvumui ir specifiSkumui apibtidinti bei aktyvavimo pavirSiumi reiSkiniui
tirti. Lipazés aktyvumas matuojamas maiSant natiiraliy ar sintetiniy
triacilgliceroliy emulsijg ir palaikant pastovy pH, o dél lipolizes iSsiskiriancias
RR neutralizuojant (titruojant) natrio Sarmu. [86]. Vienas lipolizinio aktyvumo
vienetas apibréziamas kaip fermento kiekis, iSlaisvinantis 1 mol RR per minutg¢
[30].

Analizés jautrumg gali pagerinti substraty emulsinimas ultragarsu ar
naudojant emulsiklius. Siuo metodu galima tirti lipolizinj aktyvuma, kai

i§siskiria daugiau nei 0,1 pmol riebaly rtgsciy per minut¢. Metoda riboja

25


http://www.chemicalbook.com/CASEN_2390-60-5.htm
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=3625-57-8&interface=CAS%20No.&lang=en&region=LT&focus=product

tinkamo analizei pH intervalas (pH turi biti didesnis arba lygus nei menamas

karboksirtigsties pKa) [86].

1.3.3 Kolorimetriné analizé

Kolorimetriniai metodai leidzia lipaziy aktyvumo tyrimus atlikti grei¢iau

ir jautriau.

Kolorimetriné analizé substratais naudojant sintetinius
karboksiesterius. Dél savo paprastumo ir galimybés nenutraukiamai sekti
reakcijos eiga, sintetiniai substratai, yra labai daznai naudojami lipoliziniam
aktyvumui nustatyti. Jy hidrolizés produktai yra spalvoti arba lengvai
paveréiami spalvotais. fS-naftilo, p-nitrofenilo (p-NP), 2,4-dinitrofenilo
karboksiesteriy hidrolizés metu iSsiskiria spalvoti alkoholiai, kuriy
koncentracija sekama spektrofotometriSkai [79]. Populiariausi turbiit yra p-NP
jvairaus RR grandinés ilgio esteriai. Geltonos spalvos p-nitrofenolio tirpalo
sugertis matuojama 405-410 nm bangos ilgyje, 2,4-dinitrofenolio — 360 nm, -
naftolio koncentracija sekama sudarant raudonos spalvos kompleksus su diazo

druskomis.
Nitrofenilo acilesteriy trikumai naudojant juos lipazés substratais:

o néra saviti substratai, juos gali hidrolizuoti esterazés, kiti
neiSgryninty preparaty fermentai,

o katalizinis tikry lipaziy virsmy skaic¢ius su p-NP junginiais
dazniausiai yra keletu eiliy mazesnis nei su TAG-ais, nes p-NP esteriai yra
antriniy alkoholiy esteriai, o lipazés daZniausiai katalizuoja pirminiy esteriniy
ry$iy nutraukimg TAG-uose (sn-1 ir sn-3 padétyse);

o Sie esteriai yra jautrls nefermentinei Savaiminei rigstinei ir
bazinei hidrolizei (iSskyrus ilgy grandiniy p-NP esterius, sudaran¢ius miceles).

Taciau p-NP esteriai, turintys skirtingo ilgio riebaly riig§¢iy granding, yra
patogis substratai greitam mikrobiniy lipaziy savitumo nustatymui (Beison et

al., 2000).
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Be Siy daznai naudojamy junginiy, aprasytos ir kitos spalvoty junginiy
susidarymo reakcijos, detalesnj jy apraSyma galima rasti Hasan ir kt.

apzvalgoje [80].

Spalvoty reakcijos produkty kompleksy registravimas. Organinéje
terpéje daznai naudojami dvivaleniai metalai (pvz. varis), su Kkuriais
kompleksus sudaro laisvos RR [87]. Taip pat naudojamas katijoninis dazas

safraninas, rodaminas 6 G, parinaro rugstis [79].

1.3.4 Fluorimetriné analize

Metodas pagristas fluorescensijos pokyciu, atsirandan¢iu dél lipazés
katalizuojamos reakcijos, t.y. naudojami substratai, turintys fluoroforines
grupes arba fluoescentinémis zZymeémis modifikuojami reakcijos produktai.
Fluorimetriné analizé vertinama d¢l savo jautrimo ir galimybés

nepertraukiamai matuoti reakcijos kinetika.

Lyginant tarpusavyje jvairius fluorimetrinés analizés metodus,
patikimiausia ir maZiausiai jautri reakcijos saglygoms yra pertraukiama analize,
naudojant natliralius substratus, o reakcijos produktus modifikuojant
fluorescentinémis zymeémis. Trilkumas - pakankamai ilgai uZztrunkantys ir
kruopStumo reikalaujantys analizés etapai, dél kuriy apribojamas galimai
iSanalizuojamas meginiy kiekis. Nepertraukiama analizé, kurios metu
matuojama fluorescentinés zymés savybiy kaita, yra patogiausia kinetikos
tyrimams. Sio metodo varianto trikumai yra jautrumas reakcijos salygoms ir
terpéje esantiems junginiams (detergentams ir baltymams). Be to, renkantis

analizés metoda svarbu atsizvelgti ir j fluorescensijos reagenty kaing [88].

Sintetiniy substraty pavyzdziai. Lipaziy aktyvumui nustatyti naudojami
sintetiniai  karboksiesteriai, turintys fluoroforines grupes: kumarina,
nitrobenzoksadiazolag (NBD), rezorufing ar pireng. DaZniausiai toje pacioje
molekuléje yra ir fluorescencijos gesiklis (pvz., trinitrofenilamino acilgrupé),
katalizavus substrato hidroliz¢ fluoroforas ir gesiklis atsiskiria vienas nuo kito

ir palaipsniui didéja fluoroforo fluorescencija, kuri atspindi lipolizés eiga [79,
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89]. Pagrindinis $iy junginiy trikumas yra tas, kad lyginant su nattraliais
lipaziy substratais, $iy sintetiniy substraty molekulés struktiira sudétinga, todél
ne visos lipazés gali efektyviai juos hidrolizuoti. Kai kuriais atvejais naudojami
natiraliis TAG, w- padétyje Zyméti pireno grupe. Aptinkamas iSsiskyrusiy RR

kiekis, taciau reakcijos produktus reikia ekstrahuoti.

Natiiraliy substraty pavyzdziai. Vertingas substratas - parinaro aliejus,
kuriame daugiau nei pus¢ RR sudaro natiiraliai fluorescuojanti 9,11,13,15-
oktadekatetraeno riigstis (parinaro rtgstis), jos fluorescencijg tirpale smarkiai
padidina detergentai. Taciau dél parinaro aliejaus nestabilumo reikalingos
neoksiduojancios reagenty laikymo ir reakcijos saglygos — inertiné atmosfera,

antioksidantai [90].

Fluorescuojanciy junginiy, naudojamy lipolizés analizei, jvairové labai
didele, toli grazu ne visi pavyzdziai detaliai aprasyti, detalesné informacija apie
fluorescenting analiz¢ pateikta Beisson, Kovacs ir Smidt publikacijose [79, 91,
92]

1.3.5 Nefelometrija ir turbidimetrija

Turbidimetrijos metodas pagrjstas méginio Sviesos iSsklaidymo
intensyvumo matavimu. Kuo labiau iSsklaidoma S§viesa, tuo didesnis
drumstumas (turbidiSkumas). Nefelometrijoje matuojamas issklaidytos Sviesos
intensyvumas tam tikru kampu nuo pirminio Sviesos Saltinio spindulio,

turbidimetrijoje — praéjusi per méginj neissklaidyta Sviesa.

Kai lipolizé aptinkama kietoje terpéje ant agaro 1éksteliy, dél lipolizés
1§siskyrus dalinai tirpioms vandenyje RR, aplink lipazes produkuojanciy
bakterijy kolonijas atsiranda skaidresnés agaro zonos. Tuo paciu principu
matuojamas ir trioleino ar pavirSiaus aktyviyjy medziagy (pvz. polisorbaty,
Tween®) emulsijos drumstumas tirpale [93]. Skaidant triacilgliceroliy
emulsijg, iSsiskiria riebaly rugstys, o joms sudarant netirpius kompleksus su

kalcio druskomis, galima sekti tirpalo drumstumo pokytj [79].
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1.3.6 Chromatografiniai metodai

Ivairtis chromatografiniai metodai naudojami lipidams ir TAG hidrolizés
produktams aptikti. Dazniausiai naudojama dujy chromatografija (GC), auksto
slégio skysCiy chromatografija (HPLC), dujy-skyséiy chromatografija ir
plonasluoksné chromatografija (TLC). Naturaliy lipazés substraty atveju dujy
chromatografija turi pranasumy prieS§ HPLC, nes HPLC naudojamy detektoriy
jautrumas tokiems junginiams yra zemas [80]. HPLC galima naudoti
sintetinius substratus — p-naftillauratg ir p-nitrofenillauratg, renkantis

atvirkstiniy faziy kolonéle [94].

Plonasluoksné chromatografija yra labai daznai naudojamas metodas
jvairioms lipaziy katalizuojamoms reakcijoms stebéti, lipaziy specifiSkumui
apibiidinti, taciau jis labiau tinkamas kaip palyginamasis metodas ir retai
taikomas lipoliziniam aktyvumui nustatyti. Pagrindiniai $io metodo privalumai
— gali biti naudojami natiirallis lipaziy substratai, kurie, kaip ir jy produktai,
lengvai aptinkami dazant jodu ar apanglinant. Pagrindiniai trikumai — ribotas
tikslumas ir didelio kruopstumo reikalaujancios procediiros. Ta¢iau galima ir
kiekybiné TLC analizé - ji dazniausiai atliekama densitometriniais, kartais
audioradiografiniais metodais (su radioaktyviai zymeétais triacilgliceroliais)

[79].

1.3.7 Imunologiniai metodai

Imunologiniai metodai leidZia aptikti lipazes biologinése terpése, nepaisant
to, ar jos aktyvios, ar ne. Imunofermentinés analizés metu (angl. ELISA -
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) naudojami antikiinai (daZniausiai
polikloniniai), prijungti prie kieto pagrindo, pvz., PVC mikrotitratoriaus
plokstelés. Lipazé yra antigenas ir reaguoja su Siais antiklinais (suri$éjais),
véliau dedama detektoriniy antikiiny (dazniausiai monokloniniy, atpazjstanciy
tam tikrg antigeno epitopg), antigeno kiekis nustatomas pagal antrinio

antikiino, Zzymeéto biotinu ar fluorescuojancia Zyme, kiekj. Lipaziy
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biotinilinimas ne visuomet paprastas, gali buti skirtingy jungimosi ypatumy
[79].

Imunobloto analiz¢ -  gelelektroforezés taikymas kartu su
imunocheminiais aptikimo metodais lipaziy molekulinei masei ir antikiiny

specifiskumui tam tikrai lipazei nustatyti [79].

1.3.8 Wilhelmy plokstelés metodas

Sis metodas, pavadintas jj atradusio mokslininko L. Wilhelmy garbei,
pagristas substraty - gryny monomolekuliniy pléveliy - pavirSiaus slégio
vandens / oro salyCio pavirSiuje matavimu. PavirSiaus slégis proporcingas
pavirSiaus jtampai. [SvirkStus lipaz¢ po Siuo monosluoksniu, jo jtampa mazéja
del tirpiy produkty susidarymo. Teflono ar platinos uztvara, jsiterpusi i lipidine
faze, juda, palaikydama pastovy plévelés pavirSiaus slégj. Reakcijos kinetika
stebima sekant uztvaros judéjima. Siuo metodu galima i$matuoti ir kontroliuoti
tokius svarbius veiksnius kaip pavirSiaus slégis, substrato molekulinis plotas

[80].

1.3.9 Kiti lipaziy aktyvumo nustatymo metodai

Verta paminéti ir kitus lipaziy aktyvumo nustatymo metodus, kurie
daZnai remiasi jdomiais principais ir gali turéti privalumy tiriant tokias sritis
kaip fermenty veikimo mechanizmai, substraty nanostruktiros pokyciai,
lipaziy aktyvumas in vivo. Taciau norint lipazes naudoti kaip katalizés jrankius,
tyréjai Siy metody vengia del jy sudétingumo, laiko sgnaudy bei brangios

aparaturos.

Radiometriniai metodai yra jautriausi, taCiau reikalingi brangls
substratai su radioaktyviomis zZymémis, analizé yra pertraukiama, nes reikia
atskirti Zymétus substratus nuo produkty, be to, reikalauja padidinto saugumo

[80].

Atominés jégos mikroskopija galima stebéti lipaziy poveikj misriy

lipidy bisluoksniams, registruojant gilius defektus turincias sritis — ,,skyles®.
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Sekant ,,skyliy” didéjimo priklausomybe nuo trukmés iSmatuojamas lipazes
aktyvumas. Siuo metodu patogu tirti nanomatmeny sistemas, lipaziy aktyvuma

skirtingos struktiros monosluoksniuose (pavyzdziui, su defektais) [95].

Furje transformuota infraraudonoji spektroskopija taikoma matuoti
atvirkstiniy TAG miceliy hidrolizei. Registruojamos riebaly riigs¢iy esteriy ir

laisvy riebaly riigd¢iy smailés (atitinkamai esant 1751 cm ™ ir 1715 cm ™) [96].

Metodai, kuriuose nustatomas issiskyrusio glicerolio kiekis. IS TAG-y
iSsiskyres glicerolis gali biiti nustatomas jvairiais metodais: oksiduojant iki
spektroskopiSkai nustatomo formaldehido; taikant bioliuminescencija -
naudojant luciferino - luciferazés kompleksa; glicerolj fosforilinant iki
glicerolio-3-fosfato, kuris virsta dihidroacetono fosfatu ir galiausiai vandenilio
peroksidu, kuris nustatomas spektrofotometriSkai su peroksidaze; kiekybiskai
nustatant i§ sintetiniy karboksiesteriy issiskiriant] spalvotg ar fluorescuojantj
alkoholj, taip pat HPLC ar dujy chromatografijos metodais [79]. Reikia
paminéti, kad laisvo glicerolio nustatymas néra daznai naudojamas lipaziy
aktyvumui iSmatuoti, nes visos trys acilgrupés retai skeliamos tos pacios
lipazés, be to, paskutiné¢ riebaly rugstis skeliama reakcijai arté¢jant prie
pusiausvyros, todé¢l Siuo biidu nejmanoma nustatyti pradinio reakcijos greicio

[80].

Fermentiné analizé kol kas néra labai efektyvi dél terpéje esanciy kity
fermenty sgveikos, nefermentiniy paraleliai vykstanciy reakcijy, fermentiniy
reakcijy pH nesuderinamumo, inhibicijos (slopinimo) kai kuriomis riebaly
rigStimis. Fermentinés lipaziy analizés pavyzdziai: Beneckea harveyi
liuciferazé Svyti esant laisvoms RR ir yra ypa¢ savita miristino riig§ciai. Esant
linolo riigs¢iai lipoksigenazés, sudaro hidroperoksidinj darinj, kuris gali bati
aptinkamas su tiocianatu (raudonas kompleksas) ar matuojamas deguonies
sunaudojimas. Naudojant acil-KoA sintetaze, acil-KoA oksidaze, gaunamas
enoil-KoA ir peroksidas, kuris esant fenolio ir aminoantipirino veréiamas ]

raudong chinoninj daza [79, 80].

31



In situ aptikimas Sviesos ir elektroniniu mikroskopu. Gyviny
audiniuose lipaz¢ galima aptikti inkubuojant lgsteles su trioleinu, véliau
veikiant Svino druskomis. Suformuojami netirplis §vino muilai, kurie matomi
mikroskopu. Tveen‘y hidrolizés produktai formuoja didesnes daleles, taciau

tween‘ai néra saviti lipazés substratai [97, 98].

Elektrinio laidumo tyrimai turi daug trikumy, nes didéjantis terpés
elektrinis laidumas, iSsiskiriant riebaly ragStims, labai priklauso nuo
temperatiiros, o jautrumas yra pakankamas tik naudojant triaceting, kuris néra

labai tinkamas lipaziy substratas [79]

PavirSiaus akustinés bangos jutiklis — metodas pagristas pavirSiaus
laidumo akustinéms bangoms pokyc¢iu i$siskyrus riebaly rugstims (substratas —
trioleinas) [99].

Kabancio aliejaus laSo metodas remiasi aliejaus-vandens pavirSiaus
jtempimo poky¢iy matavimu. Pavir§iaus jtampa mazéja hidrolizuojantis aliejui
ir ant laSo pavirSiaus kaupiantis hidrolizés produktams. Dél to keiciasi laso
profilis, kuris stebimas automatizuotu, dabar komerciskai prieinamu
tenziometru. PanaSiomis salygomis galima stebéti lipaziy jungimasi prie

aliejaus-vandens sglycio pavirsiaus [80].

1.4 Tirpiklio pasirinkimas lipaziy katalizuojamoms reakcijoms

Reakcijy, kuriy substratai ribotai tirpsta vandenyje ar vanduo yra
reakcijos produktas, iSeigos vandeninése sistemose dazniausiai yra Zemos
[100]. Parodyta, kad lipaziy katalizuojamos reakcijos (pvz. interesterinimas)
gerai vyksta tokiuose tirpikliuose kaip dioksanas, n-heksanas, n-heptanas,

acetonitrilas, acetonas, izooktanas, tret-butanolis ir tret-pentanolis [101].

Zinoma, jdomiausia strategija yra reakcija be tirpiklio, tatiau kai to
nejmanoma jgyvendinti, svarbiausia yra pasirinkti tinkamg tirpiklj [102].
Vertinant tirpikliy tinkamumg reakcijoms, daZniausiai remiamasi tirpiklio

savybe pasiskirstyti tarp n-oktanolio ir vandens. Si savybé isreiskiama logP
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vertémis: P yra tirpiklio pasiskirstymo koeficientas tarp 1-oktanolio/vandens
(dazniausiai naudojamy tirpikliy log P vertés pateiktos 1.3 lenteléje) [103].
Siekiant pasirinkti terpe, kuri neturéty zalingos jtakos fermentui ir jis buty
aktyvus ilgag laika, daZniausiai lipaziy katalizuojamoms reakcijoms
rekomenduojami tirpikliai, kuriy log P vertés > 3, pvz. n-heksanas ir n-
heptanas. Sie tirpikliai pla¢iai naudojami tokioms reakcijoms, kaip lipaziy
katalizuojama aliejaus ir riebaly restruktiirizacija [102]. Taciau bendra taisyklé,
teigianti, kad tirpikliai, kuriy logP > 3 yra tinkamiausi biokatalizei, ne visada
galioja, nes §i taisyklé 1§ esmés iSvesta 1S tokiy eksperimentiniyy reakcijy
rezultaty, kuriose nepoliniai substratai reaguodami sudaro dar labiau nepolinius
produktus, t.y. Sios taisyklés pagrindas yra reakcijos produkty ir tirpikliy
poliskumo suderinamumas [104]. Parodyta, kad nei tirpiklio apoliSkumas, nei
galimybé maiSytis su vandeniu néra tiesiogiai susij¢ su vandens mikrokiekiais
disponuojancios biokatalizés rezultatais, o tirpiklis turéty buti pasirinktas

substraty ir produkty prigimties (poliskumo) kontekste [105, 106].

1.3 Ivairiy tirpikliy, naudojamy lipaziy katalizuojamoms reakcijoms, log P vertés
[103].

Tirpiklis logP Tirpiklis logP
n-dekanas +5,6 Piridinas +0,71
n-heptanas +4,0 tetrahidrofuranas +0,49
n-heksanas +3,5 acetonas -0,26
toluenas +2,5 acetonitrilas -0,36
benzenas +2,0 etilmetilketonas -0,80
2-metil-2-butanolis  +1,3 dimetilformamidas -1,0
metil-tret-butileteris  +0,94 dioksanas -1,1
tert-butanolis +0,83 dimetilsulfoksidas -1,3

Poliniai tirpikliai néra tinkami reakcijoms, kuriy substratai labai skiriasi
savo poliskumu (pavyzdziui, cukry ir riebaly riig§iy esteriy sinteze).
Hidrofiliné molekulé (sacharidas) turi reaguoti su lipofiline (RR). Siuo atveju
tirpikliai su logP >3 netinka, nes angliavandeniai tokioje terpéje tirpsta labai

prastai arba netirpsta visai. Geras kontaktas tarp substraty yra reikalingas, todél
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pasirinktas tirpiklis turi bent dalinai juos tirpinti. Reikia rinktis tirpiklius su
zemesnémis log P vertémis, pvz. acetonitrilas, tret-butanolis, 2-metil-2-
butanolis (tret-amilo alkoholis) ar etil-metilketonas. Tretiniai alkoholiai yra
vienas geresniy pasirinkimo varianty, nes jie néra tinkami substratai daugumai
lipaziy (priesingai, nei pirminiai ir i§ dalies antriniai alkoholiai), nepasizymi
rySkiu fermento inaktyvavimu, o jvykus reakcijai dazniausiai juos nesunku

pasalinti [102].

Kai gali susidaryti keli reakcijos produktai, parinkus tinkama tirpiklj,
reakcijos pusiausvyrg galima pastumti link pageidaujamo produkto. T.y.
poliniuose tirpikliuose susidarius poliniams produktams, jie lengvai
solvatuojami, tode¢l toks tirpiklis veikia kaip produkto talpykla. PrieSingai,
nepoliniuose tirpikliuose polinis produktas solvatuojamas prastai, todél jis
linkgs reaguoti toliau, jei jmanoma, kol susidaro pakankamai nepolinis

produktas, kuris lengvai iStirpinamas [104].

Galiausiai renkantis tirpiklj labai svarbu jvertinti jo toksiSkuma.
Pavyzdziui, ankstyvojoje literatiiroje piridinas buvo daznai minimas Kkaip
tinkamas tirpiklis lipaziy katalizuojamoms reakcijoms atlikti [107], taciau jo

reikéty vengti dél toksiskumo [102].

Nors organiniai tirpikliai ir gali buti panasis } hidrofobing mikroaplinka,
esanig gyvuose organizmuose (pvz. biologinése membranose), be abejo jie
néra natiirali terpé fermentams, todél logiSka buty jvertinti tirpiklio sukeltus
konformacinius  pokyCius, kurie gali sumazinti fermenty Kkatalitinj
veiksmingumg [108]. Rentgenostruktiriné subtilizino acetoritrile  bei
chimotripsino heksane analizé parodé, kad Siy fermenty trimaté struktiira
tirpikliuose reik§mingai nesiskiria nuo jy strukttiros vandeniniuose tirpaluose.
Nors bevanden¢je aplinkoje natyvi konformacija ir néra termodinamiskai
palanki, fermentas neissivynioja dél kinetiniy barjery [109]. I§ tiesy vandens
nebuvimas sumazina baltymo lankstumg. Su vandeniu besimai$an¢iy organiniy

tirpikliy ir vandens miSiniuose arba su vandeniu nesimaiSanciy tiripikliy atveju
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esant dideléms vandens aktyvumo vertéms, baltymai tampa lankstesni, bet
maziau stabilds [108]. CALB visuose tirpikliuose pasizyméjo mazesniu Serdies
ir aktyvaus centro lankstumu, bet didesniu baltymo pavirSiuje esanciy
aminortgs¢iy lankstumu. Bendras lankstumas Zymiai didesnis vandenyje, nei
organiniuose tirpikliuose [110]. Taigi baltymy konformacija nelinkusi
pasikeisti organiniuose tirpikliuose, prieSingai, gryninant fermentus
liofilizacijos metu daznai pakinta antriné baltymy struktiira (sumaZzéja o-
spiraliy, padaugeja P-klos€iy). Baltymo struktiira apsaugojanti poveiki
liofilizavimo metu turi metoksipolietilenglikolis, su kuriuo liofilizavus
baltymus juos galima netgi iStirpinti kai kuriuose tirpiklivose iki 0,2 mg/ml
[108].

Vis labiau domimasi joniniy skys¢iy (JS) - jony pory, kurios yra skystos
kambario temperatiiroje - panaudojimu biokatalizei. Taciau pramonéje S§i
kataliz¢ dar nevykdoma dél aukstos Siy junginiy kainos ir gali biiti realiai
pritaikyta tik didelés pridétinés vertés molekuléms sintetinti [102]. Fermentai
suspenduoti JS lieka stabil@is ir aktyviis net jei jie néra stabilis ar aktyvis
Jprastiniuose organiniuose tirpikliuose. JS déka galima atlikti poliniy substraty
reakcijas nevandeningje terpéje, atsiveria didesnés galimybés efektyviai
vykdyti reakcijas su tokiais substratais, kaip peptidai, angliavandeniai,
nukleotidai ir kt. Ta¢iau tam, kad procesg galima biity vadinti ,,zaliu® ir taikyti
pramonéje, reikia ieskoti geresniy produkty (ypac poliniy nelakiy medziagy)

iSskyrimo buidy ir efektyvaus antrinio JS panaudojimo ir gryninimo [111].

1.5 Vandens jtaka lipaziy katalizuojamoms reakcijoms

Fermentams yra reikalingas nedidelis vandens kiekis, kad buty iSlaikoma
ju aktyvi erdviné konformacija. Jis reikalingas net ir tuomet, kai fermentas yra
prisijunges prie neSiklio [109, 112]. Vandens molekulés lemia baltymo
struktiiros vientisuma, aktyvaus centro polisSkumg ir stabiluma. Jos sgveikauja
su poliniais fermento aminoriigS¢iy radikalais, kurie kitu atveju sgveikauty
vienas su kitu, sukurdami neteisingg konformacing struktiira. Vanduo gali

apriboti hidrofobiniy substraty tirpuma aplink fermentg [113] .
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Prie fermento prisijunges vanduo tarsi atlieka tepalo funkcija. VisiSkai
sausi fermentai yra neaktyviis, ta¢iau fermentai organiniuose tirpikliuose,
apsupti didelio vandens kiekio, linke denatiiruoti [114]. Lipazés aktyvumui
bitinas vandens kiekis labai priklauso nuo jos prigimties. Kai kurie tyréjai
butinu vandens kiekiu laiko vienguba vandens molekuliy sluoksnj aplink
fermento molekule, kiti — minimalius kiekius, jsiterpusius j fermento molekule
[100]. Molekulinio modeliavimo eksperimentais su CALB nustatyta, kad visos
i§ iSorés fermentg supancios vandens molekulés vandeningje terpéje yra judrios
ir greitai pasikeicia, o cikloheksane jos suformuoja susisiekiantj vandens tinklg
aplink visg fermento molekule ir yra mazai judrios (1.7 pav.). Gilesniuose
sluoksniuose esancios devynios vandens molekulés yra nejudrios tiek

vandenyje, tiek cikloheksane [110].

1.7 pav. MaZesnio judrumo vandens molekuliy iSsidéstymas aplink CALB
struktiirg ir jos viduje (A) vandenyje ir (B) cikloheksane [110]

Esterinimo/hidrolizés reakcijy metu vandens kiekis veikia reakcijos
pusiausvyrg, taip pat produkty pasiskirstymag terpéje. Vanduo ne tik lemia
aktyvacija, bet ir prisideda prie fermenty termo-inaktyvacijos. Esant aukStoms
termperatiroms fermentai stabilesni mazai vandens turinCiose terpése nei

vandeniniuose tirpaluose [115].

Taigi vanduo gali turéti tiek teigiama, tiek neigiamg jtaka lipaziy

katalizuojamoms reakcijoms. Pagrindiniai veiksniai paminéti 1.4 lenteléje.
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1.4 lentelé. Vandens jtaka lipaziy katalizuojamoms reakcijoms organiniuose
tirpikliuose [21].

Teigiama vandens jtaka Neigiama vandens jtaka
Bendra aktyvacija dél padidéjusio Slopinimas (inhibicija) - trukdis
fermento vidinio lankstumo prisijungti substratg
Padid¢jes aktyvaus centro Sudaro difuzijos barjerg hidrofobiniams
poliskumas substratams

Skatina hidrolizg, kuri konkuruoja su
Padidéj¢s protono laidumas pasirinkta reakcija (esterinimu,
peresterinimu
Dalyvauja kaip substratas (pagerina
tik hidrolizg)

Organiniuose reakcijy miSiniuose esan¢iam vandeniui kiekybiSkai
jvertinti Halling pasitlé naudoti termodinaminio vandens aktyvumo (a,) dydj,
nes jis gerai koreliuoja su vandens kiekiu, prisijungusiu prie fermento, ypac¢ su
vandeniu nesimaisanciy tirpikliy atveju [116, 117]. Vandens aktyvumas kinta
nuo 0 visiSkai sausoje sistemoje iki 1 vandeniu jsotintoje sistemoje ir

pusiausvyros saglygomis visose fazése yra lygus [21].

Norint pasiekti efektyvig katalize, kontroliuojant vandens kiek; sistemoje,
reikéty rasti aukso vidurj tarp hidrolizés sumazinimo ir aktyvumo padidinimo,
jis turéty biiti nustatytas konkre¢iai reakcijos sistemai [73, 118]. Bendru atveju,
organinei biokatalizei geriausiai tinka su vandeniu nesimaisSantys hidrofobiniai
tirpikliai ir vandens kiekis Siek tiek zemiau jsotinimo ribos [109]. Tokiuose
tirpikliuose a, labai staigiai didéja link vieneto esant mazoms vandens
koncentracijoms (vandens molinei daliai <1 %). Dvifazése sistemose, kuriose
yra atskira vandens faze, a,, 1§ esmés lygus vienetui. Esant maZzoms a,, vertéms,
prisijunggs prie fermento vandens kiekis nepriklauso nuo tirpiklio tipo, taciau
a, retai naudojamas eksperimentuose nes jis néra paprastai ir greitai

nustatomas [100].

Deja, ne visi fermentai pakliista bendroms taisykléms. Pavyzdziui, CALB
peresterinimo reakcijos greitis mazéja didéjant vandens kiekiui sistemoje, 0

didziausios i$eigos pasickiamos bevandenéje terpéje [119-121]. Zinoma, yra ir
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priestaringy duomeny: kai kurie autoriai CALB esterinimo reakcijai nurodo
didesnes maksimalaus aktyvumo a,, reikSmes (0,69-0,90), tokias pacias, kaip ir
Candida rugosa lipazei, 0 Rhizomucor miehei lipazei a,, 0,9 [122]. Lipozyme
TL IM preparato atveju peresterinimo aktyvumas nekinta a,, intervale 0,113-
0,529, o didesnis a,, lemia didesnj laisvy RR susidaryma (hidrolizés reakcija)
[38].

Vandens aktyvumas lemia ne tik fermento aktyvuma, bet ir reakcijos
specifiSkumg: pavyzdZziui, lipaziy atrankumo RR profilis keiciasi keiciantis a,,
(1.8 pav.). Sie poky¢iai gali bti nulemti fermento plastiskumo pokygiy ir
jitakos, kurig substrato pasiskirstymui heterogeningje sistemoje gali turéti
nesiklis ir pastovios fazés poliSkumas kintant a, [122]. Taigi reakcijos
sistemoje esantis vanduo, fermento neSiklis ir tirpiklis sgveikauja tarpusavyje,

vandeniui pasiskirstant tarp katalizatoriaus, nesSiklio ir tirpiklio [100].
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1.8 pav. Santykinés selektyvumo konstantos (o vertés) jvairaus ilgio ir
nesotumo  laipsnio RR  esterinimo  1,3-propandioliu  reakcijoms,
katalizuojamoms B. cepacia lipazés, imobilizuotos ant anijoninés dervos [122].
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1.6 Acilgliceroliy acilgrupés migracija

Acilgrupés migracija (acilmigracija) acilgliceroliuose (gliceriduose) ir
kituose polioliuose, kuriy dalis hidroksilgrupiy yra acilinta, pradéta tirti jau
seniai [123]. Centrinis glicerolio anglies atomas yra prochiralinis, todél
diacilgliceroliai (DAG) kaip ir monoacilgliceroliai (MAG) turi po tris
izomerines formas: sn-1,2-DAG, sn-1,3-DAG ir sn-2,3-DAG, taip pat sn-1-
MAG, sn-2-MAG ir sn-3-MAG. Sie izomerai gali bati atskiriami fermentiskai,
metaboliskai ir chromatografiskai, taciau fizikocheminés enantiomery sn-1,2-
DAG ir sn-2,3-DAG bei sn-1-MAG ir sn-3-MAG savybés nesiskiria, todél
dazniausiai jie supaprastintai zymimi kaip vienas izomeras: 1,2-DAG bei 1-

MAG [124]. Taip jie bus Zymimi ir Siame darbe.

Migruojant acilgrupei, ji keicia padétj glicerido karkase, susidarant kitam
glicerido regio-izomerui ir ilgainiui nusistovi glicerido tipui biidinga
pusiausvyra. MAG atveju pusiausvyra nusistovi kai 2-MAG ir 1-MAG
santykis yra 1:9, o ilgagrandziy DAG miSinyje nusistovéjus pusiausvyrai 1,2-
DAG ir sudaro apie 30 — 40 % [124, 125]. Si pusiausvyra gali neZymiai pakisti
iStirpinus dalinius gliceridus tirpiklyje [126].

1.6.1 Acilgrupés migracijos mechanizmas

Emil Fischer [127] ir Serdarevich [125] pasitilytas skysty 2-MAG ir 1,2-
DAG acilgrupés migracijos mechanizmas. Acilgrupé migruoja susidarant
penkianariam intramolekuliniam tarpiniam junginiui, kuomet pirminés
hidroksilgrupés  deguonies atomas nukleofiliskai  atakuoja  antring
karbonilgrupe. Véliau seka Ziedo atsidarymas, susiformuojant termodinamiskai
stabilesniems, neSakotiems MAG ir DAG izomerams (1-MAG ir 1,3-DAG)
(1.9 pav.).

Izomerizacija lemia karboksilinés anglies elektrofiliSkumas ir steriniai
efektai, be to, pirminé hidroksilgrupé yra reaktingesné, nei antriné [128].

Acilgrupés migracija néra nei endoterminis, nei egzoterminis procesas, taigi jis
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yra varomas entropijos poky¢iy. Parodyta kad 1,3-DAG ir 1-MAG turi didesng

rotacing, vibracing ir sukimosi laisve nei atitinkami jy izomerai [124].

//Q OH
1.2-DAG OE /\
O H

Tarpinis

9 K/
ketalis R

//Q &
1.3-DAG OH
o

1.9 pav. Sitlomas acilmigracijos mechanizmas. | etapas (nepavaizduotas) -

karbonilinis anglies atomas tampa elektrofiliSkesniu, esant protonui, Il — Salia esantis
hidroksilgrupés deguonis nukleofiliskai atakuoja karbonilgrupés anglj, susidaro
penkianaris ziedinis tarpinis junginys (ortoesteris, arba ketalis), 111 — Hidroksilgrupés

deguonis vél nukleofiliSkai atakuoja anglj, jtemptas Ziedas atsidaro ir susidaro 1,3-
digliceridas. R — alkilgrupé. [124, 125]

1.6.2 Veiksniai, turintys jtakos acilgrupés migracijos greiCiui

MAG ir DAG acilmigracijos greitis priklauso nuo temperatiros, tirpiklio,
ja katalizuojanciy rags¢iy ir baziy bei migruojancios grupés prigimties [124].
Bendru atveju, digiliceridy acilmigracijos greitis turéty biiti mazesnis, nei

monogliceridy [125].
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Temperatiira. Did¢jant temperatiirai acilmigracijos greitis didéja, taciau
pusiausvyra lieka nepakitusi. 1.10 pav. po 650 val. pusiausvyra pasiekta 60 °C

ir 80 °C laikytuose méginiuose
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1.10 Temperatiiros jtaka acilgrupés migracijai 1,2-DAG virstant 1,3-DAG [124].

Tirpiklis taip pat turi jtakos acilgrupés migracijos greiciui. Nepoliniuose
tirpikliuose izomerizacija vyksta greiCiau, nei poliniuose [126]. Millgvist
Fureby teigimu, acilmigracija greic¢iau vyksta neprotoniniuose hidrofobiniuose
ir protoniniuose hidrofiliniuose tirpikliuose, tuo tarpu monooleinas stabilesnis
dipoliniuose hidrofobiniuose tirpikliuose. Taigi greita acilmigracija vyksta
sausuose alifatiniuose angliavandeniliuose ir su vandeniu besimaiSanciuose

alhoholiuose [129].

Tirpiklio priedai. Terpei tampant vidutiniSkai poline (j nepolinius
tirpiklius priedant alkoholiy, vandens, monooleino) acilgrupés migracija
sulétéja (j izooktang ar MTBE pridéjus etanolio acilmigracija sulétéja apie

50 %). | tirpiklius pridéjus vandens, acilmigracija sulétéja, taciau, jei kartu
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pridedama riebaly riigs¢iy ar baltymy, didéjant vandens aktyvumui, acilgrupés
migracija greitéja. Siam reiskiniui paaiskinimy nepasiiilyta [129]. Kiti autoriai
taip pat teigia, kad esant lipaziy, vanduo pagreitina acilgrupés migracija, ta¢iau
Siuo atveju vandens vaidmuo yra dalyvauti hidrolizés reakcijoje ir paversti 1,2-
DAG j 2-MAG, kuris migruojant acilgrupei virsta 1-MAG be jokios vandens
jtakos, tuomet Sis 1-MAG lipazés esterinamas j 1,3-DAG [126]. Pastebéta, kad
2-MAG izomerizacijg pagreitina sojy aliejus [124].

Riigs¢iy ir baziy jtaka. Rigstys ir bazés palengvina prading pirminés

hidroksilgrupés nukleofiling ataka 1.9 pav. [124].

Fermenty neSikliai. Tiriant ir taikant fermentus jvairioms gliceridy
konversijoms, svarbi fermenty imobilizacijai naudojamy neSikliy jtaka
acilmigracijai, nes ji gali lemti tokiy reakcijos produkty susidaryma, kuriy
nebuty tikimasi, naudojant specifines lipazes [64]. Neutralios medziagos,
priesingai nei kriivj turintys neSikliai, beveik neturi jtakos acilmigracijai. Ja
skatina neSiklio pavirSiuje esancios kriivj turincios grupés: vyksta rugstine ar
bazin¢ katalizeé arba tarp neSiklio (pvz. silikagelio) ir tarpinio junginio (ketalio)
sudaromas koordinacinis rySys, susiformuoja ortoesteris, todél Siuo atveju
aktyvacijos energija mazesné ir acilmigracija vyksta grei¢iau [129]. Duolitas
yra anijoniné mainy derva, skatinanti acilmigracija, todél fermentai,
imobilizuoti ant jos, gali atrodyti kaip nespecifiniai (pvz. Lipozyme RM IM
imobilizuotas ant Duolito 568). Celitas, daznai naudojamas fermenty
imobilizacijai, taip pat katalizuoja acilmigracija, taciau jei jis prie§ procediirg
plaunamas rigStimi, $i savybé prarandama nes pasalinamas teigiamas
pavirSiaus kriivis. Labiausiai acilmigracija skatina silikagelis, taciau silikagelis
su boro riigstimi slopina acilmigracija, nes boro riigstis suformuoja kompleksa

su laisvomis glicerolio hidroksilgrupémis [130].

Taikymas. Norint lipazes naudoti regioselektyvioms reakcijoms ar
regioselektyvumo tyrimams, verta naudoti neSiklj, neturintj pavirSiaus kriiviy,

kuris bty inertiSkas acilgrupés migracijos atzvilgiu, pavyzdziui polipropilena.
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Tirpiklis taip pat turi neskatinti acilmigracijos (tinkami tirpikliai yra ketonai,
eteriai ir toluenas), acilmigracija dar labiau slopinama pridéjus alkoholiy j

reakcijos miSinj, reakcijos temperatira turéty bati kiek jmanoma Zemesné

[129].

Norint specifines lipazes naudoti kaip nespecifines, neSikliai ir
acilmigracijg skatinantys reakcijos priedai kaip tik atveria daugiau galimybiy.
Biodyzelino sintezé — vienas i§ tokiy pavyzdziy. Lipozyme TL IM -
imobilizuota Thermomyces lanuginosus lipazé, zinoma, kaip grieztai 1,3-
specifing, taCiau ja naudojant biodyzelino sintezés katalizei reakcijos iSeiga
dazniausiai pasiekiama kur kas didesné¢ nei 66,7 % (tokia biity teoriné
didziausia biodyzelino iSeiga, jei buty skeliamos tik 1- ir 3-TAG esterinés
jungtys). Manoma, kad reakcijos proceso metu vyksta acilmigracija, ypac
atsizvelgiant j tai, kad $io fermento imobilizacijai panaudotas silikagelis [64].
IS tiesy, jvariy tyrimy metu naudojant anijonines jony mainy dervas, silikagelj,
ant poliuretano imobilizuotas lgsteles, buvo pagerinta fermentinés biodyzelino
sintezés iSeiga [64, 65, 131]. Tik Wang ir kt. tyrimy metu silikagelis,
naudojamas kaip reakcijos priedas, turéjo neigiamg jtaka biodyzelino reakcijos
iSeigai (iSeiga tik 2 %, palyginus su gryna lipaze ir kitais priedais gauta 82-
90 %), autoriai svarsto, kad tai galéjo lemti silikagelio higroskopiskumas [65],
taCiau tokia maza iSeiga turéjo baiti nulemta ne acilmigracijos, bet pacios
katalizés slopinimo, kurj galéjo lemti naudotas silikagelio tipas (pavyzdziui
skirtas plonasluoksnei chromatografijai), jo sudétyje galéjo biti ir kity
medZiagy. Taigi biodyzelino katalizés efektyvuma gali nulemti jvairis
reakcijos miSinio priedai, kuriy poveikis tam tikromis salygomis gali biti
neprognozuojamas, todél biitina griezta reakcijos salygy kontrolé. Tai aktuali

sritis, kurioje reikalingi detalesni tyrimai.

1.7 Llipaziy panaudojimas pramonéje ir biokatalizei

Organin¢je sintez¢je lipazés yra plaiausiai naudojama fermenty klasé
[1], o pagal fermenty pardavimy dydj jos uzima trecig vieta po proteaziy ir

karbohidraziy [30]. Komercinis lipaziy panaudojimas - milijardus doleriy
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skaiCiuojantis  verslas, apimantis daugelj sri¢iy. Dazniausiai lipazes
naudojamos riebaly ir aliejaus, maisto produkty perdirbimui, odos ir tekstilés
apdirbimui, dedamos ] skalbiklius, ploviklius, buitinés chemijos prekes,
popieriaus gamybai, ypatingy cheminiy junginiy Sintezei (angl. fine
chemicals), vaistiniy ir kosmetiniy medZiagy gamybai, taip pat riebiy atlieky
bei poliuretano irimui pagreitinti [25]. Jau 1974-aisiais Seitz aprasé
pagrindines lipaziy taikymo sritis [132], kuriy dauguma, beje, sutampa su
Siandieninémis, vis délto, dél intensyviy tyrimy ir taikymo per keturis

deSimtmecius panaudojimo biidy, reakcijy ir produkty jvairove labai iSsipléte.

Didziausias biokatalizés naudojant lipazes privalumas — Svelnios
reakcijos salygos, labai gryny produkty sintezé ir/ar lengvesnis jy gryninimas
[73]. Pramoninés biokatalizés poveikis aplinkai mazesnis, nes susidaro
mazesni Salutiniy produkty kiekiai, Zemesné reakcijos temperatiira, maziau
sunaudojama vandens [37]. Galimybés taikyti lipazes oleochemijos pramonéje
yra didziulés. Aliejy ir riebaly gamybos apimtys pasauliniu mastu siekia
mazdaug 60 mln. tony per metus, 1§ jy Zymi dalis (daugiau nei 2 mln. tony per
metus) sunaudojama daug energijos reikalaujanciuose procesuose, tokiuose
kaip hidrolize, glicerolizé¢ ir alkoholizé (temperatiros siekia 240 — 260 °C,
naudojami auksti slégiai). Tokiy reakcijy produktai daznai yra nestabilils, o
priemaiSy ir skilimo produkty pasalinimui reikalingas perdistiliavimas.
Nesocigsias RR turintys, auksStoje temperatiiroje nestabillis aliejai taipogi
negali biiti naudojami tokiuose procesuose be iSankstinio hidrinimo. Energijos
taupymas ir galimybé iSvengti terminés degradacijos tikriausiai yra
patraukliausios procesy savybés, keiCiant dabartines chemines technologijas

biologinémis [30].

Nepaisant to, kad komerciniu biidu platinamy lipaziy yra santykinai daug,
ju taikymas pramongje — ribotas. Tai lemia didelé kai kuriy fermenty kaina,
maza lipaziy, gaminamy dideliais kiekiais, jvairové bei prastos kai kuriy
biokatalizés procesy eksploatavimo savybés. Vis dél to lipazés Siuo metu

daugiausia naudojamos maisto, detergenty ir farmacijos pramonése [26].
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Parduodamy lipaziy preparaty kaina labai priklausomo nuo to, ar
sudétinga fermentg iSskirti ir ar jau yra sukurti rekombinantiniai organizmai jo
sintezei [58]. Autoriai teigia, kad dauguma fermenty, Siuo metu naudojamy
organinéje sintezéje, gali biiti gaminami dideliais mastais. Kai kurie jy yra

pakankamai pigiis ir naudojami kaip skalbimo milteliy sudedamoji dalis.

1.5 lentel¢je pateiktos kai kurios komerciniu biidu platinamos lipazées, jy

Saltiniai ir taikymo pramongje sritys.

1.5 lentelé. Kai kurios komerciniu budu platinamos lipazés, jy Saltiniai ir taikymo
pramonéje sritys [25].

Saltinis Taikymo sritis Komercinis Gaminanti
pavadinimas bendrové
Humicola lanuginosa Detergentams Lipolase TM Novo Nordisk

Candida cylindracea

Maisto pramonéje

ChiroCLEC_CR

Atlus Biologics

Lipase AY Amano
Lipase MY, lipase OF- Meito Sangyo
360 Boechringer
Chirazyme® L-3 Mannheim
Lipomod™ 34P-L034P Biocatalysts
C. rugosa Organinéje sintezéje  Lipase AY ,,Amano® 30 Amano
Resinase Novozymes
R. miehei Maisto gamyboje Palatase Novozymes
T. lanuginosus Detergentams Lipolase®, Lipolase®™ Novozymes
Ultra, Lipo Prime™,
Lipex®
Aspergilus niger Maisto gamyboje Lipase A ,,Amano® 6 Amano
Lipolive AN Lyven
Rhizopus oryzae Maisto  gamyboje, Lipase F-AP15 Amano
aliejaus pramongje Lipomod™ 627P-L627P  Biokatalizé
Rhizopus niveus Aliejaus pramonéje  Newlase F Amano

Mucor miehei Maisto gamyboje Piccnate Gist-Brocades
Novo Nordisk
Mucor javanicus Maisto  gamyboje, Lipase M ,,Amano* 10 Amano
aliejaus pramongéje
Penicillium roquefortii  Maisto gamyboje Lipomod™ 338P-L338P  Biocatalysts
Penicillium Maisto  gamyboje, Lipase G ,,Amano*“ 50 Amano
camemberti aliejaus pramonéje
Penicillium sp. Maisto gamyboje Lipomod™ 621P-L621 Biocatalysts
Candida antarctica Organingje sintezéje ~ Chirazyme® L-5 SP526 Boehringer
A/B Chirazyme®™ L-2 SP525 ar  Mannheim
Novozym 435 Nova-nordisk
Geotrichum candidum  Aliejaus pramonéje ~ Chirazyme™ L-8 SP524, Boehringer
Lipolase® Mannheim

Nova-nordisk

Mikrobinés kilmes lipazés yra kur kas dazniau naudojamos nei augalinés

ar gyvininés lipazés. Mikroorganizmy atveju galima pasiekti didesnes

fermenty

iSeigas

bei

genetiskai

modifikuoti
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mikroorganizma, tokiu biidu gaunant pigig pageidaujamy savybiy lipazg [73].
Mikrobinés lipazés gali katalizuoti didelg reakcijy jvairove vandeninéje ir
bevandenéje aplinkoje. Mokslininkus ir pramonininkus ypatingai domina
chemo-, regio- ir enantio-specifinis (savitas) fermenty elgesys. Daug
bakteriniy, grybiniy ir kelios gyviininés bei augalinés lipazés iSgrynintos iki
homogeninio lygio [80].

Praktiskai visos pramoniniu biidu sintetinamos lipazés yra uzlastelinés —
sekretuojamos (iSskiriamos) 1§ lasteliy i i1Sor¢ — paSalinus biomase jos lieka
augimo terp¢je, 18 kurios koncentruojamos garinant, filtruojant per
membaranas ar Kristalizuojant, priklausomai nuo numatytos paskirties. Jei
reikalingi gryni fermentai (pvz. tyrimams), jie dazniausiai gryninami jvairiais

chromatografijos biidais. [34]

Tikimasi, kad pasiekimai vertingy bei brangiy junginiy biokatalizés
srityje padés biokatalizei judéti koja kojon su organine sinteze (chemo-
fermentinis sintetinis kelias), o Sio darbo vaisiy galime tikétis dvideSimt

pirmame amziuje [133].

Lipaziy panaudojimo spektras organinés sintezés reakcijoms katalizuoti
literattiroje yra bene placiausiai ir iSsamiausiai iSnagrinétas, todél vertas atskiro
aptarimo ir Siame darbe. In situ lipaziy taikymas maisto, popieriaus, 0dos
pramonéje, medicinoje (pvz. virskinimui, biosensoriams) bei nuoteky valymui
detaliai apzvelgtas Hasan ir kt. publikacijoje [30], o fosfolipidy konversijos -

Adlercreutz apzvalgoje [21]. Biodegaly sintezé aprasyta atskirai 1.8 skyriuje.

1.7.1 Triacilgliceroliy fermentiné sintezé

Lipazés yra puikiis jrankiai TAG sintezei ar modifikacijoms organinéje
terpéje [134]. Jos pasizymi jvairiais specifiSkumo tipais triacilgliceroliy
substraty atzvilgiu. Ypatingai svarbus regiospecifiSkumas, nes didel¢ dalis
lipaziy specifiskai atskelia riebaly rtgstis, esancias glicerolio karkaso sn-1 ir
sn-3 padétyse. Reikia turéti omenyje ir specifiSkumg riebaly rugsties grandinés

ilgiui bei nesotumo laipsniui, ta¢iau TAG gamybai §i savybé iki Siol
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neiSnaudojama. StereospecifiSkumas ribotai buvo panaudotas chiraliniy TAG

sintezei [135].

sn-1,3-Specifinés lipazés puikiai pasitarnauja Sn-1 ir sn-3 padétyse
turinéiy skirtingas nei Sn-2 padétyje riebaly rugstis TAG sintezei [21]. Tai —
vadinamieji struktiiriniai TAG. Jei jie turi vidutinio ilgio riebaly ragstis sn-1 ir
sn-3 padétyse ir nesoCigja ilga riebaly ragst; sn-2 padétyje, jie gali buti
naudojami kaip vidutinio grandinés ilgio trigliceridy pakaitalas (koncentruota
kalorijy dozé kasos nepakankamumga turintiems ligoniams) [136]. Struktiiriniy
trigliceridy sintezé svarbi kokybisky, kuo panaSesniy | motinos pieng, kudikiy

misiniy riebaly sintezei [137].

RegiospecifiSkumu  nepasizyminios  lipazés  jau  naudojamos
triacilgliceroliy riebaly riigs¢iy pakeitimo reakcijose. Svarbiausias pavyzdys —
margarino riebaly interesterinimas (riebaly riigS¢iy mainai tarp skirtingy
triacilglicerolio molekuliy). Margarinas ir riebalai kepiniams paprastai sudaryti
i§ dviejy arba daugiau sudétiniy daliy, kuriy viena yra aukstos lydymosi
temperattros, kita — Zemos. Norint gauti homogeniska produkta, reikalingi
ricbaly riigs¢iy mainai (randomizacija) tarp triacilglicerolio molekuliy.
Cheminiu budu tai atlickama naudojant katalizatoriy natrio metilata.
Fermentiné reakcija yra konkurencinga, nes sukurtas pigus fermento
imobilizacijos budas, gaunama didesné iSeiga, maziau atlieky ir pigesnis
produkty gryninimas [21]. 2001 bendradarbiaujant su Novozymes, Karlshamns
(dabar AAK) pirmieji Svedijoje pradéjo naudoti imobilizuota fermenta
Lipozyme® TL IM margarino gamybai. Pirmasis pramoninis reaktorius talpino
400 kg imobilizuotos lipazés. 2002 Archer Daniels Midland (ADM) jrengé
pirmajj komercinj fermentinj reaktoriy JAV, jie pirmieji ir pradéjo gaminti

riebalus kepiniams bei margaring be trans- riebaly rugsciy [37].

1.7.2 Esteriy fermentiné sintezé

Didzioji dalis reakcijy, vykstanciy organinéje aplinkoje ir katalizuojamy

lipaziy pagalba, yra esteriy sintezeé. IS tiesy, taip galima susintetinti didele
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esteriy jvairove. Nors jprastai esteriai sintetinami cheminés katalizés budu,
fermentiné katalizé turi savy privalumy. Vienas i§ pavyzdziy, kelianc¢iy didelj
susidoméjimg - tai skoniy ir kvapy esteriy, naudojamy maisto pramongje,
sintezé. Fermentiniu keliu susintetinti esteriai gali biti Zymimi kaip
,hattiraliis®, skirtingai nuo susintetinty cheminiu biidu. Kvapy ir skoniy esteriai
tradiciS$kai sudaryti i§ acto, sviesto ar kaprino riigsciy ir etanolio, butanolio,
izopentanolio ar sudétingesniy alkoholiy, pvz. geraniolio. Sintetinant esterius,
reikia atkreipti démesj, kad trumpos riebaly riigStys yra salyginai polinés ir
fermento mikroaplinkoje gali disocijuoti, taip sumazindamos pH. Dél to gali
sumazeéti  fermento aktyvumas. PraktiSkai §i  problema sprendZiama

acildonorais naudojant Siy rtigsciy esterius [21].

llgy riebaly riigsciy ir ilgy alkoholiy esteriai vadinami vaskais.
Fermentinis biidas naudojamas vaSkams, skirtiems kiino prieziiiros
priemonéms (kosmetikai), sintetinti. Jei reakcijos metu susidarantis vanduo
efektyviai Salinamas i reakcijos miSinio (pvz. puciant sausg org per reaktoriy),
galima pasiekti beveik pilng konversija i§ ekvimoliariniy reaguojanciy

medziagy miSiniy [21].

1.7.3 Enantiomery atskyrimas

Kaip jau minéta, lipazés — placiausiai organingje sintezéje naudojama
fermenty klasé. Jos ypatingai vertingos kinetinio raceminiy junginiy atskyrimo
reakcijose. Tai lémé didelis komerciniy fermenty preparaty pasirinkimas,
platus specifiSkumas ir, lyginant su Kkitais fermentais, santykinai geras
stabilumas organinéje aplinkoje [1]. Daugelis farmaciniy kompanijy naudoja
lipazes optiskai aktyviy tarpiniy junginiy sintezei Vvidutinio stambumo
(kilogramy) mastu [30]. Raceminio miSinio kinetinis atskyrimas — tai metodas,
kai lipazé paveréia vieng i$ enantiomery produktu, tuomet jis gali bati lengvai
atskirtas nuo nesureagavusio izomero. ldealiu atveju fermentas produktu
pavercia tik vieng i§ enantiomery, tac¢iau realybéje dazniausiai reaguoja ir kitas
enantiomeras, tik léCiau. Kinetinio atskyrimo sékme lemia lipazes

specifiskumas, kuris apraSomas enantiomeriniu santykiu (ES), apibréziamu
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kaip dviejy enantiomery fermentinés konversijos specifiSkumo konstanty
santykis [21]. Grjztamoji reakcija gali sumazinti enantiomero pertekliy
(enantiomeric excsess) [138]. Kita vertus, ta pati lipazé gali biiti panaudota
trijy tipy reakcijoms: hidrolizei, esterinimui, peresterinimui katalizuoti. Tai yra
didelis privalumas, nes padidéja tikimybé rasti praktiskai naudinga reakcija,
pasizyminCig pakankamai dideliu ES (galimybé rinktis 1§ trijy tipy reakcijy,
kuriy ES skirtingi) (1.11 pav.). Be to, reakcijos grjztamumo problemos galima
iSvengti acildonorais naudojant vinilo ar izopropenilo esterius, nes susidarantys
Salutiniai reakcijos produktai - nestabiliis alkoholiai, taigi reakcija tampa

praktiskai negrjztama [21].

Fermentiné hidrolizeé Lipaze, greita . (R)-alkoholis + riigstis

. Cheminis etapas . . - .
(R,S)-alkoholis » (R,S)-esteris Enantiomerinis santykis: E1

LiPazé,\lélB\ (S)-alkoholis + ragstis

Likes substratas: (S)-esteris

Fermentinis esterinimas

Lipazé, greita (R)-esteris

(R S)-alkoholis + rUgétiS Enantiomerinis santykis: E, Likes substratas: (S)-alkoholis
Lipam\; (S)-esteris

Fermentinis peresterinimas

(R)-esteris + acetaldehidas

LipazéW

(R,S)-alkoholis + vinilacetatas Enantiomerinis santykis: E3 Likes substratas: (S)-alkoholis

Lipazem (S)-esteris + acetaldehidas

1.11 pav. Lipaziy katalizuojamos reakcijos dviejy raceminio alkoholio enantiomery
atskyrimui. Du pagrindiniai produktai kiekvienu atveju pazyméti raudonai (reakcijos
produktas ir likgs substratas). Visais atvejais lipazé konvertuoja substrato R-
enantiomerg greiciau, nei S-enantiomera, taciau enantiomerinis santykis (E) kiekvienu
atveju gali buti skirtingas [21].

ChiraliSkumas lemia daugelio vaisty veiksmingumg. Kelios kompanijos
pasaulyje daugiakilograminiu mastu gamina optiskai grynus junginius, i$§ kuriy
véliau sintetinami gryni herbicidai arba nesteroidiniai prieSuzdegiminiai vaistai
(naproxenas, ibuprofenas). C. antarctica lipazé¢ (Novozyme® 435) naudojama
kinetiniam flurbiprofeno atskyrimui enantioselektyviai esterinant alkoholiais.

Baclofen‘o raceminio mi$inio atskyrimui naudojama C. cylindracea lipazé
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[30]. BASF pramoniniu biidu sintetina chiralinius aminus, katalizuojant
imobilizuotai CALB ar Burkholderia lipazei. RML taip pat naudojama

pramonéje [21].

1.7.4 Praturtinimas riebaly rugstimis

Analogiskai kinetiniam enantiomery atskyrimui fermentai gali biti
naudojami kity izomery ar giminingy medziagy praturtinimui. Lipaziy
katalizuojamas praturtinimas riebaly riig§timis remiasi tuo, kad lipaze, biidama
specifiska tam tikram RR grandinés ilgiui, dviguby jungCiui kiekiui ir/ar
pozicijai, taip pat kitoms savybéms (Sakotumui, hidroksilinimui), greiciau

atskelia Sias RR nuo glicerolio karkaso.

Dél teigiamo poveikio sveikatai, norint gauti specialy maisto papilda,
labiausiai domimasi juriniy gyviny aliejuje randamy ilgagrandziy -3
(eikozapentano ir dokozaheksano) RR praturtinimu. Vykdant kartotine lasisy
aliejaus hidrolize, ilgagrandziy omega-3 riebaly riig§ciy kiekj galima padidinti

nuo 16 iki 51 %. [21].

1.7.5 Monoacilgliceroliy ir diacilgliceroliy fermentiné sintezé

Nesotiis MAG naudojami kaip pradinés medziagos kity struktiriniy
medziagy sintezei. Brangius 2- MAG galima gauti vykdant TAG fermenting
alkoholizg, kuri ypa¢ naudinga kai sintetinami aukstai temperattrai jautrls
MAG [101, 136]. Viena i§ alkoholizés atmainy — glicerolizé, taCiau jos
pagrindinis trukumas yra tas, kad reakcijos sistema susideda i§ trijy faziy:
hidrofobinés aliejaus fazés, hidrofilinés glicerolio fazés ir netirpios
imobilizuoto fermento fazés. Fermentai turi hidrofiliniy amino riig§ciy, todél
fermentas gali aplipti glicerolio molekulémis ir apsunkinti aliejaus molekuliy
pricinamumg [139]. Dél Siy priezasCiy fermentiné glicerolizé pramongje

nepraktiska [101].

1,3-DAG gali biiti sintetinami cheminés glicerolizés biidu i§ riebaly
naudojant Sarminius katalizatorius ir temperatiiras, vir§ijancias 200 °C [140],

taCiau iSeiga ir grynumas menki, todél pramoninei sintezei nelabai tinkami
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[141]. 1,3-DAG galima gauti esterinant riebaly rtgstis be tirpiklio, naudojant
1,3-regiospecifines lipazes ir Salinant i§ reakcijos miSinio vandenj. Sistemoje
be tirpiklio pasiekta 84,6 % iseiga ir 96 % grynumas naudojant oktano rtgstj
[142].

1.7.6 Poliesteriy sintezé

Poliesteriai praktiniu atzvilgiu yra labai svarbios ir placiai naudojamos
medZiagos, tokios kaip polietilentereftalatas (PET), polibutilensukcinatas
(PBS), poli-e-kaprolaktonas (PCL) ir polipieno ragstis (PLA) (formulés
pavaizduotos 1.12 pav.). Pramonéje pirmieji du gaminami polikondensacijos,

Kiti — ziedo atidarymo polimerizacijos biidais [143].

**9* 9_00H2CH20 9CH2CH29_OCHQCH20H2CHQO
Ke) o) n = n
PET

CH3
—CCHQCHQCHZCHZCHzo% j[C C o%
0

1.12 pav. Praktiskai naudojamy poliesteriy pavyzdziai [143]

Ziedo atidarymo polimerizacija vyksta polimerizuojant ciklinius
monomerus (tokius kaip cikliniai esteriai — laktonai), o kondensacijos
polimerizacija vyksta reaguojant karboksi rigsties ar esterio grupei su
alkoholio grupe. Lipaziy katalizuojama polimerizacija pasizymi ypatingu
chemo-, regio- ir enantioselektyvumu, todél turi jvairiy pranasumy prie$

cheming polimerizacija, norint gauti tam tikry savybiy produktus [143].

Polihridroksialkanoatai,  biodegraduojami  polimerai, in  vivo
(fermentatoriuje) buvo susintetinti XX a devintajame deSimtmetyje [144]. In
vitro sintezé naudojant lipaz¢ pirma karta apraSyta to paties deSimtmecio
viduryje, taCiau realiai tos krypties tyrimai prasidéjo 1993 m., kai ziedo
atidarymo polimerizacija buvo nepriklausomai atrasta dviejy grupiy [145, 146].

Véliau fermentinés polimerizacijos budais gauti polisacharidai, poliesteriai,
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poliaromatiniai junginiai, kurie gali biiti modifikuojami jvairiomis funkcinémis
grupémis tame paciame reakcijos miSinyje [147]. Poliesteriy sintezés tyrimams
naudojamos C. cylindracea, P. fluorescens, A. niger, C. rugosa, P. roqueforti,
P. cepacia, R. japonicus, R. miehei, C. antarctica, Y. lipolytica, kiauliy kasos
lipazés. Fermentiné polimerizacija atitinka Zaliosios polimery chemijos
aspektus, taciau nepaisant visy galimybiy ir privalumy fermentiné polimery

sintezé pramonéje vis dar beveik nenaudojama [143].

1.7.7 Lipofilizacija

Lipazés gali biiti naudojamos lipofilizacijos reakcijoms, } hidrofiling
junginj, tokj kaip sacharidai, aminoriigstys, baltymai ar fenoliniai junginiali,
iskiepijant (angl. grafting) lipofiling grup¢ ir taip padidinant junginiy tirpuma
hidrofobinéje terpéje. Hidroksi- arba karboksi- grupes turintys hidrofiliniai
junginiai gali buti paverCiami ilgagrandziy karboksirtigs¢iy ar alkoholiy
esteriais. Dauguma $iy junginiy yra gana jautriis reakcijos sglygoms, todél
katalizuoti reakcijas lipazémis yra paranku, nes jos vyksta Svelniomis
saglygomis. Didziausia klittis yra ta, kad substratai labai skiriasi savo
poliskumu ir giminingumu tirpikliui [21, 102]. Naudojant lipazes lipofilizuoti
galima ne vien substratus, turin¢ius alkoholio ar karboksirtigsties grupes, bet ir
amino rigstis. Nors amino riigS§tys bei jy dariniai ir néra natiralts lipaziy
substratai, ta¢iau publikacijose aprasoma fermentiné n-acil-aminortigséiy (dar
vadinamy lipoaminoriig§¢iy) sintez€¢ bei jdomios jy pavirSiaus aktyvumo
savybés taip pat biologinis (antimikrobinis) aktyvumas [148]. Viena vertus,
riebaly rugstys gali buti acildonorais Soniniy hidroksi-, amino- ar tioliniy
grupiy lipofilizavimui, kita vertus, naudojant ilgagrandzius alkoholius ar
aminus galima lipofilizuoti Sonines karboksigrupes. Analogiskos modifikacijos

gali buti atliktos baltymams [102].

Lipazés gali buti panaudotos netgi tokiy sudétingy junginiy, kaip
polifenoliai, lipofilizacijai [149]. Flavonoidai, randami daugelyje augaly rusiy,
jJdomiis savo stipriomis antioksidacinémis savybémis, taciau dél savo

hidrofilisSkumo juos sunku panaudoti aliejy ir riebaly apsaugai nuo oksidacijos.
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Lipaziy pagalba modifikuojant flavonoidus galima padidinti jy lipofilisSkuma.
Rutinas ir naringinas buvo modifikuoti C8-C12 riebaly ragstimis naudojant
CALB, konversija sieké 50 — 60 %, aptiktas tik flavonoido monoesteris, todél

manoma, kad Sis esterinimas regioselektyvus [150, 151].

Didzioji dalis reakcijy, kuriose naudojami nejprastiniai lipaziy substratai,

geriausiai katalizuojamos CALB.

1.7.8 Angliavandeniy modifikacijos

Angliavandeniy esteriai yra patrauklios pavirSiaus aktyviosios medZiagos
(PAM). Jie gali biiti sintetinami cheminiu bidu, ta¢iau naudojant lipazes
jmanomas regioselektyvus acilinimas $velniomis saglygomis [21]. Fermentinis
polisacharidy acilinimas — sudétinga uzduotis dé¢l labai skirtingy reaguojanciy
medziagy tirpumo savybiy. D¢l didéjan¢io susidoméjimo 1§ atsinaujinanciy
zaliavy pagamintais produktais, daug pastangy skiriama polisacharidy, esanciy

gamtoje (ypatingai krakmolo) acilinimui [21, 152].

1.8 Biodyzelino sintezé
1.8.1 Biodyzelino sgvoka, reikSmé, susije reglamentai

Pasaulyje sunaudojamos energijos kiekis nuolatos didéja i§ esmés dél
dviejy priezas¢iy: 1) gyvenimo biido pokyciy ir 2) rySkaus Zzmoniy populiacijos
augimo. DvideSimt pirmame amziuje ypac iSrySkéjo neigiamas Siltnamio dujy
poveikis aplinkai bei naftos atsargy mazéjimas. Siuo metu naudojamos §ios
alternatyvus kuro rsys — oksigenatai (alkoholis, eteris ir kt.), augaliniai aliejai
ir jy esteriai, dujinis kuras (vandenilis, suskystintos naftos dujos), dujiniai

angliavandeniliai, paversti skystais (GTL) ir akmens anglies dariniai [153].

Europos Salys pripazjsta alternatyvaus kuro poreikj, todél isleistos
direktyvos, skirtos skatinti biokuro ir kito atsinaujinancio kuro naudojima
transportui (2003/30/EC, véliau 2009/28/EC). Ja remiantis, 2020 m. 20 %
Europos sunaudojamos energijos turés biiti gaunama i§ atsinaujinanciy Saltiniy

[73]. Privaloma sunaudojamos energijos dalis, kuri turi buti gaunama i$§
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atsinaujinanciy iStekliy, kiekvienai Europos sajungos Saliai yra skirtinga,
priklausomai nuo jos gamtiniy iStekliy, dabartinio atsinaujinanciy iStekliy
naudojimo laipsnio ir kity veiksniy, ir svyruoja nuo 10 % (Malta) iki 49 %
(Svedija). Lietuvai § dalis 2020 metais turés siekti 23 % [154, 155].
Atitinkami nutarimai priimti Lietuvos respublikos atsinaujinanciy iStekliy

energetikos jstatyme [156].

Biodyzelinas — viena i§ alternatyvaus kuro rasiy. Tai augalinés ar
gyvininés kilmeés riebaly rugsciy alkilo (metilo, etilo, propilo ar kt.) esteriy
misinys. Tai dazniausiai naudojamas biologinés kilmés kuras [157]. 2005
pasaulyje pagaminamo biodyzelino kiekis buvo lygus 2,92 min tony per metus
(per 5 m. nuo 2000 sis kiekis padidéjo 3 kartus), i$ kurio 87 % buvo gaunami
Europos sajungoje. [158]. Pasaulio atsinaujinanciy istekliy ataskaitoje
uzregistruotas 2010 m. pagaminamo biodyzelino kiekis jau sieké 19 milijardy
litry per metus (1.13 pav.) [159]. Naujuose ES planuose sitiloma nedidinti
biodyzelino kiekio i§ maistui tinkamo ir vertingus Zemés tikio plotus uzimanciy
augaly aliejaus dél didesnio CO, pédsako, atsirandanéio dél Zemés tkio
naudmeny perskirstymo ir misko ploty iskirtimo auginti aliejingoms kultiiroms
(pasitilymas ES direktyvai reglamentuoti 5 % Sios kilmés biodegaly degaluose)
[160], atliekinio aliejaus panaudojimas skatinamas, o jo gamybai ypac
tinkamos lipazés.
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1.13 pav. Pasauliné biodyzelino gamyba 2000 — 2010 m. [159].
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Biodyzelinas yra gera kuro atmana ne tik todél, kad gaminamas i$
atsinaujinanc¢iy Saliniy, bet ir todél, kad jam degant nesusidaro sieros oksido,
be to, lyginant su jprastiniu dyzelinu, mazesné kity kenksmingy medziagy
emisija: CO vidutiniSkai 48 %, kiety daleliy koncentracija apie 47 %,
angliavandeniy (dél kuriy susidaro smogas) - 67 %, kancerogeninj poveikj
turin¢iy policikliniy aromatiniy angliavandeniliy - 75-85 %. Azoto oksidy
(NO,) emisija sumazéja arba padidéja, priklausomai nuo variklio tipo ir sglygy
[30, 161]. Europoje biodyzelinas turi atitikti kokybés reikalavimus, aprasytus
standarte EN 14214 [162].

1.8.2 Zaliavos, naudojamos biodyzelino gamybai

Biodyzelinas gali biiti gaminamas 1§ jvairiy trigliceridy, gaunamy i$

skirtingy Saltiniy. Juos galima suskirstyti j tris pagrindines grupes:

1) augaliniai aliejai, pavyzdziui, saulégrazy, sojy, rapsy,
palmiy, braivéliy (Jatropha), vilnamedzio ir kt.;
2) gyvuliniai riebalai, pavyzdziui, taukai, lajus;

3) kepimo aliejaus ir pramoninio aliejaus atliekos [73].

Riebalai ir aliejus gali buti klasifikuojami pagal savo fizikines (tankis,
klampumas, lydymosi temperatiira, 1GZio rodiklis) ar chemines (rligStingumas,
jodo verté, peroksido verté, saponifikacijos verté) savybes, nuo jy véliau
priklauso biodyzelino kokybé. Pavyzdziui, jodo verté (skaic¢ius) parodo aliejaus
nesotumo laipsnj. Bendru atveju biodyzelinas, pagamintas i$ aliejaus, turin¢io
didele dalj nesoCiyjy RR, yra maZiau klampus, Zemesn¢je temperatiiroje
drumsciasi ir uzSala, dél to jis tinkamesnis naudoti Salto klimato salygomis.
Taciau toks kuras lengviau oksiduojasi, turi mazesnj cetano skaiciy (dél

reakcijos efektyvumo variklyje) ir mazesnj Siluminguma [163].

Teigiama, kad gyvuliniy riebaly sudétis dél dominuojanéiy so¢iyjy RR
néra tinkama biodyzelino sintezei, i tokj biodyzeling reikéty maiSyti nuo
uzsalimo saugancius junginius [73]. Augaliniai riebalai kur kas labiau tinka

biodyzelino sintezei, o kuri augalo kulttira bus pasirinkta, priklauso nuo to, kas
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auga ir auginama tam tikroje vietovéje. Pavyzdziui, JAV daugiausiai
naudojamas sojy aliejus, 0 Europoje — rapsy ir saulégrazy aliejus, Azijoje
naudojamas kokosy ir palmiy aliejus [73]. Sojy ir saulégrazy aliejuje
dominuoja linolo riigstis (C18:2), o rapsy ir palmiy aliejuje — oleino rigstis
(C16:1) (1.6 lentelé).

Kokosy ir palmiy branduoliy aliejaus sudétis smarkiai skiriasi nuo kity
augaliniy aliejy, nes didzigjg dalj sudaro sociosios vidutinio grandinés ilgio
RR, dominuoja laurino raigstis (C12). Kai kurie autoriai teigia, kad nors
gyvuliniy riebaly RR sudétis Siek tiek ir skiriasi nuo maistinio ir nemaistinio
augalinio aliejaus RR, biodyzelino savybéms tai neturi labai didelés jtakos.
Pavyzdziui, tiek lajuje, tiek kiauliy taukuose dominuoja nesocioji oleino
rugstis, zinoma, gana didele dalj (40-50 %) sudaro sociosios palmitino ir
stearino RR (1.6 lentelé). Taciau gyvuliniai riebalai turi ir kity trilkumy: juose
yra gana daug laisvy RR ir vandens, tai sukelia sunkumy norint juos naudoti

biodyzelino sintezei cheminiu biidu [164—166].
Aliejaus ir riebaly RR sudétis ir iSeigos i$ hektaro pateikta 1.6 lenteléje.

Lyginant aliejaus kainas, pigiausi — kokosy ir palmiy aliejai (atitinkamai
0,89 ir 0,82 USD/kg), palyginimui sojy ir saulégrazy aliejaus kaina —
atitinkamai 1,14 ir 1,52 USD/kg [164].

Nors maistinis aliejus ir yra tinkamas biodyzelino sintezei, jo pertekliaus
néra, be to, kaina pakankamai didelé. Sitilomas alternatyvus sprendimas -
naudoti nemaistinius aliejus (augaliniai aliejai, kurie del didelio kiek laisvy RR
ar toksisky junginiy nenaudojami maistui), kuriuos teikiancios kulttiros gali
augti itin prastame dirvozemyje [73], taciau Sios kultiiros produktyvumu
daZniausiai nusileidzia tradicinéms maistinéms kultiroms, atrinktoms per
daugelj mety selekcijos biidu [164]. Kitas susidoméjimg sukéles sprendimo

biidas — atlieky aliejaus panaudojimas biodyzelino sintezei.
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1.6 lentelé. Aliejaus ir riebaly iSeiga bei riebaly ragsciy sudétis [167].

Riebalai/aliejus I1SeigaAliejingumas, Riebaly ragsciy sudétis, %
Ilha % Kaprono Kaprilo Kaprino Laurino Miristino Palmitino Stearino Oleino Linoleno Linolo Arachidino Savitos rigstys
Cé6 C8 Cl10 Cl2 Ci14 Cl6 Ci18 C(Ci18:1 C18:3 C18:2 C20

Sojy 446 15-20 <0.5 7.0-11.0 2.0-6.0 19.0-340 5.0-11.0 43.0-56.0 <1.0

Saulégrazy 952  25-35 <1.0 3.0-6.0 1.0-3.0 14.0-350 <15 44.0-750 0.6-4.0 Beheno 0.8

Rapsy 1190 38-46 49 1.6 33.0 7.4 20.4 Eruko 23.0

Palmiy branduoliy 44-65 30-50  3.0-7.0 40.0-52.0 14.0-18.0 7.0-9.0 1.0-3.0 11.0-19.0 0.5-2.0

Palmiy 5950 30-60 0.5-2.0 32.0-45.0 2.0-7.0 38.0-52.0 50-11.0

Zemés rieduty 1059 45-55 6.0-9.0 3.0-6.0 52.0-60.0 13.0-27.0 2.0-4.0 Lignocero 1-3
Beheno 1-3

Alyvuogiy 1212 45-70 0.1-1.2 7.0-16.0 1.0-3.0 65.0-80.0 40-100 0.1-1.3

Kukuriizy 172 48 4.0 7.0 0.2-1.0 8.0-12.0 2.0-5.0 19.0-49.0 <2.0 34.0-62.0

Kokosiy 2689 63-65 0-08  5.0-9.0 6.0-10.0 44.0-52.0 13.0-19.0 8.0-11.0 1.0-3.0 5.0-8.0 0-1.0 0-0.5 Palmitoleino 2.5

Medvilnés 325 18-25 0.4 20 2 35 0.1-2.1 42 0.5 Max

Liny 40-44 4.0-7.0 2.0-5.0 12.0-34.0 35.0- 17.0-240 0.3-1.0

60.0

Ricinos 1413 45-50 2.0 1.0 7.0 5.0 Ricinoleino 86-90
Dihidroksistearino
0.7

Milletia pinnata 27-39 3.7-7.9 2.4-89 445-71.3 10.8-18.3 2.2-4.7 Beheno 4.2-5.3

Madhuca longifolia 35-42 20.0-25.0 20.0-25.0 41.0-51.0 10.0-14.0 0-3.3

Braiveéliy 1892 30-40 0.5-1.4 12.0-17.0 5.0-9.5 37-63 19-41 0.3

Azadirachta indica 40-50 0.2-2.60 13.6-16.2 14.4-24.0 49-62 23-158 0.8-34

Ryziy luobeliy 828 15-23 0.4-1.0 12.0-18.0 1.0-3.0 40.0-50.0 0.5-1.0 29.0-42.0 <25 Palmitoleino 0.2-
0.4

Sezamy 696 7.0-9.0 4.0-5.0 40.0-50.0 35.0-45.0 0.4-1.0

Tabako 30-43 9.6 6.3 21.7 55.6

Vernicia fordii 940 16-18 4.0 1.0 8.0 3.0 4.0 Oleostearino 80

Moringa oleifera 35-40 6.5 6.0 72.2 1.0 4.0 Arachidono 2.0
Beheno 7.1

Pasifloros 18.5-28.3 8.8-11.0 2.2-3.1 13.6-16.9 0.3-04 67.8-74.3

Kavos 459 34 7 9 44

Jojobos 1818 45-50 0.55-0.77 28.0-31.0  Palmitoleino 0.25
Beheno 14.2

Lajus 3-6 24-32 20-25 37-43 953

Taukali 1-2 28-30 12-18 40-50 0-1 7-13

Naudotas aliejus 1e 17.4 12.4 54.7 0.7 8.0 0.3
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Tai - kepimui ar virimui panaudotas aliejus (taciau jis turi daug nesociyjy
RR ir drégmés, kurie trukdo tradiciniam biodyzelino gamybos procesui) bei
pramonings atliekos: aktyvuotas dumblas, odos pramonés atliekos, Zuvy tauky
atliekos ir kt; taciau tokio aliejaus kiekiai patenkinty tik dalj zaliavy poreikio
[164].Neseniai, kaip daug zadantis pigus riebaly iSteklius biodyzelino sintezei,
pradéti tyrinéti mikrodumbliai, kurie anglies S$altiniu gali naudoti anglies
dioksida o energijos Saltiniu - saulés Sviesg. Miksoautotrofinés kulttiros gali
naudoti papildomus organinius anglies Saltinius [168]. Taciau kol kas $io
aliejaus gamybos kaina yra ir dar kurj laikg tikriausiai bus Kkliditis jo
panaudojimui. Pagrindiné prieZastis — salygos, kuriomis aliejaus kiekis
lasteléje yra didelis, kaip ty€ia slopina dumbliy augima (Zema temperatira,
mazas §viesos intensyvumas, azoto trikumas). Siuo metu pakankamai sunku
gauti dumbliy biomase, turin€ig 20 % aliejaus pigiau, nei uz 1€/kg, naujy
reaktoriy pagalba dumbliy aliejaus kainos yra Siek tiek maZesnés nei 5 €/kg
[163]. Labiausiai kultivavimui tinkami lengvai auginami, didelj aliejaus kiekj
turintys mikrodumbliai, pvz. Chlorophyta, Bacillariophyceae, ypa¢ Chlorella
[168].

1.8.3 |Jprastinés (cheminés) ir fermentinés biodyzelino sintezés palyginimas

Iprastinis biodyzelino sintezés biidas — triacilgliceroliy peresterinimas
trumpos grandinés alkoholiais, daZniausiai metanoliu, esant riigStiniam ar
Sarminiam katalizatoriui. Siuo metu dél greitos ir pigios reakcijos praktigkai
100 % biodyzelino gaminama cheminiu biidu, naudojant Sarminius
katalizatorius [21, 163]. Iprastiné biodyzelino gamykla naudoja metanolj,
aliejy, vandenj/NaOH ir H3PO, ir pagamina 24 t/h 99,4 % grynumo RR metilo
esteriy, kurie gryninami distiliuojant. Salutinis reakcijos produktas — glicerolis,
- ekstrahuojamas vandeniu. Reakcija vyksta esant 60 °C, metanolio/aliejaus

molinis santykis yra 6.14:1 [169].

Siuo metu siekiama biodegaly gamybai panaudoti kuo daugiau
atsinaujinanc¢iy zaliavy — biozaliavy. Jprastinis biodyzelinas gaminamas i$

rapsy ar kito augalinio aliejaus jj peresterinant metanoliu, gaunamu i§ gamtiniy
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dujy. Tod¢l jprastinio biodyzelino zaliavy sudétyje ir galutiniame produkte
apie 11 % sudaro mineraliniai iStekliai. Sickiant biodyzeling gauti i§ visiskai
atsinaujinanciy Zaliavy, siiiloma peresterinimui naudojamg metanol] pakeisti
etanoliu, paprastai gaminamu i§ grudy. Dar labiau tausojantys aplinkg degalai
gali buti gaunami peresterinimo procese naudojamus cheminius katalizatorius
pakeiCiant fermentiniais preparatais. Tai leidZia gauti grynesni produkta
mazesnémis energijos sgnaudomis. PrieSingai nei Sarminés katalizés atveju,
fermentinés reakcijos metu nesusidaro muilai, kurie pasizymi geromis
emulsinimo savybémis, ir apsunkina glicerolio atskyrimg nuo RR esteriy, taigi
fermentinés katalizés galutinis produktas — glicerolis — nuo riebaly rtigséiy
esteriy atskiriamas lengviau [73]. Be to, aliejai, turintys daug laisvy RR gali
buti naudojami i§ karto, laisvas RR paver€iant | esterius. Tuo tarpu Sarmais
katalizuojamame procese, norint iSvengti muily susidarymo, reikalingas
iSankstinis tokio aliejaus apdorojimas [73], t.y. reikalingas dviejy pakopy
cheminis procesas — pirmame etape naudojama rigstiné katalizé, antrame —
sarminé [163]. Aliejai, kuriy sudétyje daug vandens, taip pat sukelia problemy
standartinei katalizei, nes vyksta hidrolizé ir formuojasi laisvos RR [21]. Dar
vienas fermentinés katalizés privalumas — iSvengiama Sarminiy ir druskingy

atlieky, kurias reikia valyti.

Pagrindiniai pramoninio lipaziy taikymo biodyzelino sintezei trilkumai —
lipaziy kaina (ji sudaro daugiau nei 90 % RR esteriy gamybos kasty),
palyginus mazas reakcijos greitis [163] ir pakankamai prastas fermenty
stabilumas esant metanolio pertekliui (lipazés inaktyvuojamos), nes jprastiniu
atveju dél mazo metanolio tirpumo aliejuje, reakcijos misinyje susidaro dvi
fazés. Sia problema i§ dalies iSsprendzia laipsniskas metanolio jvedimas j

reakcijos misinj [73].

Apzvelgus Sesis lipaziy produktyvumo biodyzelino sintezéje tyrimus (kg
biodyzelino/kg fermento) apskai¢iuota, kad priimtina fermento kaina bity 12-
185 USD/kg (priklausomai nuo produktyvumo), t.y. vienam kilogramui
biodyzelino priimtina fermentinio katalizatoriaus kaina biity 0,025 USD [170].
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Visgi, nepaisant iSkylanc¢iy sunkumy, fermentinés technologijos pamazu
zengia ] pramong: 2008 m Kinijoje jau veiké bandomasis reaktorius,
gaminantis 20 000 t biodyzelino/metus [171], 2012 pradéjo veikti pirmasis
fermentinis biodyzelino reaktorius JAV: Piedmont biofuels pasieké 0,04 USD/I
fermentinio katalizatoriaus kaing, o biodyzeling pardavinéja uz 1,11 USD/I
[172].

1.8.4 Fermentiné biodyzelino sintezé

1.8.4.1 Reakcijos iSeiga ir daZniausiai naudojami fermentai

Tyrimy apzvalgose pateikta daug duomeny apie fermentus, naudojamus
biodyzelino sintezes reakcijoms jvairiomis salygomi ir reakcijy iSeigg arba
peresterinimo laipsnj (beje, Sie terminai daznai painiojami). Deja, duomenys
retai kada biina tiek susisteminti ir i§samas, kad leisty daryti vienareikSmiskas
iSvadas. Tyrimy rezultatai priklauso tiek nuo reakcijos salygy (temperatiiros,
maiSymo greiCio, fermento kiekio ir kt.), tieck nuo analizés metodo, kurie

apzvalgose placiau neanalizuojami.

Pavyzdziui, sintetinant biodyzeling i§ jvairiy aliejy, reakcijai nenaudojant
tirpiklio ir naudojant Novozyme 435 fermentin] preparata, bei metanolj
skirtingi autoriai pateikia iSeigas nuo 3 % iki beveik 100 % (1.7 lentelé).
Populiariausi fermentai: Novozym-435 (imobilizuota CALB), Lipozyme IM
(t.y. Lipozyme RM IM, imobilizuota RML), Lipozyme TL IM (imobilizuota
TLL).

1.7 lentelé. Fermentinés biodyzelino sintezés peresterinimo biidu tyrimy pavyzdziai

Aliejus Fermentai Acilakceptorius Tirpiklis ISeiga, %
Saulégrazy Novozym-435 Metanolis - 3
Metanolis Petrolio eteris 79
Etanolis - 82
Lajus Lipozyme IM-60  Pirminiai alkoholiai Heksanas 94,8-98,5
Sojos pupeliy Novozym Antriniai alkoholiai  Heksanas 61,2-83,8
Rapsy Lipozyme IM Metanolis - 19,4
Lipozyme IM Etanolis - 65,5
Sojos Rhizopus oryzae Metanolis - vanduo 4-30 % 80-90
lipazé
Palmiy Lipazé PS-30 Metanolis - 15
Etanolis - 72

60



Sojy Novozym-435 Metanolis - 97
preinkubuotas

etliloleate
Sojy (negrynas) CALB Metanolis - 93,8
Sojy Novozym-435 Metilo acetatas - 92
Trioleinas Ivairios komercinés Linijiniai ir $akoti - Beveik 100
lipazés alkoholiai
Sojy Lipazé-PS Metanolis - 67
(imobilizuota) Etanolis - 65
Augaly aliejai Candida sp. lipazé Metanolis - 96-93
(imobilizuota)
Kepimo aliejai 92
Rapsy Lipozime TL IM Metanolis t-butanolis 95
Novozym - 435 Metanolis t-butanolis 95
Jatropha Novozym - 435 2-propanolis Heksanas 92,8-93,4
saulégrazy
Jatropha Novozym - 435 Etilo acetatas - 91,3
saulégrazy Etilo acetatas - 92,7
Mikrodumbliy Ivairios komercinés Ilgy-grandiniy Heksanas -
lipazés alkoholiai
Atlieky aliejai Novozym 435 Metanolis - >90
(2,5 % laisvy RR)
Riagstas aliejai Novozym 435 Metanolis - >90
(77,9 % laisvy
RR)
Sojos pupeliy Novozym 435 Metanolis t-butanolis Apie 95 %
distiliatas (28 % Lipozyme TL IM
laisvy RR)

1.84.2 Reakcijos sqlygy svarba

Fermentinés biodyzelino sintezés reakcijos iSeigg ir fermento stabiluma
lemia daug jvairiy veiksniy: aliejaus riSis, reakcijos temperatiira,
acilakceptoriaus pasirinkimas, jo ir aliejaus molinis santykis, vandens kiekis
sistemoje (vandens aktyvumas) ir organinio tirpiklio buvimas/nebuvimas.
Optimalios saglygos yra skirtingos, priklausomai nuo naudojamos lipazés tipo
(produkuojancio mikroorganizmo, lipazés formos — skysta imobilizuota),
alicjaus sudéties (ir jame esanciy priemaiSy) ir reaktoriaus tipo [73].
Pagrindiniai lemiantys veiksniai yra lipazés pasirinkimas ir jos stabilizacijos
(imobilizacijos) budas, substraty pasirinkimas ir reakcijos salygy pasirinkimas
(tirpiklio naudojimas, molinis substraty santykis ir temperatiira), antriniai

lemiantys veiksniai yra vandens Kkiekis, reakcijos priedai, fermento
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mikroaplikos pH ir glicerolio koncentracija (1.14 pav.). Sie veiksniai

sgveikauja tarpusavyje ir pakeitus vieng 1S jy rezultatas gali drastiskai

pasikeisti.
Lipazés stabilizavimas > Lipazés pasirinkimas
irfar modifikavimas v
i < Substraty pasirinkimas
(riebaly ir alkoholiy)
/—‘—
N4 AW
Organiniame T
— tirpiklyje Be tirpiklio
¢ Pagrindiniai ™, T T
parametral < Substraty molinis santykis
- (alkoholio:riebaly)
w
/ Temperatira
Vandens / \ \ Glicerolio
Subparametrai aktwumas koncentracija
Vandens kiekis Lipazes

mikroaplinkos pH

Specialds priedai

1.14 pav. Pagrindiniai veiksniai, lemiantys fermentinés biodyzelino sintezés iSeiga

Néra nustatyty taisykliy, kaip geriausiai pasirinkti reakcijos salygas,
pasirinkus substratus ir fermento preparatg, taciau egzistuoja tam tikros
tendencijos, todél kai kurie kintamieji (tirpiklio, alkoholio pasirinkimas,

temperatiira, lipazés forma) bus aptarti placiau.

Tirpiklis. Pagrindinés priezastys, dél kuriy organinis tirpiklis yra
dedamas ] aliejaus-alkoholio reakcijos miSinj yra abiejy substraty tirpumo ir
lipazés stabilumo padidinimas. Esant organiniam tirpikliui nebereikia alkoholio
jvesti dalimis (ypa€ metanolio, kuris greitai inaktyvuoja fermentus), taciau
pasibaigus reakcijai tirpiklio paSalinimas gali sukelti sunkumy [173].
Pastebéta, kad C.antarctica atveju didziausios biodyzelino iSeigos gaunamos
naudojant n-heksang, o maziausios — polinius tirpiklius, tokius kaip acetonas.
Kity fermenty atveju didelés iSeigos gautos naudojant 1,4-dioksang. tret-

Butanolis — daznai naudojamas tirpiklis biodyzelino fermentinei sintezei.

62



Pastebéta, kad esant tret-butanolio zymiai sumazéja neigiama metanolio ir
glicerolio jtaka fermentui, nes abu junginiai gerai jame tirpsta [73]. Nepaisant
daug Zadanciy rezultaty, tirpikliy naudojimo reikéty vengti del jy toksiSkumo,
degumo, neigiamo poveikio aplinkai bei butinybés juos pasalinti i$ reakcijos
sistemos. Si 3alinimo procediira dar padidinty produkto kaing, todél, norint,
kad fermentiniai procesai galéty konkuruoti su cheminiais, démesys turéty biiti

koncentruojamas j betirpikles sistemas [73].

Alkoholis. Jprastai acilakceptoriais naudojami alkoholiai, dazniausiai
metanolis, antroje vietoje — etanolis, kiti alkoholiai — propanolis, butanolis,
izopropanolis, tret-butanolis, Sakoti alkoholiai ir oktanolis — taip pat gali biiti
naudojami, taciau jie kur kas brangesni. Renkantis tarp metanolio ir etanolio,
pirmasis yra kur kas pigesnis, reaktingesnis, o jo RR metilo esteriai yra lakesni,
nei etilo esteriai. Kita vertus, etanolis maZiau toksiSkas bei gali biiti laikomas
atsinaujinanciu produktu, nes nesudétingai gaunamas i$ atsinaujinanciy Saltiniy
fermentacijos biidu. Metanolis, prieSingai, gaunamas 1§ neatsinaujinanciy
Saltiniy, tokiy kaip gamtinés dujos. Lyginant RR etilo ir metilo esterius,
pirmyjy klampumas yra Siek tiek didesnis, drumstimosi ir ribin¢ filtruojamumo
temperatiiros Siek tiek pastesnés, nei metilo esteriy [163]. Problema yra ta, kad
alkoholiai yra konkurenciniai lipaziy slopikliai, nes biodyzelino gamyba
dazniausiai vykdoma sglyginai koncentruotuose substraty tirpaluose, idealiu
atveju betirpiklése sistemose. Aliejuje tirpsta tik apie puse stecheometriSkai
reikalingo metanolio kiekio, todél praktiniu atveju reikéty déti tik apie trecdalj
reakcijai reikalingo metanolio vienu kartu [21]. Pakeitus metanolj etanoliu, ir jj
pakartotinai grazinant ] reakcijos miSinj galima padidinti konversijos
efektyvumg [37]. Dél fermenty jautrumo metanoliui, buvo atlikti Sakoty ir
ilgagrandziy alkoholiy tyrimai. Kuo ilgesné alkoholiy, sudaran¢iy RR esterius,
grandiné, tuo didesnis cetano skaiCius ir S$ilumingumas. Be to, antriniy ar
sakoty alkoholiy RR esteriai gali biiti naudojami kaip kuro priedai, mazinantys
uz8alimo temperatiira, taip pat drumstimosi bei ribing¢ filtruojamumo

temperatiiras [174, 175]. Alkoholiy pakeitimas kitais acilakceptoriais -

63



esteriais, pavyzdziui metilo, etilo acetatu, turi teigiamg jtakg reakcijai (lipazés
neinaktyvuojamos, sumaz¢ja reakcijos trukme, Salutinis produktas, pavyzdziui
triacetinas — geras kuro priedas, apsaugantis nuo varikliy kalimo, pagerina kuro
savybes Saltyje), taciau jj reikia naudoti didesniais stecheometriniais santykiais

[73], be to, pramoniniame procese svarbi kaina.

Glicerolis. Sis trihidroksilis alkoholis yra $alutinis reakcijos produktas ir
i dalies lemia lipaziy aktyvumo sumazéjimg. [163]. Jis gali sukelti
imobilizuoty fermento daleliy pory uZsikim$img, fermento aplipimg ir
inaktyvacijg [21]. Kai kurie autoriai sitilo Salinti glicerolj dializés btidu [176] ar
ekstrahuojant izopropanoliu [177]. Taciau glicerolis gali ne tik sudaryti
problemy, bet ir biiti panaudojamas — fermentinés biodyzelino sintezés metu
dazniausiai susidaro aukStos kokybés glicerolis, kurj galima naudoti kaip

pradinj junginj jvairioms sintezés reakcijoms [21].

Temperatiira. Bendru atveju temperatiros didinimas lemia didesnj
reakcijos greitj. Pasiekus optimuma, tolesnis temperatiiros didinimas lemia
fermentinio aktyvumo sumazéjimg dél fermento denatiiracijos ir/ar
inaktyvacijos. Parodyta, kad fermenty imobilizacija lemia temperatiiros
optimumo pasislinkimg j didesniy verciy pus¢. Panasu, kad imobilizacija
lipaziy molekuléms suteikia standesnj iSorinj karkasg, de¢l kurio jos tampa
stabilesnés ir aktyvesnés auksStesnése temperatirose [178]. Reakcijos
temperatiira gali kisti nuo kambario temperatiros, iki temperatiiry, aukStesniy,
nei 60 °C. Optimali reakcijos temperatiira tam paciam fermentui gali sKkirtis:
pavyzdziui, naudojant TLL, saulégrazy alicjaus metanolizés be tirpiklio
optimali temperatiira buvo 50 °C [136], o sojy aliejaus etanolizé be tirpiklio
geriausiai vyko 31,5°C, RML Kkatalizuojama sojy aliejaus metanolizé
geriausiai vyko zemesnéje, nei 40 °C [136], o palmitino riigsties esterinimas
etanoliu - 67 °C [179]. Todél kiekvienai naujai reakcijos sistemai optimalia

temperatiirg praktiskai reikia nustatyti empiriSkai i§ naujo.
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Vandens jtaka. Vandens kiekis sistemoje turéty buti pasirinktas siekiant
kompromiso tarp hidrolizés reakcijos minimizavimo ir lipazés aktyvumo
maksimizavimo, ir vélgi turi buti nustatytas kiekvienai reakcijos sistemai
atskirai [118]. Jvairiy biodyzelino sintezés tyrimy metu nustatytas optimalus
vandens kiekis labai varijuoja, pavyzdziui kai kuriais atvejais maksimaliai
biodyzelino iSeigai reikalingas vandens kiekis yra vir§ 80 % (Rhizopus oryzae
lipaz¢) [65], kitais - maZziau, nei 0,2 % (Thermomyces lanuginosus lipazé) [64]
aliejaus masés. Vandens jtaka lipaziy katalizuojamoms reakcijoms detaliai

apraSyta 1.5 skyriuje.

Fermento forma. Imobilizacija. EkonomiSkumas yra svarbiausias
kriterijus, norint pritaikyti procesa pramoné¢je, todel lipazés turi biti
naudojamos pakartotinai. Taigi imobilizavimas yra itin svarbus veiksnys, nes
netirpias (imobilizuotas ant kiety daleliy) lipazes lengva pasalinti i§ reakcijos
sistemos ir naudoti kelis kartus. Zymig lipazés preparato kainos dalj sudaro
nesiklio kaina, todél ieSkoma pigesniy nesikliy, tokiy, kaip silikagelis, celitas,
kaolinitas — alternatyvos brangioms organinéms dervoms. Dar vienas budas
sumazinti fermentinio preparato kaing — naudoti visos lagstelés,
produkuojancios lipolizin; fermenta, imobilizacija, iSvengiant iSlaidy lipaziy
gryninimui i§ fermentacijos terpés [163]. Imobilizacijos buidai placiau aprasyti
1.10 skyriuje. Kita vertus, ne visada imobilizacija ir daugkartinis fermenty
panaudojimas yra pigiausia alternatyva: pirmajame fermentiniame biodyzelino
reaktoriuje JAV (Piedmont biofuels) naudojamas skystas fermentas, todél jis
néra inaktyvuojamas gliceroliu ir taip uztikrinama galimybé naudoti jj
nepertraukiamam procesui ilgg laikg (ménesiais), Siuo atveju naudojama

ypatinga patentuojama vandens ir metanolio Salinimo technologija [172].

1.9 Kvapiyjy esteriy fermentiné sinteze

Trumpy grandiniy riebaly rugsc¢iy alkilo esteriai yra vieni svarbiausiy ir
universaliausiy nattraliy skoniy ir kvapy komponenty. Jie pla¢iai naudojami

maisto, gérimy, kosmetikos ir farmacijos pramonése. Nors kvapieji esteriai
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Siuo metu gaminami cheminés sintezés budu, vis did¢ja natiraliy kvapikliy

paklausa. [53].

Maisto produkty aromatg lemia jvairlis junginiai: alkoholiai, aldehidai,
esteriai, dikarbonilai, trumpos ir vidutinio ilgio riebaly rigsStys, metilketonai,

laktonai, fenoliniai junginiai ir sieros junginiai [180].

Svarbiausi yra etilo esteriai, be jy maisto pramon¢je daznai naudojami

metilo, propilo, butilo, izobutilo, amilo ir izoamilo, geranilo esteriai [21, 181].

Pramoniniams tikslams naudoti natturalius esterius, eckstrahuotus 18
augaly, dazniausiai yra per brangu, nes jy kiekiai yra per mazi [182].
Augaluose esterius sintetina lipazés ar esterazés 1§ amino rigsciy ar riebaly
rigsciy [183], todél esteriy sintezei panaudojus fermentus, prieSingai nei
cheminés sintezés atveju, juos galima zyméti kaip ,,nattiralius“[21, 53]. Kitas
cheminés sintezés trilkumas — nepageidaujami Salutiniai produktai, spalviniai
neSvarumai ir kt. [184]. Be to, kaip ir kitos cheminés pramonés Sakos, kvapy ir
skoniy pramon¢ siekia sumazinti atlieky apdorojimo kaStus, vienas i§ budy —

naudoti aplinkai palankius procesus [185].

Skaic¢iuojama, kad daugiau nei 85 % sintetiniy kvapiyjy esteriy kilogramo
kaina rinkoje yra 10-100 JAV doleriy, todél bet kuris naujas rafinuotas sintezés
metodas turi biiti ir pigus [186]. Kita vertus, pirkéjai vis labiau yra linke

mokéti didele kaing uz ,,organinius®, ,,nattralius* produktus [187].

Literat@iroje apraSyti jvairtis darbai, kuriuose kvapieji esteriai sintetinami
naudojant lipazes [53, 133, 188], daznai naudojama RML (1.8 lentel¢). Kaip ir
kitais atvejais, geriausias sintezés biidas yra be tirpiklio, taciau tai jmanoma ne
visais atvejais dél substraty ar produkty inaktyvuojancio poveikio fermentui.
Tuomet fermentiné kvapiyjy esteriy sintez¢ darzniausiai atliekama
nepoliniuose organiniuose tirpikliuose (n-heksane, heptane, cikloheksane,
izooktane ar toluene) ar net dvifazése sistemose su vandeniu. Joniniai skysciai
turi daugiau privalumy nei jprastiniai tirpikliai, taciau i§ jy sunkiau iSskirti

reakcijos produkta. Daug privalumy turi ir superkritiniai skysciai, kuriy
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savybes lengva keisti (keiiant temperatiirg arba slégj) - jie nedegs,

netoksiski, lengva sukurti produkto gryninimo schema [133].

1.8 lentelé. Kvapiyjy esteriy sintezés reakcijy pavyzdziai, naudojant RML

Sintetinamas Konversija Reakcijos salygos Reakcijos  Fermento forma Literatiiros
esteris terpé Saltinis
Izoamilacetatas 25-40 % 40-55 °C, 24 val., Be tirpiklio, Imobilizuota ant [189]
heksanas polistiren-g-
glicidilmetakrilato
Izoamilacetatas 95 % 40 °C, 72 val., n-heptanas Imobilizuota  [190]
0,06 M substraty konc., (Lipozyme IM -

fermento konc. 3 g/l 20)
Izoamilbutiratas ~ 90-96 % 40 °C, 24-72 val., n-heksanas Lipozyme IM-20 [191]

fermento/substrato

santykis (50-200 g/mol)
Izoamilizovalerata 85 % 50 °C, 144 val., fermento n-heksanas Lipozyme IM-20 [192]

S konc. 10 g/1, substraty
konc.0,5 M, 0,75M
(2)-3-Hexen-1-il 95 % 60 C, 4-6 h, fermento  n-heksanas Lipozym IM,  [193]
butiratas konc.17 %
Geranilacetatas  50-77 % 50° C, 5h, fermento  Be tirpiklio  Lipozyme IM  [194]
Citronelilacetatas konc. 10 %
(R)-(+)-p- 78-90 % ee 30°C,4val fermento  Be tirpiklio Propanoliu [195]
Citronellyl acetate  30-45%  konc. 10 %, vinilacetato perplautas
konversija  molinis perteklius 1:6 Lipozyme RM IM

1.9.1 Fenetiloktanoato paplitimas ir sintezé

Fenetiloktanoatas (sinonimai: 2-feniletiloktanoatas, fenetilkaprilatas) —
saldaus, vaSko, Siek tiek kakavos ir karamelés kvapo esteris, su vyno ir konjako
atspalviais, skonis — saldus, vaisinis, grietinélés, Siek tiek pieniskas su géliy
atspalviu [196]. FEO natiraliai aptinkamas vyne ir stipriuosiuose
alkoholiniuose gérimuose (3 mety senumo Fino cherese vyne 0.2 mg/l) [197,
198], okros sékly luobeléje (0,2 %) [199]. Kai kurios skruzdziy rasys
(Camponotus arminius ir Crematogaster clarithorax) naudoja fenetiloktanoatg
savo komunikacijos sistemoje [200], jo pédsakai randami baltazievés pusies
(Pinus heldreichii) eteriniuose aliejuose (0,04 %) [201].

Literatiiroje apraSyta lipaziy atranka, kuomet fenetiloktanoatas
susintetintas fermentiniu biidu 18§ natiiralaus substrato (kokosy riebaly), turin¢io
oktano riigsties: [202]. Kokosy riebalai yra nebrangi natiirali medziaga, kuria,
panaudojus lipaziy biotechnologijg, galima perdirbti j aromatiniy savybiy

turint] produkta, skritg ne tik kvapy ir kvepaly gamybai (ypa¢ po gryninimo),
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bet ir tiesiogiai maisto produktams gaminti, pavyzdziui, siiriui [203]. I$ penkiy
komerciniy lipaziy atrinkti labiausiai tinkami preparatai: Palatase 20 000 L
(RML) ir ,,AYS Amano* (Candida rugosa lipazé). Autoriai teigia, kad tyrimus
reikia testi, optimizuoti reakcijos sglygas ir sukurti ekonomiskg procesg [202].
Be to, minétame tyrime nebuvo naudotos imobilizuotos lipazés, kas galéty buti

vienas 1§ efektyvesniy fermenty panaudojimo sprendimy.

1.10Lipaziy imobilizacija
1.10.1 Lipaziy imobilizacijos biidy apzvalga

Fermenty imobilizacija — tai jy lokalizavimas ar pritvirtinimas ant prie
nesiklio ar matricoje [73]. Pagal apibréZimg, katalizatorius padeda greiciau
pasiekti reakcijos pusiausvyra, tuo tarpu jis pats néra sunaudojamas. Jei
fermentas ar kito tipo katalizatorius yra iStirpinamas reakcijos terpéje,
dazniausiai jj tampa sunku atskirti bei pakartotinai panaudoti, taigi jis
nebeatitinka  katalizatoriaus ~ sgvokos  apibrézimo. Todél  fermenty
imobilizavimas daznai yra paprasCiausias buidas, suteikiantis galimybeg juos

iSsaugoti ir naudoti pakartotinai [58].

Pagrindin¢ klittis, apsunkinanti lipaziy taikymg pramon¢je, yra dideleé
biokatalizatoriy kaina, todél lipaziy imobilizavimas, leidZiantis naudoti tg patj
katalizatoriy ilga laika, yra bitinas pramoniniam jy taikymui. Kitas
imobilizavimo tikslas — pagerinti lipaziy savybes, tokias kaip termostabilumas
ir aktyvumas organingje terpéje, taip pat palengvinti darbg su jomis, atskyrima

nuo reakcijos misinio ir reakcijos produkty gryninimag [73].

Daugelis lipaziy yra imobilizuotos ir platinamos komerciniu budu, visos
Jos — uZlastelinés. IS pramoniniy preparaty dazniausiai naudojami yra
Novozym 435 (CALB ant makroporinés akrilinés dervos), Lipozyme RM IM
(RML ant anijoninés dervos) ir Lipozyme TL IM (TLL, imobilizuota ant
granuliuoto silikagelio) [163].
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Norint pasirinkti geriausig imobilizavimo metoda, svarbu atsizvelgti |

Siuos veiksnius:

= imobilizavimo metu neturéty vykti fermento inaktyvacija;
» po imobilizacijos fermentas neturéty atsiplauti nuo nesiklio;
® [ipazé turéty buti visiskai aktyvioje formoje;

" masiy pernaSos apribojimai turéty biiti nereikSmingi.

Pirmieji du veiksniai kartais sunkiai suderinami. Kovalentinis fermento
prijungimas prie neSiklio ar skersinis susiuvimas yra geriausi btdai norint
1Svengti fermento atsiplovimo, ta¢iau daZnai jie sukelia inaktyvacijg. Norint
lipazes taikyti organingje terpé€je, dazniausiai pakanka nekovalentinés
Imobilizacijos, nes lipazés néra tirpios organinéje terpéje ir licka imobilizuotos

preparate [21].

Hanefeld ir kt. [58] imobilizacijos biidus suskirsté j penkias kategorijas,

kiekviena 1§ jy turi savo privalumus ir triikumus:

1) nekovalentiné adsorbcija ir depozicija,
2) joninés sgveikos lemiama imobilizacija;
3) kovalentinis prijungimas;

4) skersinis fermento susiuvimas;

5) jterpimas j polimerinj gelj ar kapsule.

Kiti autoriai imobilizacija, lemiama joninés sgveikos, priskiria adsorbcijai

[204] .

Nesiklio prigimtis smarkiai veikia fermento katalitines savybes —
aktyvumg, selektyvuma, stabilumg [205]. Fermento imobilizavimas
salygojamas dviejy dedamyjy — fermento ir nesSiklio sgveikos, tod¢l svarbios jy
abiejy pavirSiaus savybés. Fermento pavirSiaus savybes lemia aminoriigsciy
polinés grupés bei nepolinis pavirSiaus plotas, todel neSiklis gali biiti paruoStas

taip, kad atitikty Sias savybes.
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Pagrindinis reikalavimas neSikliui — didelis pavirSiaus plotas. Jj gali turéti
arba mazo dydzio dalelés (deja, véliau jas gali biiti sunku atskirti) arba labai
poringos medziagos, kuriy pory dydis biity pakankamai didelis, kad neapriboty
substraty difuzijos. Be to, neSiklis turi buti chemiskai ir mechaniskai stabilus
[58]. Tinkamas pory dydis yra apie 100 nm, o difuzijos kelias neturéty biti per
ilgas, taip pat neturéty biti kliticiy substraty ir produkty difuzijai. Kuomet
fermentai yra daleliy viduje, daleliy dydis turéty biiti kuo mazesnis, taciau
reikia rasti kompromisg tarp patogaus naudoti daleliy dydzio ir geros difuzijos

[21].

Siame skyriuje bus apzvelgti pagrindiniai imobilizacijos biidai ir

principai.
1.10.2 Nekovalentiné adsorbcija ir nusodinimas

Adsorbcija yra dazniausiai naudojamas lipaziy imobilizavimo metodas, nes
procediira yra paprasta, sglygos — Svelnios, 0 metodas — pigus [73]. Fermento
tirpalas (dazniausiai vandeninis) papras¢iausiai sumaiSomas su neSikliu ir, jei
fermento — neSiklio sgveika yra pakankamai stipri, jvyksta adsorbcija [21].
Lipaziy atveju imobilizacija dazniausiai vyksta dél hidrofobinés sgveikos,
taCiau taip pat gali biiti panaudojama jonin¢ sveika su jony mainy medziagomis
[206]. Fermentali, turintys didelj lipofilinj pavirSiaus plotg, gerai sgveikauja su
hidrofobiniu neSikliu, van der Waals‘o jégos ir entropijos poky¢iai uztikrina
fermento imobilizacijg ant neSiklio. Didelj hidrofilinj pavirSiaus plota turintys
fermentai gerai sgveikauja su hidrofiliniu neSikliu. Entropijos ar vandeniliniy
ry$iy lemiamos imobilizacijos privalumas yra tas, kad fermentas neturi biti
kaip nors paruoStas ar chemiSkai modifikuotas prie§ procediirg ar jos metu
[58]. Adsorbcijai netgi jmanoma naudoti neisgrynintus fermenty ruo§inius, nes
lipazés ant hidrofobiniy pavirSiy adsorbuojasi geriau nei dauguma kity
baltymy, tod¢l Sis metodas gali biiti naudojamas kaip gryninimas ir

imobilizavimas tuo pac¢iu metu [21].
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Kai fermentas imobilizuojamas ant hidrofobinio neSiklio, vienintelé
sgveika tarp fermento ir neSiklio yra van der Waals‘o jégos. Jos yra gana
silpnos ir tai néra tikroji varandioji imobilizacijos jéga. Siuo atveju
imobilizacija yra lemiama entropijos pokycCiy, nes viena fermento molekulé
atpalaiduoja daug vandens molekuliy nuo savo ir neSiklio pavirSiaus. Kad
imobilizacija buty efektyvi, tiek neSiklis, tiek fermentas turi turéti didelj

lipofilinj pavirSiaus plota [58].

Lipazéms yra budingos hidrofobinés baltymo pavirSiaus dalys. Manoma,
kad lipaziy imobilizacija ant hidrofobiniy ne$ikliy imituoja jy pavirSiaus
aktyvavimg hidrofobiniais substratais, todél jos imobilizuojamos su atviru
dangteliu, aktyvioje konformacijoje (1.15 pav.) [48, 207]. Reikia paminéti, kad
iki Siol tai nebuvo jrodyta [58]. Taciau ant hidrofobiniy nesikliy adsorbcijos
budu imobilizuotos lipazés gali biiti 400 karty aktyvesnés, nei natyvus
fermentas [208].

Lipazé

Dangtelis atidarytas, aktyvus centras

Dangtelis prieinamas

uzdarytas —— hidrofilinis pavirgius
— hidrofobinis pavirSius

Hidrofobinis neSiklis

1.15 pav. Spéjamas lipaziy imobilizacijos ant hidrofobiniy nesikliy principas.
Manoma, kad lipazés, imobilizuotos ant hidrofobiniy neSikliy, yra savo aktyvioje
konformacijoje [58].

Ant hidrofiliniy neSikliy imobilizuojami fermentai sgveikauja susidarant
vandeniliniams rySiams tarp nesiklio ir jy hidrofiliniy aminortig§¢iy radikaly ar

glikozilinty daliy (jei yra). Siuo atveju imobilizacijos priedai (angliavandeniai,
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polietilenglikolis ar albuminas) daznai stabilizuoja fermentg ir apsaugo nuo

neigiamos tirpikliy jtakos [58]

Tikétina, kad to paties fermento orientacija ant hidrofobiniy ir hidrofiliniy
neSikliy gali buati labai skirtinga, be to, baltymy konformacija kinta
imobilizavimo metu [58]. CALB pavirSiaus savybés (hidrofobiniai ir

hidrofiliniai regionai) pateiktos 1.16 pav.

Aktyvus & T Aktyvus
centras > \ centras

Hidrofobiniai

1.16 pav. CALB hidrofobiniai ir hidrofiliniai pavirSiaus regionai galintys turéti
jtakos imobilizavimui [209].

Adsorbcijai naudojami neSikliai:

» poringi neorganiniai neSikliai: diatomitas (celitas), hidroksilapatitas,
aliuminio oksidas, mezoporinis silicio dioksidas
» organiniai polimerai: akrilaty pagrindu, stireno-divinilbenzeno

pagrindu, poringas polipropilenas, alginatas [21].

Kaip atskirg adsorbcijos ras] galima iSskirti baltymais ,,apvilktus®
mikrokristalus. Tai - organinéje terpéje labai aktyviis fermenty preparatai,
kurie gaunami fermento vandeninj tirpalg sumaiSius su koncentruotu
neorganinés druskos (ar kartais cukraus ar aminortigsties) tirpalu ir 1étai jpylus
1 besimaiSant] su vandeniu organinj tirpiklj. Susidaro neSiklio kristalai su
pavirSiuje nusédusiu fermentu. Kristaly dydis tik 0,1-5um, dél to vyksta
efektyvi masiy pernasa [21].
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Nusodinimas — taip pat viena i§ adsorbcijos atmainy, tik $iuo atveju
fermento tirpalas paliekamas iSdziiiti ant neSiklio, nedalyvauja hidrofobinés
saveikos ar entropijos lemiami veiksniai. Siuo biidu ruo$iama dauguma

fermenty, imobilizuoty ant celito [58].

Reikia turéti omenyje, kad imobilizuojant adsorbcijos biidu, priklausomai
nuo fermento ir imobilizavimo salygy, gali buti prarandama dalis veikliy
aktyviy centry [21]. Kitas Zymus adsorbcijos trikumas — fermento atsiplovimas
nuo neSiklio vandeningje aplinkoje (organingje terpéje deél mazo baltymy

tirpumo fermentas neatsiplauna) [58].

1.10.3 Joninis prisijungimas

Si imobilizacijos riisis - tiesioginis chromatografijos principy taikymas
baltymo-ligando sagveikai sukurti. Vieni pirmyjy bandymy griztamai
imobilizuoti fermentus buvo jony mainams skirty medZziagy panaudojimas
nesikliams [204]. Priklausomai nuo baltymo kriivio, jony mainams naudojama
medziaga turi blti neigiamai ar teigiamai jkrauta [58]. Nors metodas paprastas,
taciau sudétinga rasti sglygas, kuriomis fermentas biity ir stipriai prikabintas, ir
visiskai aktyvus [204]. Tiek imobilizavimo metu, tick naudojant imobilizuota
preparata labai svarbi yra pH verté ir drusky koncentracija, nes dél didelés
drusky koncentracijos fermentas gali atsiplauti nuo neSiklio [58].
Imobilizuojant Siuo biidu gali pakisti fermenty pH optimumas bei pH
stabilumas [210], taciau tuo galima ir pasinaudoti, norit pastumti tam tikro

fermento pH optimuma j kurig nors pusg [211].

1.10.4 Kovalentiné imobilizacija

Kovalentiné imobilizacija — tai negrjztamas fermento prijungimas prie
nesiklio, taip apsisaugant nuo baltymo atsiplovimo j reakcijos sistemg [73].
Tvirtas prijungimas ir yra didZiausias kovalentinés imobilizacijos privalumas,
nes taip galima apsaugoti reakcijos produktus nuo uzterSimo baltymais.
Remiantis bendra taisykle kovalenting imobilizacija reikia rinktis, kai

fermentus ketinama naudoti vandeniniuose tirpaluose ar denatiruojanciomis
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salygomis. Daugelio kovalentiniy rySiy susidarymas tarp fermento ir nesiklio
sumazina konformacinj lankstumg ir terminius judesius, taip apsaugodamas
baltymg nuo iSsivyniojimo ir denatiiracijos [58]. Kovalentiné imobilizacija
daznai sukelia tam tikro laipsnio fermento inaktyvacija. Si inaktyvacija gali
biti kritiné, jei imobilizacijos metu kovalentiskai modifikuojamos katalizei
biitinos fermento funkcinés grupés. Jei naudojamas kovalentinis prijungimas
per daugelj baltymo tasky, nors ir yra inaktyvacijos rizika, lipazé turi buti
imobilizuojama aktyvioje konformacijoje, nes véliau jos pakeisti negalima
[21]. Planuojant kovalentinés imobilizacijos procediirg svarbu atsizvelgti j
visus pradinio fermentinio preparato komponentus. Daznai fermentai yra
neiSgryninti, be to, turi jvairiy priedy (polioliy, angliavandeniy), todé¢l tikslinio
baltymo kiekis gali biiti labai maZas (<5 %) ir kity junginiy sgveikos gali buti

Zymios ir turi biiti numatytos [58].

Kovalentiné imobilizacija dazniausiai vykdoma dviem etapais: neSiklio
aktyvavimas ar modifikavimas (chemiSkai aktyviy grupiy jvedimas) ir baltymo

prijungimas prie aktyvuoto pavirSiaus [73].

Dazniausiai kovalentiniam prijungimui pasinaudojama baltymo pavirSiuje
esan¢iomis amino grupémis, taciau gali biti prijungiamos ir kitos funkcinés
grupés, taip pat cukraus liekanos. Amino grupé gali nukleofiliSkai atakuoti

epoksido ar aldehido grupe [58].

Nesikliai, turintys karboksi grupes (pavyzdziui polimeriniai akrilo
rugsties dariniai), aktyvuojami karbodiimidu, tuomet su fermentu susidaro
peptidiniai rySiai. Amino grupes turintys polimerai gali buti aktyvuoti jvedant
diazo grupes, tuomet fermentai dazniausiai prijungiami per amino grupes,
kartais sulfo, hidroksi, karboksi grupes bei histidino imidazolo zieda. Vienas
daZniausiai taikomy metody aktyvuoti neSiklio amino grupéms yra
aktyvavimas glutaraldehidu [73]. Klasikinis imobilizavimo metodas - nesikliai

agarozeés pagrindu, aktyvuoti bromcianu [21].
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Kuriami epoksi grupes turintys nesikliai. Sios grupés gali reaguoti su
jvairiomis baltymo nukleofilinémis grupémis (amino, hidroksilo, sulthidrilo)
esant labai Svelnioms sglygoms: neutraliam pH ir Zemoms temperatiiroms
[212]. Dalis komerciskai pricinamy aktyvuoty neSikliy, skirty fermenty

imobilizacijai, sukurti su epoksi grupémis [21].

Kaip ir nekovalentinés imobilizacijos atveju, neSikliai gali buti tiek
hirdofobiniai, tiek hidrofiliniai. Be to, reaktingos grupés prie nesiklio gali bati
prijungtos per trumpus arba ilgus intarpus. llgesni intarpai gali lemti didesnj
baltymo konformacinj lankstuma, trumpesni — geresnj termostabiluma, nes jie

apriboja fermento judrumg ir apsaugo nuo i$sivyniojimo [58].

1.10.5 Fermento skersinis susiuvimas

Fermento skersinj susiuvimg (angl. crosslinking) galima laikyti
ekstremaliu  kovalentinio prijungimo atveju, kai fermento molekulés
sujungiamos tarpusavyje bifunkciniu reagentu, tokiu kaip glutaro aldehidas.
Fermentas tarnauja neSikliu pats sau [58]. Tipinis skersai susitito fermento
preparatas sudarytas tik i§ fermento, taCiau skersinis susiuvimas gali buti
naudojamas kartu su kitais imobilizacijos metodais, pvz. adsorbcija, norint
iSvengti atsiplovimo. Daznai sutinkamos skersai susiiito fermento formos —
skersai susititi fermento kristalai ir skersai susitti fermento agregatai [21].
Pirmiausia gaunami fermento kristalai ar jis iSsodinamas (agregatai) ar
i8dziovintas fermento aerozolis (taCiau netgi tirpale esantis fermento preparatas
gali buti skersai susifitas), tuomet pridedama ,,susiuvéjo™ [58]. Kaip ir kity
kovalentinés modifikacijos procediry atveju, fermentas gali bt
inaktyvuojamas. Néra bendro metodo, kuris galéty biiti pritaikytas bet kuriam
fermentui, tod¢l dazniausiai tinkamos salygos randamos bandymy — klaidy
keliu. Svarbu atsiminti, kad fermentas turi biti stabilus iki imobilizacijos, jos

metu ir po jos [21, 58].
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1.10.6 Jterpimas j gelj ar kapsule

Lipazés, imobilizuotos jterpimo biidu, yra stabilesnés uz adsorbuotas.
Jterpimas — tai lipazés apsupimas ir uzdarymas polimero matricoje, kurios
poringos struktiiros ypatybés garantuoja fermento sulaikyma viduje, taciau
leidzia difunduoti substratams ir produktams. Sio metodo procedira gana
paprasta, yra nemazas jvairiy natiraliy ir organiniy neSikliy pasirinkimas:

alginatas, agarozé, zelatina, filosilikatinis zolis-gelis [73].

Placiausiai paplitgs — zoliy-geliy metodas. Zoliai-geliai — tai labai poringi
Ir greitai paruos$iami silicio junginiai: tai chemiskai inertiSkas stiklas, kuris gali
biiti suformuojamas pagal poreikj. Nors zoliai-geliai gali buti termiskai ir
mechaniskai atspariis, dazniausiai jie yra trapiis [58]. Imobilizuojant Siuo budu,
fermento vandeninis tirpalas sumaiSomas su hidrolizuojamais organiniais
silany dariniais (pvz. tetrametoksisilanas, alkiltrimetoksisilanas), norint gauti
didelj imobilizuoty lipaziy aktyvuma, reakcijos miSinyje biitina naudoti silanus
su viena ar keliomis alkilo (metilo — oktadecilo) ir arba arilo grupémis. Gautas
gelis i8dZiovinamas ir susmulkinamas ] reikalingo dydZzio daleles,

praplaunamas vandeniu ir organiniais tirpikliais [21].

Jterpimas } organinius polimerus - tai klasikinis biidas imobilizuoti
fermentus. Tirpale kuriame yra polimerizavimui skirti monomerai ir fermentas,
vykdoma polimerizacija ir skersinis susiuvimas, tokiu budu fermentas
jterpiamas ] polimero tinklg. Galima tikétis dalinés fermento inaktyvacijos deél
jo cheminés modifikacijos ir/arba auksStos temperatiiros polimerizacijos metu.
Sis metodas tirtas gana menkai, galbit dé¢l to, kad ant organiniy polimery

lipazes pavyksta labai gerai adsorbuoti [21].

1.10.7 Pavirsiaus aktyviomis medziagomis padengtos lipazés

PavirSiaus aktyviomis medziagomis (PAM) ar lipidais padengtos lipazés,
kurios néra tirpios reakcijos terp¢je, gali buti laikomos imobilizuotomis
lipazémis, PAM atlickant neSiklio funkcijg [213]. Metodas yra paprastas, jo

esmé — sumaisius lipazés ir PAM vandeninius tirpalus, PAM padengtos lipazés
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iSkrenta j nuosédas, kurios i8dziovinamos. Pasirenkant PAM, reikia atsiminti,
kad kai kurios PAM (turinCios esterines jungtis) yra skaidomos lipaziy.
Lyginant su grynomis lipazémis, PAM padengty lipaziy aktyvumas yra gerokai
didesnis [21].

1.10.8 Imobilizacija ant nanonesikliy

Fermentai, ypac¢ hidrolaziy klasés, vis dazniau imobilizuojami ant
nanostruktiiry, jie tampa aktyvesni ir stabilesni laikymo, temperatiiros
atzvilgiu. Dazniausiai naudojami neSikliai — nanodalelés, nanopluostas,
nanovamzdeliai, nanoporos, nanoklostés ir nanokompozitai. Sie nanonesikliai
1§ prigimties pasizymi labai dideliu pavirSiaus plotu, dél kurio jmanomas
didelis jsotinimas fermentu ir didelis tiirinis fermento aktyvumas. Taip pat deél
gero atsparumo jtempimui nanomedZiagos daZniausiai yra atsparios

mechaniniam dévéjimuisi reaktoriuose [214]

Nesikliy ir fermenty nanomatmenys leidzia fermentams, prisijungusiems
prie nanogriau¢iy, turéti tirpiy fermenty savybes [215]. Imobilizuotos
nanodalelés elgiasi kaip stabilios monodisperguotos dalelés vandeninéje
suspensijoje ir pasizymi Brauno judesiais [216]. Masiy pernasa yra kur kas
geresné naudojant nanomatmeny matrica, nei makromatmeny nesiklius [217].
Naudojant magnetinius nanoneSiklius, imobilizuoto fermento atskyrimas tampa
greitas ir efektyvus, todél paprastesnis antrinis katalizatoriaus panaudojimas
[218]. Nanopluostas yra ypatingai tinkamas jvairaus tipo reaktoriams, nes ji
nesunku paruosti ir naudoti. NanopluoSto membrany reaktoriai pasiZymi
nedideliu slégio kritimu ir dideliu tekéjimo grei¢iu. Todél ateityje
nanotechnologijos ir biotechnologijos sandiiroje tikimasi dideliy pasiekimy

[214].

77



2 MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Medziagos

Lipazés. Enterobacter aerogenes - 13 lipazé gauta i§ UAB ,,Biocentras®,
Vilnius, Pseudomonas mendocina lipazé gauta i§ Biochemijos instituto
Molekulinés biologijos ir biotechnologijos skyriaus, Vilnius. Kitos lipazés:
komerciniai Novozymes preparatai — firmos atstovo Lietuvoje — UAB
,Biopolis*“ dovana, lipazés, tirtos Lundo universitete (rezultatai aprasyti 3.4
skyriuje) pirktos i§ Sigma (St. Louis, MO), iSskyrus Candida antarctica
(Lipozyme® CALB L) dovanota Novozymes (Danija), Pseudomonas
fluorescens, pirkta i§ Aldrich, Aspergillus niger (ANL) i$ Fluka. Komerciniy
lipaziy aktyvumai, iSmatuoti pagal standartinj lipaziy aktyvumo nustatymo
metoda, pateikti 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Lipaziy hidroliziniai aktyvumai, naudojant substratg p-nitrofenilbutirata.
Numeracija atitinka fermenty numeracija 3.3.1 skyriuje.

Imobilizuoti/kieti ~ Y/Gpreparato Tirpis UMlrepareto
1 Lipex 100 T 130 11 Lipozyme TL 100 L 17
2 Novozym 435 FG 238 12 Lipex 100 L 77
3  Lipozyme TL IM 11008 13 Palatase 20000 L 10
4 Lipopan 50 BG 968 14 Lipolase 100 L EX 49
5 Lipopan F BG 4670 15 Resinase A2X 86
6 Lipolase 100 T 568 16 Lecitase Ultra 15
7 Lipozyme RM IM 28
8 Novozym 435 144
9 Lipoclean 2000 T 2938
10 Lipoprime 50 T 27841

Reagentai. Tinkami analizei reagentai pirkti i§ Sigma ir Chempur (oleino
rugstis, dietilo eteris, acto rhigStis, heksanas). 2-metoksi-2-metilpropanas
(MTBE), cikloheksanas, tetradekanas, glicerolis ir oleino riigStis pirkti i$
Merck (Vokietija). Etanolis (Prolabo 95.0 %, 99.5 %) i§ VWR. Metanolis,
etanolis, 2-propanolis (izopropanolis), petrolio (PE) ir dietilo (DEE) eteriali, n-
heksanas, neorganinés rtgstys pirkti i§ Lachema Ltd. ir Roth. Tirpikliai,
naudoti trioleino etanolizés reakcijoms, dziovinti naudojant molekulinius sietus
(pory dydis 3 A) (Sigma). Trioleinas gautas i§ Larodan Fine Chemicals,

Malmo, Svedija. Fosfatiniai buferiai ruosti i§ atitinkamy natrio drusky (Sigma).
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N-metil-N-trimetilsililheptafluorobutiramidas (MSHFBA, Machery-Nagel)
pirktas i§ ScantecLab. Bredfordo reagentas ir jau¢io serumo albuminas pirkti i$
Sigma. Glutaro aldehidas ir glicinas pirkti Reanal, Gumarabikas - Chemapol.

Rapsy aliejus, maisto produktas, pagamintas ,,Obeliy rapsy aliejus®.
Kiauliy taukai, liny sémeny aliejus ,,Anira“ pirkti 1§ prekybos tinklo ,,Norfa“.

Plonasluoksnés chromatografijos plokstelés DC-Fertigplatten SIL G-25
UV254 pirktos i§ Macherey-Nagel, Vokietija. Kiti reagentai buvo analizinio
grynumo, pirkti 1§ Sigma.

Nesikliai. Polipropilenas Accurel MP-1000 pirktas i§ Membrana GmbH
(Vokietija). Chitinas pirktas i§ Reachim, Ligninas gautas i§ Latvijos Medienos
chemijos instituto. Chitozanas paruostas i$ chitino, magnetiniai chitino 1 (Fe —
9 %), ir 2 (Fe — 21,6 %), chitozano 1 (Fe — 7,1 %), 2 (Fe — 26,5 %) ir lignino
neSikliai paruosti Vilniaus universiteto biochemijos ir biofizikos katedroje (V.
Bendikiené) [219, 220].

Poliuretano (PU) ir chitozano (CHZ) dariniai buvo paruosti ir istirti
Viliaus universiteto Polimery chemijos katedroje [221, 222]. Poliuretano
mikrodalelés  buvo sintetinamos 1§  polivinilo  alkoholio  ir
heksametilendiizocianato. Skiepytojo chitozano (SK-CHZ) nesikliai gauti
polietilenglikolio metilo eterio metakrilato makromonomerg skiepijant ant
chitozano karkaso, naudojant (NH4),Ce(NO3)s iniciatoriy, tuomet aktyvuoti
glutaro aldehidu. Granocell 2000 (GR-2000) ir Granocell 4000 (GR-4000)
buvo paruosti Kauno technologijos universitete pagal Lietuvos patentg nr. 2299
[223]. Granocell yra makroporinga celiuliozé (talpinanti iki 2-10° molekulinés
masés molekules). Amino grupés prie neSiklio prijungtos veikiant
epichlorhidrinui ir pentaetilenheksaminui. Modifikuotas nesiklis aktyvuojamas
GA.

2.2 Llipaziy imobilizavimas
2.2.1 Adsorbcija ant Acurell MP 1000

Lipazés buvo imobilizuojamos adsorbcijos btdu ant makroporingo

polipropileno Accurel MP 1000 (daleliy dydis 200 — 700 um), pagal adaptuota
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Hagstrom metoda [224]. Naudoti skirtingi lipazés milteliy ar tirpalo kiekiai,
priklausomai nuo preparato aktyvumo ir jame esancio baltymo kiekio. Vienam
gramui Accurel MP1000 buvo panaudota ANL 200 mg, CALB 3.3 mli,
Candida rugosa lipazés (CRL) 133 mg, PFL 440 mg, RAL 600 mg, RNL 600
mg, RML 1,4 ml ir TLL 1,4 ml. Visais atvejais pradinis lipazés preparatas
(kietas ar skystas) istirpinamas 10 ml natrio fosfatiniame buferyje, skaiciuojant
vienam gramui neSiklio (pH 7,0, 50 mM), ir uZpilamas ant etanoliu sudrékinto
(3 ml/g nesiklio) Accurel MP1000. Nesiklis ir fermento tirpalas inkubuojami
ant linguojancio padéklo kambario temperatiiroje (20 °C) 3 val., tuomet
nufiltruojamas naudojant vakuuma. Tris kartus 5 ml natrio fosfatiniu buferiu
(pH 7.0, 50 mM) praskalautas preparatas dziovinamas per nakt] sumazinto
slegio salygomis. ISmatuojamas filtrato ir praplovimy baltymy tirpaly tiris,

koncentracija ir aktyvumas, apskai¢iuojamos iSeigos.

2.2.2 Adsorbcija ant lignino, chitino, chitozano bei magnetiniy jy dariniy

Lipazés preparatas, jei reikia, skiedziamas natrio fosfatiniu buferiu (pH
7,0, 50 mM) ir uzpilamas 2ml/g ant Siame buferyje isbrinkinto nesiklio.
Nesiklis ir fermento tirpalas inkubuojami ant purtyklés kambario temperatiiroje
5 val., tuomet 12 val. palickama Saldytuve. Tolesné imobilizacijos eiga tokia

pati, kaip adsorbuojant ant Accurell MP 1000.

2.2.3 Kovalentine imobilizacija

Nesikliai aktyvinami glutaro aldehido (GA) pertekliumi (25 — 30 karty
molinis perteklius neSiklio funkciniy grupiy skai¢iui). GA perteklius
atplaunamas pH 7,0 buferiu. Tolesné imobilizavimo eiga — kaip adsorbcijos

atveju.

2.3 Baltymy kiekio nustatymas

Baltymy kiekis buvo nustatomas Bredfordo budu, pagal standarting
kreive, gauta naudojant jaucio serumo albuming [225]. Ant neSiklio
imobilizuotas baltymo kiekis nustatytas iSmatavus baltymo kiekj tirpale pries ir

po imobilizacijos.
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2.4 Lipazés aktyvumo nustatymas

Hidrolizinis lipazés aktyvumas buvo nustatomas spektrofotometrine
analize termostatuojamoje kiuvetéje 30 °C temperatiiroje, naudojant p-NPB
substratg ir nepertraukiamai matuojant Sviesos sugertj esant 405 nm bangos
ilgiui. Taip registruojamas lipazés katalizuojamos p-nitrofenilbutirato (p-NPB)
hidrolizés produkto - p-nitrofenolio — koncentracijos didéjimas. Pradinis 20
mM p-NPB tirpalas ruoSiamas izopropanolyje, koncentracija matavimo
kiuvetéje reakcijos buferyje buvo lygi 0,4 mM. Parenkama tokia fermento
koncentracija, kad sugertis didéty tiesiSkai bent dvi minutes. Vienas lipazes
hidrolizinio aktyvumo vienetas (U) atitinka fermento kiekj, kuris lemia 1 pmol
p-nitrofenolio susidarymg per minute. Ant neSiklo immobilizuotas hidrolizinis
aktyvumas nustatomas iSmatavus lipazés aktyvumg tirpale prie§ ir po

adsorbcijos.

Nustatant hidrolizinio aktyvumo priklausomyb¢ nuo pH, temperatirinj
optimumag ir termostabiluma naudotas 0,1 M universalus buferis (UB) (Britton-
Robinson buferis), sudarytas i§ acto, orto-boro ir orto-fosforo riigs¢iy moliniu
santykiu 1:1:1. Sis buferis tinkamas naudoti pladiame pH intervale (2-12) [226,
227]. Reikalingas pH pasiekiamas buferj titruojant NaOH.

Nustatant hidrolizinio aktyvumo priklausomybe nuo RR ilgio, reakcija
vykdoma emulsinimo buferyje (0,1 % gumiarabiko, 0,2 % natrio deoksicholato
pH 8,0 UB). Substratai ruo$iami tirpinant jvairiy riebaly riigsciy p-NP esterius
izopropanolyje (koncentracija 3 mM). p-NP RR esteriy galutiné koncentracija

r-jos miSinyje — 0,3 mM.

2.5 Trioleino hidrolizé ir peresterinimas metanoliu heksane

TO hidrolizé. Reakcija buvo vykdoma 2 ml Eppendorf® plasikiniuose
mégintuvéliuose. Reakcijos misSinj sudaré 10 % (V/V) TO tirpalo heksane,
kurio ttris 400 pl. Misinys buvo inkubuojamas reakcijos temperatiiroje 10 min,
tuomet pridedama 50 pl lipazés tirpalo vandenyje (atitinkanc¢io 0,01 kU).
Naudoti fermentai ir jy specifikacijose aprasyti aktyvumai: Palatase (0,2 kU/g),
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Lecitase ultra 10 (kU/g), Lipopan 50 BG (50 kU/qg), Lipopan F BG (25 kU/q).
Reakcijos miSinys buvo laikomas Biosan Thermoshaker (TS-100) termo-
purtykléje nurodytoje temperatiroje, esant pastoviam 1400 rpm purtymui.
Reakcija stabdoma pridedant 450 ul DEE ir uzSaldant méginius -20 °C
temperatiiroje. Analizé buvo atlickama plonasluoksnés chromatografijos ir
densitometrijos metodu, kaip apraSyta zemiau.

TO peresterinimas metanoliu buvo vykdomas tomis paciomis sglygomis,
kaip ir hidrolizé, tik j reakcijos miSinj buvo dedama metanolio (MeOH),

moliniu alkoholio ir triacilglicerolio santykiu 4:1.

2.6 Fermentiné biodyzelino sintezé be tirpiklio

Reakcija buvo vykdoma 2 ml Eppendorf® plasikiniuose megintuvéliuose.
Reakcijos miSinio suminis tiiris buvo 1 ml, sudarytas i$ riebaly ar riebaly
misinio, etanolio (etanolio:triacilgliceroliy moliniu santykiu 3:1) ir 4 % (m/v
arba v/v) lipazés. Reakcijos miSinys buvo laikomas Biosan Thermoshaker (TS-
100) termo-purtykléje 35 °C temperatiroje, esant pastoviam 1400 rpm
purtymui. Reakcijos misinio méginiai imami tam tikrais laiko tarpais, po 50 pl,
prie$ tai gerai supurcius. Reakcija stabdoma ] méginius pilant 50 pl dietilo
eterio ir juos uzSaldant. Fermenty atranka buvo vykdoma tomis paciomis
salygomis 3 val. Analizé¢ buvo atlieckama plonasluoksnés chromatografijos ir

densitometrijos pagalba, kaip apraSyta zemiau.

2.7 Etanolizé - reakcijos priedy jtaka

Trioleino etanolizé standartiniu atveju buvo vykdoma 4,5 ml stikliniuose
meégintuvéliuose uzsukamais dangteliais su membrana. Reakcijos miSinio
suminis tdris buvo 2 ml, ji sudaré¢ 150 mM trioleino ir 600 mM etanolio
tirpalas metilo-tret-butilo eteryje. Monooleino alkoholizés atveju monooleino
koncentracija buvo 50 mM, etanolio 200 mM. Reakcija pradedama pridedant
2 % (m/v reakcijos tiiriui) imobilizuoto lipazés preparato. Priedy (Silikagelio
60, Abmerlite IR (H), Amberlite IR (Na) (gautas natrio Sarmu neutralizavus

Amberlite IR (H)) ir vandens) jtaka acilgrupés migracijai buvo tiriama
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pridedant 2 % m/v minéty priedy. Ar Accurel MP 1000 neturi jtakos reakcijai,
patikrinta dedant papildomai 2 % Sio neSiklio. Vandens jtaka buvo tiriama
pridedant MilliQ grynumo vandens kiekj, atitinkantj tam tikrg termodinaminj
vandens aktyvumg MTBE, pagal standarting kreive, sukalibruotg pagal
prisotintus drusky tirpalus.

Reakcijos meéginiai, jei neparaSyta kitaip, buvo inkubuojami
termopurtykléje 600 rpm 30 °C 48 valandas. Méginiai buvo imami per
membrang su  Hamiltono  Svirk§tu. Méginiai  analizuojami  dujy
chromatografijos biidu, kaip apraSyta Zemiau. Eksperimento ir analizés
vidutinis standartinis nuokrypis iSmatuotas atskiry eksperimenty seka ir yra

lygus 4 % jvercio.

Vykdant etanolizés reakcijas be tirpiklio, jei tekste nenurodoma Kkitaip,
naudotas toks pats alkoholio:triacilglicerolio santykis, kaip ir reakcijoms
MTBE, fermento kiekis — 4 % (m/v).

2.8 Monoacilgliceroliy sintezé
2.8.1 2-Monooleino sintezé

2-monooleinas buvo sintetinamas vykdant trioleino etanoliz¢ ir naudojant
1,3-specifing lipaze Millquist aprasytu adaptuotu metodu [129]. Etanolis (600
mM) ir trioleinas (150 mM) buvo istirpinti MTBE, | reakcijos miSinj
papildomai pridéta vandens (0,5 %). Reakcijai katalizuoti | miSin; déta
imobilizuoto RAL preparato (2% m/v skaifiuojant visam reakcijos tiriui),
kolba perkeliama j purtykle ir purtoma 8 val. 30 °C 160 rpm greic¢iu. Méginiai
dujy chromatografijai imami periodiskai, norint stebéti reakcijos eiga.
Produktas gryninamas kaip aprasyta 1-monooleino sintezés skiltyje, tik
praleidziamas tirpalo n-heptane centrifugavimo etapas, ir kristalizuojamas i$ n-

heptano -20 °C.
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2.8.2 1-Monooleino sintezé

1-monooleinas buvo sintetinamas esterinant oleino riigst] glicerolio
pertekliumi, naudojant 1,3-specifing lipaze (RAL). Oleino ragstj (0,1 M) ir
glicerolj (0,5 M) istirpinus t-butanolyje dedama 2 % m/v imobilizuoto RAL
preparato, kolba purtoma 6-7 val. 30 °C 160 rpm greiciu. Periodiskai imami
meéginiai GC analizei. Tirpiklis paSalinamas rotorinio vakuuminio i§garinimo
bidu, likutis iStirpinamas n-heptane (30-35 ml heptano /g oleino riigsties) ir,
norint paSalinti glicerolio pertekliy bei reakcijos metu susidarius] vanden,
centrifuguojamas 3200 rpm. Supernatantas, kuriame istirpes 1-monooleinas,
inkubuojamas -20°C 8 wval., susidar¢ 1-monooleino Kkristalai atskiriami
vakuuminio filtravimo biidu. ISgrynintas 1-monooleinas (>98 % pagal GC)

laikomas -20 °C.

2.9 Fenetilo esteriy sintezé

Fenetilo esteriy sintez¢ buvo vykdoma 2 ml Eppendorf® plasikiniuose
mégintuvéliuose, atliekant bent po du pakartojimus, reakcijos misinio bendras
turis buvo 1 ml. Jei nenurodyta kitaip, naudota 1 M ekvimoliarin¢ pradiné
alkoholio ir RR koncentracija, (triacilgliceroliy koncentracija atitinkamai 0,33
M). Reakcija pradedama j i$ anksto pasSildyta substraty tirpalg heksane arba
tret-butanolyje pridedant fermento. Fermento koncentracija atrankos reakcijose
buvo 5% v/v arba mlv, 4,2 % kity reakcijy atveju, jei neparaSyta Kkitaip.
Méginiai ir kontrolés buvo inkubuojami Biosan Thermoshaker (TS-100)
purtykléje nurodytoje temperatiiroje 1400 rpm. Reakcijos miSinio méginiai
imami tam tikrais laiko tarpais, po 50 pl, pries§ tai gerai supurcius. Reakcija
stabdoma ] meéginius pilant 50 pl dietilo eterio ir juos uzsaldant. Analizé buvo
atliekama plonasluoksnés chromatografijos ir densitometrijos pagalba, kaip

apraSyta Zemiau.

2.10 Plonasluoksné chromatografija ir densitometrija

Reakcijos produkty analizé buvo vykdoma ant 0,25 mm sluoksniu

silikageliu 60 UV, padengty plonasluoksnés chomatografijos (TLC)
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ploksteliy (5x10cm and 10x10cm). Naudojant Sul Hamiltono Svirksta
meéginiai 2l tiiriais buvo uzneSami ant plokstelés 10 mm atstumu vienas nuo
kito ir nuo apatinio krasSto. ISdZiovinta plokstel¢ buvo merkiama ; mobilig
faze petrolio eteris: dietilo eteris: acto rigstis (85:15:2) v/v arba (80:20:1),

taip, kad mobili fazé apsemty iki 3 mm plokstelés apatinio krasto.

Mobiliai fazei pakilus iki numatyto tasko, plokStelé iSimama ir
dziovinama 10-15 min, tuomet rySkinama, arba, jei junginiai absorbuoja UV
srityje, i§ karto fotografuojama apsSvietus 254 nm bangos ilgio S$viesa.
Neso€iyjy riebaly rigsciy turiniy junginiy (aliejy ir jy produkty) TLC
plokstelés buvo rySkinamos jodo gary kameroje, kiti lipidai buvo dazomi
apipurSkiant ploksteles 0,2 % 2,7-dichloroflouresceino tirpalu 2-propanolyje
ir dZiovinant ant 40 °C pavirSiaus 30 minuciy. Jodu dazytos plokstelés

pavyzdys pateiktas 2.1 pav.

Kiekybine TLC atskirty reakcijos
W Etiloleatas

produkty analizé buvo atliekama

densitometrijos principais UVltec

Trioleinas . . .
Cambridge Fire-reader vaizdo
kamera ir UVItec Fire-reader

Oleino ragstis 15.10 vaizdo apdorojimo

2 - 123:8:2:2:2 programa.  Integruota  démés

® Monooki sugertis apskaiiuota atsizvelgiant
onooleinas

1 démés plota ir spalvos

intensyvuma kiekviename
2.1 pav. Biodyzelino sintezés metu
susidaranciy produkty chromatografinis
atvaizdas. Mobili fazé PE:DEE:AR
80:20:1.

paveikslélio elemente, atmetant

foning sugertj.

Koncentracijos skaifiavimai pagristi kiekvieno junginio specifinés
sugerties standartinémis kreivémis, tiesiniame intervale.Standartinés kreives
pavyzdys (gliceriltrioktanoato (TK) démés sugerties priklausomybé nuo

uznesto medziagos kiekio) pateiktas 2.2 pav. Siuo atveju tiesinis intervalas
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yra 0,044-0,44 pumol TK, kas atitinka 0,07-0,67 M TK koncentracija

reakcijos miSinyje.

1,0E+07 -

R?=0,9964
8,0E+06 |
6,0E+06 o

4,0E+06 -

2,0E+06

Integruota démés sugertis,
santykinai vienetai

0,0E+00 —+
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Uznestas GTO kiekis, umol

2.2 pav. Standartine TK densitometrijos kreivé, integruoto démés ploto sugerties
priklausomybé nuo uzne$to medziagos kiekio. Tiesinj intervalg sudaro taskai, pazyméti
juodai.

Santykin¢ reakcijos komponenty koncentracija tam tikru reakcijos
momentu yra iSreiSkiama riebaly riugsties ekvivalentais % (t.y. visos riebaly
rigsties liekanos, esancios reakcijos méginyje, sudaro 100 %, kiekvieno
junginio procentiné koncentracija reiSkia, kad tam tikra dalis riebaly rtgsties

liekany yra §10 junginio sudétyje).

2.11 Dujy chromatogrdfijos analizé

Metodo esmé: visi junginiai, turintys hidroksilgrupe yra sililinami,
naudojant MSHFBA ir skiedZiami cikloheksanu, kuriame iStirpintas vidinis
standartas. Junginiy atskyrimas remiasi skirtingu jy lakumu, iSnesti junginiai

aptinkami liepsnos jonizaciniu detektoriumi (FID).

Oleilgliceroliy etanolizés méginiai, kuriuose yra etiloleato, oleino
rigsties, 1-monooleino, 2-monooleino, 1,2-dioleino, 1,3-dioleino ir trioleino
buvo analizuojami dujy chromatografijos biidu naudojant Varian dujy
chromatografa (430-GC-FID, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA) su
liepsnos jonizaciniu detektoriumi ir FactorFour™ kapiliarine kolonéle (VF = 1

ms, ilgis 15 m, vidinis skersmuo 250 pum, Varian, Agilent Technologies Inc.,
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Santa Clara, CA). NeSancios dujos buvo helis (20 psi), injektoriaus ir
detektoriaus temperatiira buvo 350 °C. Pradiné (180 °C) kolonélés temperatiira
buvo palaikoma 2,5 min, tuomet 10 °C/min grei¢iu pakeliama iki 340 °C ir

palaikoma 26 minutes.

Reakcijos miSinio méginiai buvo sililinami pridedant tokj patj kaip
méginio MSHFBA  (N-metil-N-trimetilsilil-heksafluorobutiramido) ttrj ir
laikant juos kambario temperatiiroje bent 30 minuéiy. Reakcijy, vykusiy be
tirpiklio, atveju ir reakcijy, kuriuose tirpiklis buvo t-butanolis, méginiai pries§
sililinimg buvo skiedZiami MTBE atitinkamai 10 ir 5 kartus. Sililinimas
uzbaigiamas pridedant 99,5 % etanolio tirj, lygy naudotam MSHFBA turiui.
Méeéginiai skiedziami 15 karty vidinio standarto tetradekano tirpalu
cikloheksane, gaunamas méginys, kuriame tetradekano koncentracija yra 8
mM, jis analizuojamas dujy chromatografu. Pavyzdiné chromatograma

pateikta 2.3 pav.

Medziagy koncentracijos skai¢iuojamos pagal santykinj piko plota
(vidinio standarto atzvilgiu) naudojant santykinius molinius atsako
koeficientus (RMRF), apskaiciuotis pagal teorinius santykinius molinius
atsakus (r.m.r.) arba naudojant standartines kreives (trioleino atveju) (2.2
lentelé) [228, 229].

2.2 lentelé. Junginiy, tirty dujy chromatografijos metodu, uzlaikymas ir santykiniai
moliniai atsako koeficientai (RMRF)

Junginys Uzlaikymas, RMRF
min

Glicerolis* 0,57 0,7821

Tetradekanas 0,71 1

Nesililinta  oleino 4,69 1,214

ragstis

Etiloleatas 4,93 1,3571

Oleino ragstis 5,43 1,4214

Nesililintas 9,00 1,357

monooleinas

2-monooleinas 9,60 1,8143

1-monooleinas 9,85 1,8034

1,2-dioleinas 18,28 2,8357

87



1,3-dioleinas 18,46 2,825

Nesililintas 18,63 2,607
dioleinas
Trioleinas 41,61 3,857**

* glicerolio koncentracija nevertinta dél jo riboto tirpumo naudotuose tirpikliuose
** trioleino RMRF apskaiciuotas pagal standarting kreive ir naudota verté 2,3

Santykinis molinis atsako koeficientas (RMRF) apibréZziamas kaip verté,
apibiidinanti piky ploty priklausomybés nuo koncentracijos standartiniy kreiviy

santyk].

r.m.r.(junginio) . .
RMRF. .. = ; 2.1 lygtis
HRIE r mur. (tetradekano) (21 lygtis)

r.m.r — santykinis molinis atsakas.

Santykiné¢ reakcijos komponenty koncentracija tam tikru reakcijos momentu
yra iSreiSkiama oleino riigSties ekvivalentais % (t.y. visos oleino riigsties
lickanos, esancios reakcijos méginyje, sudaro 100 %, kiekvieno junginio
procentiné koncentracija reiskia, kad tam tikra dalis oleino rtugsties liekany yra

§i0 junginio sudétyje).

Pradinis reakcijos greitis apskaiCiuotas kaip substrato sunaudojimo greitis
imobilizuoto ant nesiklio baltymo svorio vienetui (umol-min™mg™) per pirma
reakcijos valandg. Kiekvieno junginio koncentracija buvo skai¢iuojama kaip
oleino rugsties ekvivalenty, buvusiy reakcijos misSinyje prie§ jai prasidedant,
dalis ( %), turint omenyje, kad diacilgliceroliai ir triacilgliceroliai atitinkamai

turi po dvi ir po tris riebaly rugsties liekanas.
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2.3 pav. Tipiné oleino riigsties ir jos glicerolio esteriy dujy chromatograma. Junginiy uzlaikymas (RT, min) pateiktas 2.2 lenteléje.
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2.12 Dujy chromatogrdfijos — masiy spektrometrijos analizé

Dujy chromatografijos — masiy spektrometrijos (GC-MS) analizé buvo
atliekama Perkin-Elmer dujy chromatografu - masiy spektrometru reakcijos
produktui - fenetilkaprilatui identifikuoti. Nesancios dujos buvo vandenilis,
detektoriaus temperatiira buvo 350 °C. Pradiné (50 °C) kolonélés temperatiira
buvo palaikoma 3,5 min, tuomet 10 °C/min grei¢iu pakeliama iki 310 °C ir
palaikoma 5 minutes. Suminéje jony chromatogramoje (2.4 pav.) pirmasis
pikas yra feniletanolio (vieno i§ reakcijos substraty), antrasis pikas yra
fenetilkaprilato, jo masiy spektras pavaizduotas 2.5 pav. (A) ir palygintas su
NIST bibliotekos fenetiloktanoato masiy spektru (B). Registruojamas 96,7 %

sutapimas.

100 5.39

21.03

2

1 T T T T T T T T T T T T T T S t; T T T T T T T T T T T T T T
346 546 746 946 1146 1346 1546 1746 1946 2146 2346 2546 2746 2946 3146 3346
Trukmé, min

2.4 pav. Fenetilkaprilato sintezés suminé jony chromatograma. Pikai: 1- feniletanolio,
2- fenetilkaprilato.

10y A e

%_

0 45 57 B5eg 7783 91 9g || 120127 143 156 167 179186 134 207 214220 241

T T T T 1 T 1 T 1 I T 1 T T T 1 1 T T T 1 I

R967 Nist 204966: OCTANOIC ACID, 2-PHENYLETHYL ESTER m/z
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2.5 Feniletilkaprilato (2 pikas 2.4 pav.) masiy spektras (A) — méginio pikas, B — Nist
duomeny bibliotekos pikas.

2.13 Atsako pavirsiaus metodologija

Eksperimentai buvo planuojami ir rezultatai analizuojami atsako

pavirSiaus metodologijos (APM) jrankj turinc¢ia Design Expert 8.01 (Stat-Ease,
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Minneapolis) programa. Siuos analizés procesus galima i3skirti j tris etapus: 1)
eksperimento plano sudarymas ir jvertinimas, 2) modelio, atitinkancio
eksperimentinius rezultatus sudarymas ir jvertinimas, 3) optimizavimas. Sios

skiltys apraSytos Zemiau.

2.13.1 Eksperimento plano sudarymas ir jvertinimas

Eksperimento planas yra sukuriamas pagal vieng i§ numatyty standartiniy

statistiSkai pagrjsty plany.

Centrinis kompozicinis eksperimento (CCD) planas yra populiariausias 1§
APM naudojamy plany. CCD sudaro trijy tipy eksperimento plano taskai:
dviejy lygiy faktoriniai ar trupmeniniai faktoriniai, aSiniai ir centriniai taskai.
Trupmeninis faktorinis eksperimento planas naudotas TO hidrolizés ir
peresterinimo reakcijoms tirti, buvo sudarytas 1§ keturiy faktoriniy taSky,
keturiy aSiniy taSky ir penkiy centriniy taSky. Penkiy lygmeny CCD plana,
sudar¢ 52 eksperimentiniai bandymai. ASiniai taSkai nutol¢ nuo centrinio taSko

atstumu o, kurio verte¢ pasirinkta kaip praktiné (1,18921).

D-optimalaus eksperimento plano taskai parenkami matematiSkai taip,
kad variacija, susijusi su apibiidinty modelio koeficienty jverciais, biity
minimali. Dauguma plano tasky yra plano erdvés krastuose, be to, $is planas
geras tuo, kad galima jvesti eksperimento plano numatomy tasky apribojimus,
pridéti papildomy tagky. Sis planas naudotas peresterinimo reakcijoms be
tirpiklio tirti (3.3.2 skyrius). Eksperimento plang sudaré 25 eksperimentiniai
bandymai, 1§ kuriy 15 buvo modelio taSkai, 5 taSkai, skirti neatitikimui
1Smatuoti ir 5 pakartojimai. Taskai buvo parenkami i§ vertikaliy asiy, kampy
centry, apribojanciy ploksStumy centroidy, asiniy patikrinimo taSky, vidiniy

tasky ir viso centroido.

Kiekvienas planas gali buati kei¢iamas (pridedami ar iStrinami
eksperimentiniai taskai, kei¢iamos nepriklausomy kintamyjy vertés), taciau jis
turi biiti jvertintas, kad biity uztikrintas atsaka lemianciy veiksniy iSmatavimas.

Modelio vertinimo etape apskai¢iuojami modelio ir paklaidy laisvés laipsniai,
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koeficienty standartinés paklaidos, dispersijos infliacijos faktorius (VIF), R ;%
jtakos indeksai (leverage), grafiskai pateikiamas modelio standartinés

paklaidos grafikas nepriklausomy kintamyjy intervale.

2.13.2 Modelio, atitinkancio eksperimentinius rezultatus sudarymas ir

jvertinimas

Atlikus eksperimento plane numatytus eksperimentus, rezultatai
analizuojami, taikomas geriausiai rezultatus atitinkantis modelis. Sia analize
sudaro keli etapai: funkcijos transformacijos pasirinkimas, modelio atitikimo
patikrinimas (regresijos apskaifiavimas pritaikant atsako vertéms visus
polinominius modelius, modeliy palyginimui apskai¢iuojamos F-vertés,
neatitikimas, R? pasiilomas statistifkai reik§mingas modelis), modelio
pasirinkimas (linijinis, dviejy funkcijy sgveikos ar polinominis), vykdoma

dispersijos analizé (ANOVA).

Modelio ir atskiry dedamyjy reikSmingumas aprasomas F-verte
(dedamosios ar modelio dispersija lyginama su paklaidos dispersija, jei
dispersijos panaSios, F verté artima vienetui, tai mazai tikétina kad veiksnys
(veiksniai)  turi  reikSmingg  jtaka  atsakui), p verte (P>F)
(latkoma reikSminga, jei p (P>F) < 0,05), neatitikimo indeksu, signalo ir

triukSmo santykiu.

Norint jvertinti modelio atitikimg eksperimentinéms vertéms ir aptikti
eksperimento klaidas (vertes, iSkrentancias i§ konteksto), naudojamas Design
Expert programos diagnostikos jrankis, kurj sudaro dvi dalys: diagnostikos ir
jtakos. Diagnostikos dalyje remiantis statistiniy funkcijy grafikais tikrinama,
ar modelis gerai atitinka eksperimentinius duomenis: 1) ar paklaidos
(skirtumas tarp eksperimentinés vertés vertés ir modelio prognozuojamos
vertés) barstosi pagal normalyjj skirstinj, 2) kaip ir ar atsitiktinai iSsibarstg
(nedidéja) paklaidos, didéjant prognozuojamoms atsako vertéms 3) kaip ir ar
atsitiktinai iSsibarste paklaidos priklausomai nuo eksperimentiniy meéginiy

eiliSkumo 4) ar eksperimentiniy atsako verciy priklausomybé nuo modelio
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prognozuojamy atsako verciy vientisai iSsibarsto palei 45 laipsniy linijg, 5) ar
nereikalinga funkcijos transformacija, remiantis Box Cox grafiku, 6) kaip
1§sibarste paklaidos, priklausomai nuo kiekvieno i§ nepriklausomy kintamyjy.
Itakos dalyje tikrinama kiekvieno individualaus eksperimentinio rezultato
itaka modeliui, taip aptinkamos eksperimento klaidos, stebimi didZiausig jtaka
modeliui darantys eksperimentiniai rezultatai 1) iSoriSkai studentizuoty
paklaidy grafike stebima, keliomis standartinio nuokrypio vertémis iSmatuota
verte skiriasi nuo prognozuojamos vertés, gautos iStrynus tg tasSka 1§ modelio
(studentizuota paklaida — koeficientas, gautas padalinus paklaidg i§ jos
standartinio nuokrypio jvertinio reikSmes), 2) jtakos indeksas: jvertinama, kaip
kiekvienas taskas veikia modelio atitikima (jei tasko poveikis lygus vienam,
Sio taSko rezultatas kontroliuoja model; ir modelis privalo eiti per §j taSka,
tokiu atveju poveikis turi biiti sumaZinamas pakartojant ar papildomai
pridedant eksperimentiniy tasky) 3) DFFITS diagnostika apibiidina, kiek
kiekvienas taSkas jtakoja modeliu prognozuojamg verte; tai dydis, panasus i
iSoriSkai studentizuota paklaidg (tik padaugintas i§ koeficiento, kurio verte
lemia jtakos indeksas) 4) DFBETAS iSmatuojama kiekvieno taSko jtaka
regresijos koeficientui, statistiniu pozitriu panasi | DFFITS, taciau matuojama
iSskaidyta jtaka kiekvienam modelio lygties koeficientui 5) Cook atstumas —
matas, kaip pasikeisty regresinés analizés vertés, jei tiriamas taskas biity

nejtrauktas ] analize.

Atsizvelgiant ] diagnostikos rezultatus sudaromas modelis. Jeigu
aptinkamos eksperimento klaidos, jos paSalinamos i§ modelio, taip pat
paSalinami nereikSmingi kintamieji, jei be jy modelis geriau apraso

eksperimentinius duomenis.

Kvadratinis polinominis regresijos modelis skirtas atsakui(-ams) Y

prognozuoti aprasomas Sia funkcija (2.2 lygtis):

Y :/50 +23::Bixi +23:,Biixi2 "’22: iﬂijxi Xj

=1 j=ixt 2.2 lygtis
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Cia Y yra atsakas (priklausomas kintamasis), o Xi ir Xj nepriklausomi
kintamieji. B0, Bi ir Bj, Pii, Bij yra pastoviis koeficientai (tiesinés, kvadratinés ir

sgveikos dedamyjy).

2.13.3 Optimizavimas

Parinkus eksperimentines vertes atitinkanti model;, galima rasti tokias
nepriklausomy kintamyjy vertes, kurios lemty pageidaujama atsako verte. Tai
vadinama optimizavimu. Design expert programa apjungia tikslus j vieng
sickiamybés funkcijg, programa sickia maksimizuoti $ig funkcijg. Naudotas
skaitinio optimizavimo budas, kurio metu galima pasirinkti pageidauting
tikslg: pasiekti minimalig, maksimalia ar tam tikrg norimg atsako bei
kintamyjy verte nustatytame ar visame modeliu apraSomame nepriklausomy
kintamyjy intervale. Kiekvienam i$ pasirinkty tiksly gali biiti suteikiamas tam
tikras svoris (0,1-10) vienetas nurodo linijing funkcijg, didesnés uz vieneta
vertés slenka rezultatg link numatytos tikslinés vertés, mazesnés — atvirksciai),

be to, kiekvienam tikslui gali biti suteikiama santykiné svarba (nuo vieno iki

penkiy).

3 REZULTATAI IR JY APTARIMAS
3.1 Enterobacter aerogenes lipazés imobilizacija ir savybés

Sio tyrimy etapo tikslas buvo istirti tirpios ir imobilizuotos Enterobacter
aerogenes-13 lipazés (UAB ,Biocentras®) savybes. Sis bakterijy kamienas
jmonéje buvo atrinktas dé¢l savo savybés hidrolizuoti lipidus, tyrimai buvo
atlikti, norint sukurti moksliniy ziniy baz¢ pigiam ir efektyvumam lipazés

pramoniniam pritaikymui.

Enterobacter aerogenes lipazés preparatai BMBK buvo imobilizuoti ant
skirtingy neSikliy: gryny lignino, chitino (CHT), chitozano (CHZ),
poliuretaniniy (PU) nesikliy ir jmagnetinty magnetitu FesO,4 lignino, chitino
(m-CHT) ir chitozano (m-CHZ). Chitinas yra poli-(N-acetilgliukozaminas), o

chitozanas — jvairiu laipsniu deacilintas jo darinys. Chitozanas turi amino- ir
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hidroksilo- grupes, kurios gali buti chemiskai modifikuojamos, jis tirpus
rugstiniuose tirpaluose, neutralizavus iSsikristalizuoja, tokiu btidu galima gauti
norimo dydzio ir savybiy neSiklio daleles [230]. Ligninas yra heterogeninis
polimeras, sudarytas i§ trijy skirtingy metoksilinty monolignolio monomery.
Sios Zaliavos natiiralios, ju gamtoje daug, todél komerciniu biidu nesikliai gali

biti pigiai paruosSiami.
3.1.1 Adsorbcija ant lignino, chitino, chitozano bei jy magnetiniy dariniy

Adsorbcija ant lignino — imobilizuota 55 % aktyvumo ir 20 % baltymo,
taCiau preparato savitasis aktyvumas sumazéja daugiau nei dvideSimt karty
(aktyvumas 0,17 U-g™") (3.1 lentelé), todél tirtomis salygomis Enterobacter

aerogenes lipazés imobilizacija ant gryno lignino néra efektyvi.

Adsorbcija ant chitino. Lipazé buvo imobilizuota ant gryno CHT bei m-
CHT, kuriuose gelezis sudaré 9,0% ir 21,6 %. Didziausiu aktyvumu
pasizyméjo Enterobacter aerogenes lipazé adsorbcijos budu imobilizuota ant
magnetinio chitino turin¢io 21,6 % gelezies: preparato aktyvumas - 2,91 U/g.
Imobilizuota aktyvumo dalis beveik du kartus didesné, nei imobilizuota
baltymo dalis. Taigi Siuo atveju lipazé atrankiau nei kiti preparate esantys
baltymai nuséda ant neSiklio, todél imobilizacijos procesas taip pat yra ir
dalinis fermento gryninimas.

3.1 lentelé. Adsorbcijos buidu ant lignino, chitino ir chitozano nesikliy imobilizuotos
Enterobacter aerogenes lipazés preparaty aktyvumas

. Savitasis o
Imobilizuoto o . - . Imobilizuotas
- Imobilizuota imobilizuoto Imobilizuota
Nesiklis 1”.‘39’?9“”"“0 preparato aktyvumo baltymo baltymo b?"WT“O
laipsnis, % Fe aktyvumas, . . kiekis,
dalis, %  aktyvumas, dalis, %
U/g U/mg MY/ Gnesikio
Ligninas - 0,17 55 0,02 20 7,5
CHT - 2,05 35,3 1,57 29,4 1,3
m-CHT 9 2,28 46 1,25 40,7 1,83
m-CHT 21,6 2,91 58,7 1,93 33,5 1,51
CHZz - 1,45 <1 2,90 111 0,5
m-CHZ 7.1% 1,08 <1 2,76 14,4 0,65
m-CHZ 27,5% 0,98 <1 2,18 0,1 0,45
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Imobilizuojant Enterobacter aerogenes lipazg ant gryno CHZ ir m-CHZ,
skirtingai nei prie§ tai vykdyty imobilizacijy ant chitino dariniy atveju,
atplautas beveik visas imobilizavimui naudotas aktyvumas (3.1 lentelé). Taciau
imobilizuoty lipazés preparaty aktyvumas buvo saglyginai didelis: 0,98-1,45
U/g, palyginus, tik 2 kartus mazesnis, nei ant chitino imobilizuoto fermento
(2,1-2,9 U/g). Taigi, panasu, kad imobilizuojant stebima lipazés aktyvacija.
Lipaziy aktyvacija imobilizuojant yra gana daznas reiskinys [21, 208, 231].
Gali buti, kad dél nesiklio savybiy imobilizuojamas fermentas arba yra
aktyvioje konformacijoje (atviru dangteliu), arba aktyviu centru pasuktas j

tirpalo puse ir todél padidéja jo lipolizinis aktyvumas.

Lipazes daznai aktyvuoja jvairiis detergentai, ypa¢ monosacharidy ir RR
esteriai [232]. Norint jsitikinti, kad aktyvacija lemiama fermento ir nesiklio
sgveikos, o ne Salutinés nuo neSiklio atsiplovusiy junginiy saveikos ar
nespecifinés p-NPB hidrolizés, buvo iStirta lipazés saveika su chitino ir
chitozano monomerais (10° M N-acetilgliukozamino ir gliukozamino
tirpalais), taciau reikSmingo lipazinio aktyvumo pokycio nepastebéta. Be to,
buvo iStirta ir galima substrato sgveika su neSikliais ar jy irimo produkty
buvimas tirpale, taciau nei atsiplaunanciy junginiy, nei nefermentinio p-NPB
skaldymo nepastebéta. Todél galime teigti, kad padidéjes fermentinis

aktyvumas lemiamas biitent fermento sgveikos su polimeriniu nesikliu.

Adsorbuojant lipazés preparatus ant chitino, imobilizuoto preparato
aktyvumas did¢ja, did¢jant Fe kiekiui neSiklyje. Naudojant chitozang
pastebima prieSinga priklausomybé: didZziausias imobilizuoto baltymo

aktyvumas stebimas jj adsorbavus ant gryno chitozano (3.1 lentelé).

96



3.1.2 Kovalentiné imobilizacija ant magnetinio lignino, chitino ir chitozano
bei polimeriniy dariniy
3.1.2.1 Kovalentinis imobilizavimas ant magnetinio lignino, naudojant

glutaro aldehidq.

Kovalentinés fermento imobilizacijos atveju svarbu nustatyti optimalig
nesSikl; aktyvuojancios medZiagos koncentracija. Pvz., aktyvuojant neSiklj,
turint] daug laisvy NH, grupiy bifunkciniu glutaro aldehidu (GA), gali atsirasti
didesnis nei optimalus aldehido grupiy skai¢ius, todél gali vykti multitaskinis
fermento prisiuvimas, fermentas gali buti prijungtas sluoksniais. Dél Siy
priezasCiy gali atsirasti sferiniai trukdziai fermento—substrato sgveikai ar buti
pazeidziama aktyviojo centro struktira bei aktyvumg lemianc¢iy aminoragscéiy

labilumas [58, 233].

Lipazés imobilizacijos efektyvumo tyrimams nesikliy aktyvinimui
naudotas 0,6 — 8,3 % GA koncentracijy intervalas, didziausias imobilizuotos
lipazés preparato aktyvumas pasiekiamas 4,2 — 5,8 % GA koncentracijy ribose
(3.1 pav.). 42% GA aktyvuotas ir 32 % baltymo prisijunges preparatas
pasizyméjo 1,90 U/g aktyvumu (3.2 lentelé). Daugiausiai baltymy (44 %)
imobilizuota ant preparato, aktyvuoto 8,3 % GA, taiau Sio preparato
aktyvumas yra maZesnis, nei preparaty, kuriuose naudota mazesné¢ GA
koncentracija ir prisijungusi mazesné aktyvumo dalis. Palyginus, panasy
aktyvuma turi tiek 8,3, tiek 2,3 % GA aktyvuoti preparatai, taciau 2,3 % GA
aktyvuotame preparate prisijungusi baltymo dalis yra mazesné (24 %) nei

aktyvuotame maksimaliu GA kiekiu (44 %).
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3.1 pav. Santykinis imobilizuoto preparato aktyvumas (m) (maksimalus aktyvumas
prilygintas 100 %), imobilizuota aktyvumo (=) ir baltymo (o) dalis, lignino
aktyvavimui naudojant jvairias GA koncentracijas.

Kovalentinis imobilizavimas ant magnetinio lignino, naudojant tg patj
fermento kiekj kaip adsorbcijai, tiek baltymo imobilizavimo, tiek ir
imobilizuoto preparato aktyvumo atZzvilgiu yra Zenkliai efektyvesnis,
kovalentinés imobilizacijos buidu gaunamas apie 11 karty didesnis preparato

aktyvumas (1,9 U/g lyginant su 0,17 U/g) (3.1 lentelé 3.2 lentelés).

3.1.2.2 Kovalentinis imobilizavimas ant polimeriniy nesikliy

Fermenty imobilizavimui buvo panaudoti VU ChF polimery katedroje
aktyvuoti gamtiniai polimeriniai neSikliai: poliuretano pagrindu — PU3 — H11,
chitozano pagrindu (S-CHZ) — skiepytasis chitozanas, bei Granocell — 2000
(GR-2000) ir Granocell — 4000 (GR-4000) — makroporinga celiuliozé. Lipazés
imobilizuotos kovalentinio prijungimo biudu. PU atveju kovalentiniai rySiai
susidaro tarp nesiklio izocianato grupiy ir fermento amino- ir hidroksi- grupiy.
Dazniausiai reakcijy tarp GA ir fermento amino grupiy metu susidaro Sifo
bazés. Neskaitant Sios reakcijos, dél poringos PU ir S-CHZ struktiiros galéjo

vykti ir lipazés adsorbcija ar jterpimas ; mikrodaleliy poras.

Didziausiais aktyvumais pasizyméjo ant Gr-2000 ir Gr-4000 ir PU

nesikliy kovalentiskai imobilizuoty lipaziy preparatai (3.2 lentelé).
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3.2 lentele. Kovalentiniu budu ant skirtingy polimeriniy neSikliy imobilizuotos
Enterobacter aerogenes preparaty palyginimas.

Savitasis

Imobilizuoto : - Imobilizuota  Imobilizuotas
. imobilizuoto baltymo

Nesiklis preparato baltymo baltymas,

aktyvumas, U/g aktyvumas, dalis, % mg/g
’ U/mgbaltymo

Magnetinis ligninas 19 0,05 44,4 16,5
S-CHzZ 7,6 0,92 30,9 8,25
Gr-2000 36,2 6,27 51,8 5,8
Gr-4000 38,8 6,72 52,7 5,8
PU 30,0 2,37 38,6 12,6

DidZiausig ir maziausig aktyvumg turinéiy preparaty aktyvumai (U/Q)
skyrési 20 karty (ant Gr-4000 ir ant magnetinio lignino), tac¢iau imobilizuota
baltymo dalis visy neSikliy atveju skyrési maziau nei 2 kartus. Ant aktyviausiy
Granocell nesikliy imobilizuota maziau baltymo (apie 6 mg/g), ko gero, lipazé
Imobilizuojama specifiskiausiai. Tai gali lemti Sios specialiai paruostos
celiuliozés pory struktiira: ant neSiklio lipazé imobilizuojama dviem budais,
tuo paciu vykstant ir adsorbcijai ir kovalentinei imobilizacijai. Ant magnetinio
lignino bei S-CHZ taip pat imobilizuojama didelé dalis baltymy, taciau arba
baltymai imobilizuojami neatrankiai, arba imobilizacijos metu lipazé
inaktyvuojama, tod¢l preparaty aktyvumas palyginus nedidelis. Preparato
aktyvuma, priklausomai nuo to, kiek jame yra imobilizuota baltymo, apibiidina
savitojo imobilizuoto baltymo aktyvumo dydis, taigi Granocell ir PU neSikliai

yra tinkamiausi lipazés Enterobacter aerogenes imobilizacijai.

Detaliau buvo istirta lipazés imobilizacijos priklausomybé nuo baltymo
kiekio, neSikliu naudojant PU. Nustatyta, kad imobilizuoto preparato
aktyvumas Zenkliai didéja, didéjant imobilizuojamo baltymo kiekiui, nors
didéjant imobilizuojamy baltymy koncentracijai, imobilizuota baltymo dalis
kinta nezymiai nuo 31 iki 38 %, kas leidzia manyti, kad ant nesiklio
imobilizuojasi aktyvis fermentai, o ne balastiniai baltymai, be to, neSiklio

jsotinimas baltymais tirtame intervale néra pasiekiamas.
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3.2 pav. Ant PU nesiklio imobilizuotos E. aerogenes lipazés preparato aktyvumas ir
imobilizuota baltymo dalis, priklausomai nuo imobilizuojamo baltymo kiekio. -
imobilizuota baltymo dalis, =—=m== - imobilizuoto preparato aktyvumas.

Palygine dviejy imobilizacijy - kovalentinés ir adsorbcijos — rezultatus,
matome, kad kovalentinés imobilizacijos atveju aptinkami didziausi preparaty
aktyvumai (imobilizuojant ant Granocell), kurie apie 13 karty virsija
didziausius aktyvumus, registruojamus imobilizavus adsorbcijos biidu (nesiklis
— m-CHT) (3.1 lentelé, 3.2 lentel¢). Kovalentiskai imobilizavus ant S-CHZ
gauti apie 7 kartus didesni aktyvumai, nei adsorbavus ant m-CHZ. Nors tirti
skirtingi nesSikliai, tac¢iau jy prigimtis panasi, todél galima teigti, kad tirty
fermenty ir neSikliy atveju kovalentiné imobilizacija buvo pranaSesné uz

adsorbcija.

3.1.3 Natyviy ir imobilizuoty Enterobacter aerogenes lipazés preparaty

savybés

Yra Zinoma, kad fermenty aktyvumas priklauso nuo jy krivio,
konformacijos, substrato patekimo ir produkto atpalaidavimo j / i§ aktyvaus
centro grei¢io. Kiekvienam individualiam fermentui biidingos skirtingos
optimalios veikimo salygos (pH, temperatiira), substratinis savitumas, kurios
gali keistis fermentg imobilizavus dél fermento konformacijos, kriivio,
stangrumo pokyciy. Todél buvo iStirtos tirpios E. aerogenes lipazés ir
imobilizuoty jos preparaty pagrindinés fizikinés ir cheminés savybés —

katalizinio aktyvumo priklausomybé nuo temperatiros, pH, riebaly rtgsties
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grandinés ilgio p-NP esteriuose. Dalinai iSgryninta tirpi E. aerogenes lipazé
buvo aktyviausia Svelniai Sarminéje aplinkoje, pH optimumui esant apie 9,0.
Esant pH 7,0, jos aktyvumas tesieké 10 % didziausio aktyvumo, o esant pH
10,0 buvo islaikoma apie 60 % maksimalaus aktyvumo (3.3 pav.). Siek tiek
zemesnés pH vertés buvo optimalios kovalentiskai imobilizuotos lipazés ant
PU (pH 8,5) ir magnetinio lignino (pH 8,0) aktyvumui. Sie preparatai
pasiZzymejo santykinai didesniu aktyvumu neutralioje terp¢je: lignino-lipazés

preparatas i$laiké 70 % maksimalaus aktyvumo, PU-lipazés preparatas - 57 %.

100 -

80

Aktyvumas, %
S
o

65 7 75 8 85 9 95 10 105
pH

3.3 pav. Reakcijos pH jtaka tirpios (0) ir kovalentiSkai imobilizuotos ant jmagnetinto
lignino (A) ir PU (m) E. aerogenes lipazés aktyvumui.

Kataliziniam veikimui optimali reakcijos temperatiira pasislinko nuo
35 °C (tirpios lipazés) iki 40 °C ant lignino ir PU imobilizuotos lipazés (3.4
pav.). Galima biity manyti, kad imobilizuota lipazé turéty biti ir stabilesné
aukStesnése temperatiirose, taiau imobilizuotos lipazés terminis stabilumas
nebuvo padidé¢jes lyginant su tirpia lipaze, laikant 8 minutes 60 °C
temperatiiroje, nes abu preparatai prarado apie 50 % savo aktyvumo. Kumari ir
kt. ant silikagelio imobilizuota E. aerogenes lipazé po valandos 60 °C
temperatiiroje iSlaiké praktiskai 100 % savo pradinio aktyvumo, o tirpi lipazé
tomis padiomis salygomis i§saugojo apie 35 % aktyvumo [234]. Sj Zenkliai

didesnj ne tik imobilizuotos, bet ir tirpios lipazés stabiluma aukStoje
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temperatiiroje gali salygoti kitas tirtas E. aerogenes kamienas, preparaty

grynumas; imobilizuotos lipazés atveju — nesiklis ir imobilizavimo biidas.

100

Aktyvumas, %
S (¢} 00}
o o o

N
o

o

15 20 25 30 35 40 45 50 55
Temperatara, °C

3.4 pav. Reakcijos temperatiiros jtaka tirpios (©) ir kovalentiS8kai imobilizuotos ant
jmagnetinto lignino (A ) ir PU (m) E. aerogenes lipazés aktyvumui.

Nors lipazé ir nepasizymejo termostabilumu, ji buvo labai stabili, laikant
preparatg tiek +4 °C, tiek +20 °C. Po 4 ménesiy laikymo pH 6-8 likutinis
aktyvumas buvo 44-47 % .

Enterobacter aerogenes - 13 specifiskumas RR grandinés atzvilgiu tirtas
naudojant skirtingo grandinés ilgio (C3-C14) p-nitrofenilo (NP) RR esterius.
Tiek tirpaus, tiek imobilizuoty preparaty atveju hidrolizé vyko greiciausiai
naudojant p-NP-kaprilatg (C8), todél akivaizdu, kad lipazé teikia pirmenybe
vidutinio grandinés ilgio RR (3.5 pav.).
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3.5 pav. Tirpios (m) ir kovalentiskai ant S-CHZ (m) ir PU (o) imobilizuotos E.
aerogenes lipazés santykinis aktyvumas skirtingo RR grandinés ilgio p-NP esteriy
atzvilgiu.

Be to, i§ pateikty 3.5 pav. duomeny matyti, kad ir visy kity esteriy atzvilgiu
imobilizuoty preparaty santykinis katalitinis aktyvumas buvo Zymiai didesnis,
nei tirpaus fermento, taigi imobilizavimas praplété fermento specifiSkumo

ribas RR grandinés ilgio atzvilgiu.

3.1.4 Enterobacter aerogenes lipazés galimybeés katalizuoti peresterinimg

IStirta galimybé panaudoti E. aerogenes lipaz¢ RR metilo esteriy
(biodyzelino) sintezei. Pasirinkta rapsy aliejaus (RA) peresterinimo reakcija,
katalizuojama E. aerogenes lipazés preparatais, imobilizuotais adsorbcijos
biidu ant m-CHT ir m-CHZ. Po 24 reakcijos valandy su m-CHZ-lipazés
preparatu metilo esteriy koncentracija buvo labai maza, 0 m-CHT-lipazes
preparatas pasizyméjo didesniu peresterinimo aktyvumu (3.6 pav.). Sie
rezultatai sutinka su preparaty aktyvumu hidrolizés reakcijose, kai ant chitino
imobilizuoti preparatai taip pat buvo aktyvesni, nei ant chitozano 3.1.1
(skyrius). Reakcija katalizuojant preparatu, imobilizuotu ant m-CHT (0,3
U/ml), metilo esteriy susidarymas buvo aptinkamas po 3 reakcijos valandy, 0
po 72 val. reakcijos buvo like tik 43 % rapsy aliejaus. Kita dalis buvo
peresterinta iki glicerolio, mono-, di-acilgliceroliy ir laisvy RR (3.7 pav.). Po

124 valandy reakcijos trukmés RA peresterinimo reakcijos produktus sudaré
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metilo esteriai (35 %), RR (21 %), mono, di- ir triacilgliceroliai (44 %).
Literatiros duomenimis peresterinimo reakcijose, kai izoamilacetatas
gaunamas i§ izoamilo alkoholio ir vinilacetato organiniame tirpiklyje 40 °C per
60 val. naudojant ant silikagelio kovalentiSkai imobilizuotg ir skersai susiiitg E.
aerogenes lipazg, pasickta 64 % iSeiga, o naudojant tirpig - 18 % [234].
Braivéliy aliejy peresterinant metanoliu t-butanolyje, naudojant minétg E.
aerogenes lipazés preparatg (50 U), per 48 val. pasiektas 68 % peresterinimo
laipsnis [235]. Tyrimy metu reakcijai katalizuoti naudotas daug mazesnis
fermento aktyvumas, reakcija atlikta be tirpiklio, todél mazesnis konversijos
laipsnis yra tikétinas.
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3.6 pav. RA peresterinimas 3.7 pav. RA  peresterinimo
metanoliu (reakcijos trukmé - 24 metanoliu, naudojant 10 % (m/v)
val.), naudojant skirtingus ant CHT ant m-CHT  adsorbuoto E.
ir CHZ adsorbuotus E. aerogenes aerogenes preparato (atitinka 0.3
P-3 preparaty kiekius. Takeliai: 1 U), priklausomybé nuo reakcijos
RA kontrolé; 2-5% m-CHT,; 3- trukmés. Takeliai: r-jos misinys po:
10 % m-CHT; 4-5% m-CHZ; 5- 1-1 val.; 2-3 val.; 3-24 val.; 4-72
10 % m-CHZ. val.; 5-124 val.; kontrolés: K1 -

oleino ragstis; K2 — metiloleatas;
K3 — metillinoleatas.

Nors m-CHT preparatas ir negali savo aktyvumu varzytis su
komerciniais grybiniy lipaziy preparatais, kuomet daug didesn¢ konversija
gaunama per trumpesnj reakcijos laikg [163], taciau perspektyvy tam turi.
Norint pasiekti geresniy rezultaty reikia optimizuoti imobilizacijos ir katalizés

procesus. E. aerogenes lipazes tyrimy rezultatais rémési UAB ,,Biocentras®
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vykdyti ir vykdomi biotechnologiniai tyrimai, Sis mikroorganizmas bei jo

sintetinama lipazé toliau tiriami ir naudojami riebiy atlieky skaidymui [236].
Skyriaus iSvados:

1. Istirta Enterobacter aerogenes lipazés imobilizacijos efektyvumo
priklausomybé nuo imobilizacijos tipo, neSiklio prigimties ir
imobilizuojamo baltymo kiekio. Kovalentiné¢ imobilizacija buvo
efektyvesné, nei adsorbcija, imobilizuojant ant magnetinio chitino
dariniy imobilizuoto preparato aktyvumas didé¢ja, did¢jant jmagnetinimo
laipsniui, prieSinga tendencija stebima imobilizuojant ant magnetinio
chitozano.

2. Didziausiu aktyvumu pasizymi ant Granocell 2000 ir Granocell 4000
(atitinkamai 36 ir 38 umol/(min-g nesiklio)) bei ant poliuretanino
nesiklio — 30 umol/(min-g nesiklio) kovalentiskai imobilizuotos lipazés
preparatai. Imobilizuota 52 % ir 53 % (Granocell 2000 ir 4000) ir 39 %
(poliuretaninis nesiklis) imobilizavimui naudoty baltymy.

3. Ant poliuretanininio nesiklio imobilizavus Enterobacter aerogenes
lipaze katalizinio veikimo pH optimumo verté pasislenka link neutraliy
pH vercCiy srities (8,0 - 8,5, tirpaus fermento 9,0), temperatiiros
optimumas padidéja (40 °C vietoj 30 °C); kaip ir tirpus fermentas,
imobilizuotas jo preparatas saviCiausias oktano rtgsties p-nitrofenilo
esteriui, taciau kity RR p-nitrofenilo esteriams aktyvumas santykinai
didesnis.

4. Ant magnetinio chitino (Fe-21,6 %) imobilizuota Enterobacter
aerogenes lipaz¢ per 72 val. kambario temperatiiroje metilo alkoholiu
transesterina 53 % rapsy aliejaus, o po 124 val. aptinkama 35 % RR
metilo esteriy 21 %, riebaly ragsciy, ir 44% mono-, di- ir

triacilgliceroliy.
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3.2 Trioleino hidrolizés ir peresterinimo reakcijy tyrimas,
naudojant atsako pavirsiaus metodologijq

3.2.1 Trioleino hidrolizeé

3.2.1.1 Tiriamos reakcijos ir fermenty pasirinkimas

Triacilgliceroliy (TAG) hidrolizé — tai trigliceridy (riebaly) molekuliy
esterinio rySio skaidymas susidarant laisvosioms riebaly riigstims ir gliceroliui.
Tikslinis reakcijos produktas gali biiti tam tikros riebaly riigstys arba glicerolis,
Kitais atvejais svarbesnis yra pats riebaly suskaidymas. Fermentinés TAG
hidrolizés produktai — RR — gali biiti naudojamos muilo gamybali, jy spalva ir
kvapas geresni, lyginant su gautomis cheminés hidrolizés buidu. Fermentinis
metodas turi didelj pranaSuma norint gauti laisvas nesocigsias RR, nes vykdant
jprasting hidrolize sunku iSvengti nepageidaujamos lipidy oksidacijos ir kity
Salutiniy reakcijy. Riebaly hidrolizés reakcijose aktyvios lipazés reikalingos
riebalams paSalinti 1§ gamybiniy atlieky, kanalizacijos, jos naudojamos
pramonés procesuose, pvz. odos apdirbimui ir kt. [237]. Efektyvi riebaly
hidrolizé bitina naudojant lipaziy preparatus detergentams gaminti [238].
Fermentinis riebaly skaidymas yra intensyviai tiriama sritis, tieck naudojant
imobilizuotus ant hidrofobiniy polimeriniy neSikliy fermentus, tiek skystus

fermentus vandens/riebaly pavirSiaus salycio riboje [26].

Hidrolizés reakcija pasirinkta tiek taikomyjy tiksly (dél reakcijos
aktualumo, siekiant atrinkti aktyvias lipazes ir nustatyti optimalias reakcijos
salygas), tiek dél fundamentiniy (norint palyginti, ar fermenty aktyvumas $ios
reakcijos atzvilgiu koreliuoja su aktyvumu peresterinimo reakcijoje tomis
paciomis salygomis). Literatiiroje $iuo klausimu pateikiamos skirtingos
nuomoneés: yra teigianciy, kad aktyvumas hidrolizés ir sintezés reakcijose
dazniausiai koreliuoja [239], kiti teigia prieSingai [240]. Taciau dazniausiai
lyginami hidrolizés vandeningje terpéje ir peresterinimo organingje terpéje

rezultatai, todél aktyvumai gali nekoreliuoti dél skirtingos reakcijos terpés.
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Taigi buvo nuspresta palyginti lipaziy aktyvumus ir optimalias reakcijos

salygas hidrolizes ir sintezes reakcijy atzvilgiu vienodomis sglygomis.

Modeliniu substratu buvo pasirinktas trioleing (TO), visose padétyse
turintis nesocigja oleino rugstj (C18:1), o tirpikliu - heksanas. TO fermentinés

hidrolizes reakcijos schema pavaizduota 3.8 pav.

Tyrimams pasirinkti trys maisto pramonéje naudojamy lipaziy preparatai:
Palatase 20000 L (toliau - Palatase), Lipopan F BG, Lipopan 50 BG ir vieng
fosfolipazés preparatg Lecitase Ultra (toliau — Lecitase) (Novozymes®).
Maisto pramonei skirti fermentai pasirinkti dél keliy priezasCiy: preparatai jau
yra rinkoje, pakankamai dideli jy gamybos mastai ir prieinamos kainos, todél
juos lengviau pritaikyti ir naujiems pramoniniams procesams. Be to, Sie
fermentai atitinka maisto gamyboje naudojamy medziagy reikalavimus, todél

yra jJdomis kuriantiems naujas maisto technologijas.

Hidrofobiné fazé

Oleino ragstis
Dioleinas G Monooleinas N Glicerolis
0COC,5Hy, 0COC;Hy;4 OCOC;Hyy

0COC,;Hy, OH OH OH
OCOC;H;, _4.; Eoule.n“ i) Enu —Ly EOH

0COC,;H,,

Trioleinas

0COC,;Hy, 0COC,-Hy, OH

Lipaze |[= [Lipaze | Lipaze [
paze Lipaze

“:() H.O Glicerolis

Vandens fazé

3.8 pav. Fermentinés trigliceridy hidrolizés schema dviejy faziy pavirSiaus salycio
riboje [241]

Palatase 20000 L (Rhizomucor miehei lipazé) skirta fermentiniy siiriy
(ypa¢ italisky) aromatams sukurti. Sis preparatas geriau hidrolizuoja
trumpagrandziy RR esterius, ir atskeltos laisvos RR lemia intensyvesnj

aromatg [242]. Lecitase Ultra - tai skysta fosfolipazé Al, sukurta sujungus
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Thermomyces lanuginosus lipazés ir Fusarium oxysporum fosfoliopazés genus,
skirta augalinio aliejaus iSskyrimui 1§ spaudimo metu susidariusio Salutinio
produkto - iSspaudy ,,gumy‘. Ji nehidratuojamus fosfatidus (gumas) pavercia j
hidratuojamus fosfatidus. Lipopan F BG ir Lipopan 50 BG - tai kepiniams
skirtos lipazés. Pirmosios $altinis — Rhizopus oryzae (remiantis kitu $altiniu -
Fusarium  oxysporum)[28], antrosios — Thermomyces lanuginosus
mikroorganizmai. Sios lipazés pagerina te§los savybes (pakeitia poliniy ir
nepoliniy milty lipidy savybes, didina teSlos tvirtuma, plutos savybes) [34].
Visy S§iy lipaziy gamyba remiasi genetiSkai modifikuoty organizmy

technologijomis, produkuojantis mikroorganizmas - Aspergilus oryzae.

3.2.1.2 Eksperimento plano sudarymas

Atsako pavirSiaus metodologija (APM) - tai matematiniy ir statistiniy
eksperimento planavimo, matematinio regresinio modeliavimo ir optimizavimo
metody rinkinys, kuris naudojamas sgveikai tarp atsako ir nepriklausomy
kintamyjy (faktoriy) apibudinti [243]. Sudarytas modelis grafiskai iSreiskiamas
kaip trimatis (daugiamatis) atsako pavirSius (tiriamo objekto dydziy,
nusakanciy jo savybes priklausomybé nuo faktoriy, veikianciy objekta).
Terminas atsako pavirSiaus metodologija (angl. Response surface
methodology, RSM) pasirinktas, kaip aiSkiausiai apibiidinantis $ig sgvoka.
Nors Levisausko ir Tekoriaus leidinyje modeliavimo rezultaty vaizdavimui
apibiidinti naudojamas terminas ,,reakcijos pavir$ius® [244], ta¢iau biochemijos
mokslo srities atveju, kuomet APM modeliu apraSomos pacios cheminés
reakcijos, toks terminas jvelty daug nesusipratimy, todél pasirinktas terminas —

atsako pavirsius.

Kiekvieng reakcija (ar gamybin] proces3) galima atlikti skirtingomis
salygomis, nuo kuriy priklauso reakcijos eiga ir rezultatas. Optimalios sglygos
— tai taip parinkti reakcijos eigg lemiantys veiksniai (nepriklausomi kintamieji),

kad biity gaunama pageidaujama reakcijos produkto iSeiga — atsakas
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(pavyzdziui, maksimali tam tikro produkto koncentracija). Siy salygy

nustatymas vadinamas reakcijos (proceso) optimizavimu.

Klasikiniu optimizavimo atveju vienu metu kei¢iamas vienas reakcijos
veiksnys, kity verté palaikoma pastovi. Sis metodas ne tik atima daug laiko,
taCiau neapraso visy fizikocheminiy veiksniy tarpusavio sgveikos. Tuo tarpu
APM yra efektyvus statistinis biidas kurti, gerinti ir optimizuoti kompleksinius
procesus, nes naudojant APM vienu metu kei¢iami visi reakcijos veiksniai,
nustatomas rySys tarp jy. APM apraSo nepriklausomy kintamyjy, pavieniui ar
kartu, jtaka procesams bei sukuria matematinj model;. Bandymy skaiciui
sumazinti naudojami kompoziciniai planai, kuriuos pasiiilé Boksas ir Vilsonas

[244].

Pasirinkus reakcijos tipg, katalizuojanc¢ias lipazes, svarbu pasirinkti
tirpikli, reakcijos temperatirg ir trukme¢. Tirpikliu pasirinktas jprastai
naudojamas ir dazniausiai gerai tinkantis lipaziy katalizuojamoms reakcijoms
heksanas, 0 TO hidrolizés reakcijos temperatiiros ir trukmés jtakai jvertinti
pasirinktas APM centrinis kompozicinis eksperimento planas. Trukmé ir
temperatiira — skaitiniai veiksniai, fermento tipas — kategorinis veiksnys. TO
hidrolizé heksane buvo tiriama 20 - 180 minuciy reakcijos trukmés ir 30 —
60 °C temperattros intervale naudojant keturis skirtingus fermenty preparatus:
Palatase, Lecitase, Lipopan F BG and Lipopan 50 BG. Buvo vertina Siy
veiksniy jtaka TO ir oleino rugsties (OR) koncentracijoms. Eksperimento
planas bei atsaky vertés (eksperimento rezultatai ir modeliavimo rezultatai)

pateikti P.1 lenteléje.

3.2.1.3 Statistiné analizé ir modelio pasirinkimas

Atlikus statisting analize (zr. 2.13.2 metody skyriuje), kvadratinis
modelis pasirinktas kaip aukSciausio laipsnio reikSmingas modelis, kurio
neatitikimas nereik§mingas. ISoriSkai studentizuoty paklaidy diagnostikos
testas padéjo aptikti duomenis, kurie buvo prastai aprasomi modeliu. Sie

matavimy duomenys buvo pasalinti i§ analizés (P.1 lentelé¢je pavaizduoti
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iSbraukti). Duomeny analiz¢ taikant jvairius modelius (tiesinj, dviejy faktoriy
sgveikos, kvadratinj) ir jy dispersiné analizé (ANOVA) parodé, kad abu
atsakai (TO ir OR koncentracijy priklausomybé nuo reakcijos salygy)

geriausiai buvo aprasomi antro laipsnio polinominiais modeliais (2.1 lygtis 93

psl.).

Modeliy F vertés 6,47 ir 37,54 reiSkia, kad modeliai statistiSkai
reikSmingi. Egzistuoja tik 0.01 % galimybé, kad tokios dydelés modeliy F-
vertés atsirasty dél triukSmy (paklaidy, natiiralaus iSsibarstymo) (p vertés
<0.0001), taigi modeliai yra tinkami rySiui tarp atsako ir reikSmingy
nepriklausomy kintamyjy aprasyti. Liekamyjy paklaidy neatitikimo jvertinimas
lyginant su teorine paklaida (F verté TO modelio atveju 0,54, OR 1,86) parodé
kad neatitikimas yra nereikSmingas. ANOVA TO ir OR atsaky modeliams

pateikta atitinkamai 3.3 ir 3.4 lentelése.

3.3 lentelé. TO hidrolizés TO koncentracijos kvadratinio modelio ANOVA (I dalis)

Saltinis Kvadraty Laisvés  Vidutinis Fverté p-verteé,
suma laipsniai  kvadratas P>F
Modelis 8800.07 14 628.58 6.47 <0.0001 reikSmingas
A-Trukmé 151.25 1 151.25 1.56 0.2203
B-Temperatira  19.42 1 19.42 0.2 0.6575
C-Fermentas 7043.22 3 2347.74 2416  <0.0001
AB 31.2 1 31.2 0.32 0.5745
AC 88.46 3 29.49 0.3 0.8227
BC 511.05 3 170.35 1.75 0.1736
A’ 859.49 1 859.49 8.84  0.0052
B? 77.3 1 77.3 0.8 0.3784
Liktiné paklaida 3498.51 36 97.18
Neatitikimas 1411.31 20 70.57 0.54 0.9032 nereik§mingas
Teoriné paklaida 2087.2 16 130.45

Patiksl. bendra*  12298.59 50
* — bendra kvadraty suma, patikslinta vidurkiui

3.4 lentelé. TO hidrolizés OR koncentracijos kvadratinio modelio ANOVA (11 dalis)

Saltinis Kvadraty Laisvés  Vidutinis F verté P-verté,

suma laipsniai  kvadratas P>F
Modelis 9310.4 14 665.03 3754  <0.0001 reikSmingas
A-Trukmé 1032.94 1 1032.94 58.3 <0.0001
B-Temperatira  231.38 1 231.38 13.06  0.0009
C-Fermentas 7173.13 3 2391.04 134.96 <0.0001
AB 0.4 1 0.4 0.02 0.8816
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AC 396.48 3 132.16 7.46 0.0005

BC 229.97 3 76.66 4.33 0.0107

A? 139.3 1 139.3 7.86 0.0082

B? 31.8 1 31.8 1.79  0.1890

Liktiné paklaida 620.1 35 17.72

Neatitikimas 426.9 19 22.47 1.86 0.1073 nereikSmingas
Teoriné paklaida 193.2 16 12.07

Patiksl. bendra*  9930.5 49

* — bendra kvadraty suma, patikslinta vidurkiui

p-Vertés "P > F" mazesnés nei 0,05 reiskia, kad modelio dedamosios yra
reik§mingos. TO koncentracijos modelio atveju C ir A? yra statistiskai
reikSmingos modelio dedamosios. OR koncentracijos modelio atveju
reik§mingos dedamosios A, B, C, AC, BC, A% ir B2 Teigiama, kad modelj
galima pagerinti, paSalinant nereik§mingas dedamagsias i§ modelio ir paliekant
tik reik§mingas, taciau B dedamoji nebuvo pasalinta i§ TO koncentracijos
modelio, nes §i dedamoji reikSminga OR koncentracijos modelyje (3.4 lentelé),

0 OR kiekis yra tiesiogiai priklausomas nuo TO hidrolizés.

Vertinant modelio tinkamumg, analizuojamos liekanos ir skai¢iuojamas
determinacijos koeficientas (R?) (prieduose pateiktos P.1 lentelé P.2 lenteléir
P.3 lentelése) ir P.3 lentelés). Determinacijos koeficientas parodo, kokig dalj
tiriamojo pozymio dispersijos akumuliuoja (apima) naudojamas matematinis
modelis. Determinacijos koeficientai, koreguoti modelio parametry skaiCiui
atitinkan¢iam eksperimento plano taskus, yra 0,6049 ir 0,9126 atitinkamai TO
ir OR koncentracijy modeliams, t. y. modeliai gali paaiskinti 60,49 % ir
91,26 % atsako svyravimy. Vertés yra pakankamai didelés (ypac OR
koncentracijy atzvilgiu), o, kas yra dar svarbiau, eksperimento planui
prognozuotos R? vertés (atitinkamai 0,4969 ir 0,8526 TO ir OR modeliams)
buvo artimos koreguotoms R? vertéms (jos neturéty skirtis daugiau, nei per
0,2).

Atitinkamo tikslumo verté yra signalo/triuk§mo santykis. Pageidautina,
kad verte buty didesné¢ nei 4. Abiejy modeliy atveju Sios vertés gerokai

didesnés.

111



Pagal 2.1 lygtj, atsakas lygus nepriklausomy kintamyjy koeficienty ir
koeficienty sandaugy sumai. Kintamyjy saraSas ir normuotos bei realiai

stebimos vertés pateiktos P.4 ir 3.5 lentelése.

3.5 lentelé. Modeliniy lygc¢iy koeficientai, iSreiksti realiai stebimomis vertémis

Lygties narys

Atsakas | gisvasis narys A (trukmé) B (temperatira) AB-10°  AZ10°  BZ10°

Y 1pal 110,13 -0,31 -1,40 1,23 1,11 9,43
Yitec 97,95 -0,29 -0,74 1,23 1,11 9,43
Y 1Lipr 113,29 -0,29 -0,81 1,23 1,11 9,43
Yiipso 93,08 -0,35 -0,66 1,23 1,11 9,43
Y 2pal 27,43 0,25 -0,55 -0,15 -0,45 6,10
Y atec 38,61 0,18 -1,09 -0,15 -0,45 6,10
Y oLipr 10,97 0,11 -0,62 -0,15 -0,45 6,10
Youipso 25,23 0,17 -0,76 -0,15 -0,45 6,10

Y1pal Yireo YaLiprs YaLipso atitinka TO koncentracijas po reakcijos su Palatase, Lecitase, Lipopan F BG,
Lipopan 50 BG. Yapai, Yaree Youipes YaLipso atitinka OR koncentracijas po reakcijos su Palatase, Lecitase,
Lipopan F BG, Lipopan 50 BG.

3.2.14 Grafiné reakcijos sqlygy jtakos iSraiska

Norint geriau suprasti ry§j tarp reakcijos veiksniy (nepriklausomy
kintamyjy) ir atsako (stebimo veiksnio, Siuo atveju substrato ir produkto
koncentracijos), verta patyrinéti kontiirinius grafikus. 3.9 - 3.12 paveiksluose
pateikti TO hidrolizés modelio TO koncentracijos atsako pavir$iaus modeliai.
TO koncentracijos priklausomybé nuo reakcijos trukmés ir temperatiiros (du
nepriklausomi kintamieji X ir Y aSyse) pavaizduota trimaciuose paveiksluose
keturiems skirtingiems fermentams: Palatase (3.9 pav.), Lecitase (3.10 pav.),
Lipopan 50 BG (3.11 pav.), Lipopan F BG (3.12 pav.). Reikéty atkreipti
démesj, kad grafikuose vaizduojamas likes TO kiekis %, sunaudotas kiekis yra
skirtumas tarp 100 % ir likusio kiekio. Naudojant bet kurj i$ fermenty, norint
pasiekti didZiausia TO hidrolizés laipsnj, reikalinga 100-140 minuciy
reakcijos trukmé. Geriausiai TO hidrolizg katalizuojanc¢io fermento - Palatase -
(hidrolizuota apie 52 % TO), Siuo atveju geresni rezultatai pasiekiami
aukStesniame temperatiiry intervale (50-60 °C). Tuo tarpu naudojant Lecitase,
Lipopan F BG ir Lipopan 50 BG TO buvo geriau hidrolizuojamas Zzemesnése

temperatiirose (iki 40-45 °C). Siomis salygomis duotame laiko intervale
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galima tikétis apie 29 %, 17 % ir 40 % TO hidrolizés atitinkamai naudojant

Lecitase, Lipopan F BG ir Lipopan 50 BG.
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hidrolizuotos, priklauso nuo fermento specifiskumo ir kity veiksniy, aprasyty
1.1.3.2, 1.6 literatiiros skyriuose. Todél esant 100 % TO hidrolizei laisvy OR
koncentracija gali svyruoti nuo 33 % iki 100 % (pirmuoju ribiniu atveju
hidrolizuota tik viena esteriné jungtis ir visas TO virtes dioleinu, antruoju -
hidrolizuotos visos trys esterinés jungtys). Taigi, dar vienas reakcijos
vertinimo Kriterijus buvo OR susidarymas. Kontiiriniai grafikai pateikti 3.13 -
3.16 paveiksluose atitinkamai Palatase, Lecitase, Lipopan F BG ir Lipopan 50
BG fermentams. Didziausias OR kiekis (daugiau nei 40 %) susidaré veikiant
Palatase fermentui (kaip aukS¢iau minéta, tai buvo geriausias fermentas TO
hidrolizés atzvilgiu). Taciau reakcijos temperatiiros jtaka susidariusiam OR
kiekiui buvo mazesné¢, nei TO sunaudojimui, svarbiausias $iuo atveju buvo
reakcijos trukmé. Tikétina, kad esant auksStesnei temperatiirai santykinai
grei¢iau vyksta TO hidrolizé iki dioleino, nei sekancios gliceridy hidrolizés
reakcijos, o esant zemesnei temperatiirai TO hidrolizé vysta Siek tiek 1é¢iau,
taCiau vis dar pakankamai greitos dioleino ir monooleino hidrolizés reakcijos,
todél susidarancios OR Kiekis apylygis, esant jvairioms temperatiiroms ir

nezymiai mazesnis esant 45 °C temperatiirai.

46
39

33

ties koncentracija, %

26

ugs

19

60 180

53 “140
45 —100

Temperatira, °C 38 %0
30 20

3.13 pav. TO hidrolizés OR koncentracijos modelis katalizuojant fermentui Palatase

Oleino r

Trukmé, min.

Lecitase ir Lipopan 50 BG fermenty atveju OR kiekis buvo didesnis
reakcijas vykdant Zemesnése temperatirose (3.14 ir 3.15 pav.) ir sieké
atitinkamai 26 % ir 21 %. Geresnés OR iSeigos esant Zemesnei temperatiirai

sutampa su TO hidrolizés modeliu, tik skirtumas tas, kad OR kiekis linkgs
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didéti visg reakcijos laikg (vélgi, tai yra natiiralu, nes OR susidaro i§ kity

tarpiniy produkty — dioleino ir monooleino, net jeigu TO nehidrolizuojamas).

29
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3.14 pav. TO hidrolizés OR koncentracijos modelis katalizuojant fermentui Lecitase

ties koncentracija, %
IS

ugs

Oleinor

Trukmé, min.
= o
oG o Temperatira, °C

3.15 pav. TO hidrolizés OR koncentracijos modelis katalizuojant fermentui Lipopan
50 BG

Lipopan F BG atveju susidares OR kiekis buvo per mazas, kad biity
galima prognozuoti geras reakcijos sglygas, taciau Siek tick OR susidaré esant

zemoms temperattroms (apie 30 °C) po 120 min (3.16 pav.).
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3.16 pav. TO hidrolizés OR koncentracijos modelis katalizuojant fermentui Lipopan
FBG

Bilyk ir kt. teigimu, naudojant imobilizuota Rhizomucor miehei lipazg
(disertacinio darbo metu naudota Palatase — to paties fermento skystas
preparatas) reakcijos terpéje esant aminy galima pasiekti apie 90 % lajaus
hidrolizés iki RR laipsnj heksane per 6 val. 45 °C temperatiiroje ir per 20 val.
20 °C temperatiroje. Maksimalus hidrolizés iki RR laipsnis — 95%, o
nenaudojant ko-katalizatoriy (aminy) hidrolizés iki RR laipsnis tesiekia 76 %.
Taciau C. rugosa ir kiauliy kasos lipazeé kur kas pras¢iau katalizuoja hidrolizés
reakcija (buvo pasiektas tik 65 % lajaus hidrolizés laipsnis) [245]. Taigi,
autoriai tyré reakcija zymiai platesniame reakcijos trukmés intervale su
reakcijos priedais ir pastebéjo, kad skirtingi fermentai nevienodai katalizuoja
reakcija. Todél, naudojant tirta geriausiai hidrolizés reakcijg katalizuojantj
fermenta Palatase ir prailginus reakcijos trukmg, galima tikétis didelio
hidrolizés iki RR laipsnio. Be to, minéti autoriai teigia, kad imobilizuota RML
neteikia pirmenybés RR ilgiui ar nesotumo laipsniui ir vienodai gerai
hidrolizuoja trimiristing, tripalmiting, tristearing ir trioleing. Taigi, nors buvo
tirta neimobilizuota fermento forma, tikétina, kad auksciau pateikti duomenys
gali buti pritaikomi skirtingas RR turintiems trigliceridams (aliejams,

riebalams).
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3.2.1.5 Reakcijos optimizavimas

Siekiant rasti salygas, kurioms esant biity galima gauti didZiausia OR
iSeigg ir pasiekti didZiausiag TO hidrolizés laipsnj, buvo atliktas reakcijos
salygy optimizavimas, t. y. nustatytos nepriklausomy kintamyjy vertés,
kurioms esant buty pasiekti apibrézti tikslai. Optimizuojant buvo siekiama
patenkinti Siuos kriterijus: minimizuoti TO koncentracijg, maksimizuoti OR
koncentracijg (vidutiné santykiné svarba, indeksas 3), pirmenybé teikiama
trumpesnei reakcijai ir Zemesnei temperatiirai (mazesné santykiné svarba,
indeksas 2) (P.5 lentelé). Reakcijos trukmés ir temperatiiros prioritetams buvo
pasirinkta ne tik svarba, bet ir virSutinés intervalo dalies svarba, kuri prilyginta
0,1, tai 1émé platesnj kintamyjy sprendiniy pasirinkimg. Paprastai tariant,
siektinos koncentracijos buvo svarbesni kriterijai optimizuojant reakcija, nei
trukmé ar temperatiira. Pirmenybé nebuvo teikiama nei vienam i§ fermenty.
Optimizavimas buvo atliekamas pagal standartines apibréziamas vertes:
vykdoma 30 cikly, filtruojami sutampantys sprendiniai (filtro € = 0), simplekso

dalis 10 %, maksimalus sprendiniy skaicius - 100.

Pirmieji keturi sprendiniai pateikti 3.6 lenteléje. Pirmieji du sprendiniai
(140 min. reakcija 50,5 °C temperatiroje, naudojant Palatase ferments),
tiksliausiai atitinko iskeltus reikalavimus (trokStamumas 0,85). Prognozuota
498% TO ir 39,8% OR koncentracija. Atlikus eksperimentg iSmatuota
40,4 % likusio TO koncentracija ir 38,9 % OR koncentracija. ISmatuota TO
koncentracija optimizuotomis salygomis patenka j Plggq, (99 % pasikliautinj
intervalg) (39,5 — 60,1 % TO), OR koncentracija optimizuotomis sglygomis
patenka j Plgs o (36,5 — 43 % OR).

3.6 lentelé. TO hidrolizés reakcijos optimizavimo pirmieji sprendiniai
Sprendinio Trukmé, Temperatira, Fermentas TO,% OR,%  Trokstamumas

nr. min °C

1 139,4 50,5 Palatase 49,77 39,82 0,85
2 139,6 50,4 Palatase 49,82 39,83 0,85
3 141,5 30,0 Lipopan50 59,89 22,78 0,68
4 142,7 30,0 Lipopan50 59,9 22,83 0,68
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Apibendrinant TO hidrolizés rezultatus, galime teigti, kad modelinio
substrato TO hidrolize geriausiai katalizavo Palatase fermentinis preparatas,
optimaliomis salygomis per 140 min. hidrolizuojantis apie 60 % TO,
(palyginus, Lecitase hidrolizavo apie 40 %, Lipopan F BG apie 18 %, Lipopan
50 BG apie 41 %), Sis preparatas labiausiai tinkamas ir RR sintezei (per 3 val.
susidaro 40 %). Norint pasiekti didesn¢ konversijg reikia didinti fermento

koncentracijg arba ilginti reakcijos trukme.

3.2.2 Trioleino peresterinimas metanoliu

Riebaly hidrolizé, kurios tyrimai apraSyti ankstesniame skyriuje, yra
prigimtin¢ lipaziy vykdoma reakcija. Lipazés gali katalizuoti ir griztamaja —
sintezés — reakcija, kuri yra ypatingai svarbi biotechnologijos pramonéje.
Vienas i§ sintezés reakcijy pavyzdziy - biodyzelino (riebaly riigsciy ir trumpos
grandinés alkoholiy esteriy) sintezé. Fermentiné biodyzelino sintezé
daZniausiai vykdoma peresterinimo buidu, substratais naudojant nattralius
aliejus ir metanolj arba etanolj. Trioleino peresterinimo metanoliu tirpiklyje
(heksane) modeliné sistema ir ankstesniame skyriuje tirti keturi fermentai
(Palatase, Lecitase, Lipopan F BG, Lipopan 50 BG) buvo pasirinkti, norint
atrinkti geriausiai veikiant] fermenta, optimalias reakcijos salygas ir palyginti
fermenty aktyvumus hidrolizés ir sintezés reakcijose tomis paciomis

salygomis.

Zemiau pateiktos APM modeliy grafinés israiskos be didelés apimties
iSsamios modeliy statistinés analizés, taCiau pazymima, kad eksperimento
planas buvo sudarytas analogiSkai TO hidrolizés eksperimento planui.
Modeliai analizuoti pagal ANOVA, modeliy analizé ir reikSmingy veiksniy

atranka vykdyti pagal metodologijoje numatytas rekomendacijas.

Gautos statistiSkai reikSmingos funkcijos Palatase fermentui TO ir
metiloleato atsakams (3.7 lentelé). Pateikti dviejy svarbiausiy priklausomy
kintamyjy modeliai metiloleato (MeO) - 3.17 pav. ir TO - 3.18 pav. MeO

susidarymas beveik nepriklauso nuo reakcijos temperatiros, o trioleinas Siek
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tiek greic¢iau skaldomas aukstesnéje temperatiiroje (atitinka trioleino hidrolizés

rezultatus (3.2.1 skyrius), ypa¢ reakcijos pradzioje.

3.7 lentelé. Modeliniy lygc¢iy koeficientai, iSreiksti realiai stebimomis vertémis

Lygties narys

Atsakas | gisvasis narys A (trukmé) B (temperatiira) AB-107 A’10°

Y ipal +116,16 -0,77 -0,50 +3,66 +2,17
Y opal -4,34 +0,35 +0,07 -0,14 -1,17

Y1pa, TO koncentracijos modelis po reakcijos su Palatase, Y,pa, metiloleato koncentracijos modelis po
reakcijos su Palatase.

25 2

Metiloleato koncentracija, %

180
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3.17 pav. TO peresterinimo reakcijos metiloleato koncentracijos modelis,
fermentas — Palatase
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3.18 pav. TO peresterinimo reakcijos TO koncentracijos modelis, fermentas -
Palatase

120



Naudojant Lecitase, Lipopan F BG ir Lipopan 50 BG fermentus
peresterinimo iSeigos buvo per mazos (MeO iSeiga atitinkamai iki 11 %, 2 %,
10 %), tokioms mazoms atsako vertéms nebuvo jmanoma sudaryti reik§mingy
APM modeliy. Taigi nors Lecitase ir Lipopan fermenty preparatus galima
naudoti TO hidrolizei, peresterinimo reakcijai $iomis salygomis heksane sie
fermentai per mazai aktyvis. Taigi tirty fermenty aktyvumo hidrolizés
reakcijai katalizuoti rezultatais negalima tiesiogiai remtis, norint juos naudoti

sintezes reakcijai.

Optimizavimas. Norint rasti optimalias salygas TO peresterinimui
metanoliu heksane buvo vykdomas optimizavimo algoritmas, pasirinkti
Kriterijai pateikti P.6 lenteléje. Pagrindinis tikslas, kaip ir hidrolizés atveju,
buvo gauti didele produkto koncentracija, tuo paciu teikiant pirmenybe¢
reakcijoms, vykstanéioms grei¢iau ir Zzemesnése temperatiirose, Kuriose
sunaudojama daugiau substrato. Sitilomi optimizavimo sprendiniai pateikti 3.8
lenteléje. Pirmasis sprendinys atitiko 143,5 min. reakcijg 30 °C temperatiiroje,
ja pakartojus keturis kartus gauti rezultatai: 26,4 % MeO, 44,2 % TO, taigi
rezultatai atitiko prognozuojamas vertes (pateko j Plgse,, kuris MeO buvo
18.31 - 27.56 %, 0 TO 40.46 - 62.97 %).

3.8 lentelé. TO peresterinimo reakcijos optimizavimo sprendiniai

Sprendinio Trukmé Temperatira, ° MeO, % TO, % TrokStamumas
nr. C
1 143,50 30,00 22,93 51,71 0,921
2 142,53 55,92 23,65 51,41 0,919

Taigi Palatase fermentas APM duomenimis peresterinimo reakcijai
tinkamas naudoti tiek esant 30 °C, tiek esant 60 °C temperatirai (hidrolizés
reakcijos optimaliis sifilomi sprendiniai esant 50 °C temperatiirai). Abiem
atvejais sitiloma reakcijos trukmé panasi (apie 140 min.), panasi ir likusio
trioleino koncentracija (40,4 % hidrolizés, 44,2 % peresterinimo metu).
Palatase atveju galima sutikti su Mustranta teiginiu, kad lipolizinis aktyvumas

daznai koreliuoja su sintetiniu [239], taciau Lecitase, Lipopan 50 BG nors ir
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pasizyméjo tam tikru lipoliziniu aktyvumu, sintezés reakcijy atveju buvo
menkai aktyvis.
Skyriaus 1Svados

1. IStyrus keturiy fermenty galimybes hidrolizuoti trioleing ir transesterinti
trioleing metanoliu heksane, Palatase (RML) buvo efektyviausias
fermentas. Lecitase, Lipopan F BG ir Lipopan 50 BG fermenty preparatai,
nors ir katalizavo hidrolizés reakcijg, peresterinimo reakcijy metu buvo
mazai aktyvis.

2. Atlikus skaitinj reakcijos salygy optimizavimg, nustatytos optimalios
reakcijos salygos — fermentas Palatase (11 %), 50.5 °C 139 min., kurioms
esant gauta 38,9 % oleino riigsties ir hidrolizuota 59,6 % trioleino.

3. Optimalios nustatytos transesterinimo reakcijos salygos buvo 143,5 min.
trukmés reakcija 30 °C temperatiiroje, naudojant Palatase, kurioms esant
gauta 26,4 % metiloleato, like 44,2 % trioleino. PanaSios iSeigos

prognozuojamos ir esant 60 °C.

3.3 Biodyzelino sintezé is liny séemeny aliejaus ir kiauliy tauky

misinio

Biodegaly sintezei tiriami jvairiis riebaly rig$¢iy gamtiniai Saltiniai.
Augaliniai aliejai yra ypa¢ populiarus pasirinkimas dél tinkamy gaunamo
produkto — biodyzelino — cheminiy ir fiziniy savybiy — klampumo, lydymosi
temperatiiros, jodo skaiciaus, peroksidy kiekio. Jodo skai¢ius parodo aliejaus
nesotumo laipsnj. Didele dalj nesociyjy RR turintis biodyzelinas yra maziau
klampus, Zemesnéje temperatiiroje drumsciasi ir uzSgla, dél to jis tinkamesnis
naudoti Salto klimato salygomis. Taciau tokie degalai lengviau oksiduojasi, turi
mazesnj cetano skaiciy ir mazesnj Silumingumg [163]. Vienas dazniausiai
naudojamy btdy reikiamoms biodyzelino savybéms gauti yra atitinkamos
zaliavos (riebaly ruSies) parinkimas. Alternatyvus sprendimas galéty biti
skirtingy savybiy riebaly miSinio naudojimas. Jvairiy riebaly RR sudétis

pateikta literatiiros dalyje, 57 psl. 1.6 lenteléje.
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Aleksandro Stulginskio universitete buvo nustatyta, kad liny sémeny
aliejaus (LSA) ir kiauliy tauky (KT) miSinys yra alternatyva augaliniam aliejui,
nes LSA, turintis didele dalj nesoCiyjy RR kompensuoja didele dalj sociyjy RR
turin¢iy kiauliy tauky savybes, o LSA ir KT santykis miSinyje 68:32 (m:m) yra
optimalus [246].

Fermentai, kuriais galéty buti katalizuojama biodyzelino gamyba 1§ Siy
Saltiniy, turéty biiti ne tik aktyvis sintezés reakcijoje, bet ir nespecifiSki RR
grandinés ilgiui ir nesotumo laipsniui, tam kad visos RR biity peresterinamos

daugmaz vienodu greiciu.

Iprastinis biodyzelinas gaminamas aliejy peresterinant metanoliu,
gaunamu i§ gamtiniy dujy, todel jo zaliavy sudétyje ir galutiniame produkte
apie 11 % sudaro mineraliniai iStekliai. Norédami reakcijai naudoti visas
atsinaujinancias Zaliavas, jprastinj metanolj pakeitéme etanoliu, paprastai
gaminamu 1§ gridy, be to fermenty atrankai ir sintezés reakcijai pasirinkta

reakcijos sistema be tirpiklio, kuri yra tinkamesné pramoniniam taikymui.

3.3.1 Fermenty atranka

v

Buvo nusprgsta i$ laboratorijoje  turimy Novozymes© fermenty
asortimento atsirinkti tinkamiausius fermentus, isbandant tiek skystus, tiek
imobilizuotus/sausus fermenty preparatus (3.9 lentelé).

3.9 lentelé. Fermentai, naudoti biodyzelino sintezés i§ KT ir LSA miSinio, atrankai,
numeracija atitinka fermenty numerius 3.19 pav.

Imobilizuoti/sausi Skysti
1 Lipex 100 T 11 Lipozyme TL 100 L
2 Novozym 435 FG 12 Lipex 100 L
3 Lipozyme TL IM 13  Palatase 20000 L
4 Lipopan 50 BG 14 Lipolase 100 L EX
5 Lipopan F BG 15 Resinase A2X
6 Lipolase 100 T 16 Lecitase Ultra
7 Lipozyme RM IM
8 Novozym 435
9 Lipoclean 2000 T
10 Lipoprime 50 T

123



Kieb Kest1 2 345 6 7 8910111213 141516

3.19 pav. Fermenty atrankos LSA ir KT miSinio peresterinimui etanoliu reakcijos po
3 val. chromatografinis vaizdas. Fermenty numeriai atitinka fermenty numeracija 3.9
lenteléje. Kyien — riebaly, Kegt - esteriy kontrolinés démés

Geriausiai peresterinimg vykdé Sie fermentai: imobilizuoti Lipozyme TL
IM (Thermomyces lanuginosus lipazé), Lipozyme RM IM (Rhizomucor miehei
lipazé) bei skysti Lipozyme TL 100 L, Lipozyme TL IM (Thermomyces
lanuginosus lipazés preparatai) ir Resinase A2X (Thermomyces lanuginosus
lipaz¢) 3.19 pav. Taigi atlikus fermenty atranka paaiskéjo, kad lipaziy, kurias
efektyviai buty galima taikyti biotechnologinéms reakcijoms Saltiniy jvairove
yra ribota, tai sutampa su literatiiroje vyraujan¢ia nuomone [21], be to,
peresterinimo reakcijos efektyvumas daznu atveju nesutampa su hidrolizés
reakcijos efektyvumu. Pavyzdziui, labai aktyviis hidrolizuojant p-NPB
fermentai Lipopan 50 BG, Lipopan F BG, Lipoclean 2000 T Lipoprime 50 T
(2.1 lentel¢), buvo neaktyvis KT ir LSA miSinio peresterinime. Ir atvirks¢iai —
hidrolizés atveju salyginai maziau aktyviis fermentai (Lipozyme TL 100 L,
Lipozyme RM IM) pasizyméjo labai geru peresterinimo aktyvumu.
Detalesniam tyrimui ir optimaliy reakcijos salygy nustatymui APM metodu
pasirinkti trys jdomiausi fermenty preparatai: Lipolase 100 L (EX), Resinase
A2X ir Lipozyme RM IM.

3.3.2 Atsako pavirSiaus metodologijos taikymas

Temperatiiros, reakcijos trukmés, fermento ir alkoholio koncentracijy
jtakai jvertinti pasirinkome D-optimaly APM eksperimento plang. LSA ir KT
misinio peresterinimas etanoliu buvo tiriamas kiekvieno fermento atveju
atskirai, 1-8 val. trukmés intervale, 30—60 °C temperatiros intervale, esant

lipazés koncentacijai 3-10 % (v/v arba m/v reakcijos miSinyje), ir esant
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alkoholio:triglicerido moliniam santykiui 4-6. Eksperimento planas, taikytas
kiekvieno fermento tyrimui, pateiktas P.7 lenteléje. Buvo matuoti trys
priklausomy kintamyjy atsakai: RR etilo esteriy koncentracija, likutiné
triacilgliceroliy ~ koncentracija bei mono- ir diacilgliceroliy suminé
koncentracija. Esteriy santykiné koncentracija iSreiSkiama RR dalimi esancia
esteriy sudétyje, lyginant su visomis reakcijos misinyje esan¢iomis RR ( %).
Esant keturiems nepriklausomiems kintamiesiems ir trims atsakams, atsako
pavirSiaus grafiky skaicius yra labai didelis, todél bus pateikti tik patys
svarbiausi grafikai, skirti pavaizduoti bendroms tendencijoms t.y. vaizduojant
dviejy kintamyjy jtaka, bus parinktos vidutinés likusiy dviejy kintamyjy vertés

ir gilinamasi tik j produkto (RR esteriy) koncentracijos modelius.

3.3.2.1 Lipolase 100 L (EX) fermentas

Atlikus reakcija su Lipolase 100 L (EX) fermentu ir redukavus modelj
gauta kvadratiné esteriy koncentracijos modelio lygtis (3.10 lentelé¢).
3.10 lentelé. Esteriy koncentracijos modelinés lygties koeficientai realiai stebimomis

vertémis, KTA ir LSA miSinio peresterinimo etanoliu reakcija katalizuojant Lipolase
L (EX) fermentui.

Koeficientai
Atsakas/Lygties ) ) D
narys Lar';"ag's A(temperatiira) B (trukmé) C (lipazés konc.) (alkoholio:riebaly — A” c
ry molinis santykis)
Esteriy -59.,60 +3,57 +0,67 +7,97 +3,2 -0,053 -0,542

koncentracija

Sios lygties israiskos pavaizduotos grafiskai 3.20-3.22 paveiksluose. RR
etilo esteriy susidarymui Lipolase L (EX) fermento atveju daug didesne jtaka
turi temperatiira nei reakcijos trukmé, todél labai svarbu tinkamai parinkti
reakcijos temperatiirg. DidZiausios esteriy koncentracijos gaunamos mazesniy
temperatiiry intervale (3.20 pav.). Didelé alkoholio koncentracija daro teigiama
jtakg nepriklausomai nuo reakcijos trukmés (3.21 pav.), ar temperatiiros.
Lipazés koncentracijos jtaka yra daug mazesné, nei reakcijos temperatiiros,
taCiau visame temperatliry intervale optimali lipazés koncentracija turéty biti

tarp 6,25 ir 8,5 % (3.22 pav.)
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3.22 pav. APM esteriy koncentracijos modelis, LSA ir KT misinio peresterinimo
etanoliu reakcija katalizuojant Lipolase L (EX). Temperaturos ir lipazés
koncentracijos jtaka, kai reakcijos trukmé 4,5 val., alkoholio ir riebaly molinis
santykis 5.

3.3.2.2 Lipozyme RM IM fermentas

Naudojant Lipozyme RM IM fermentg LSA ir KT miSinio peresterinimui
parinktas APM tiesinis modelis. Modelj aprasancios lygties koeficientai
stebimomis vertémis pateikti 3.11 lenteléje.

3.11 lentelé. Esteriy koncentracijos modelinés lygties koeficientai, KTA ir LSA
misinio peresterinimo etanoliu reakcija katalizuojant Lipolase L (EX) fermentui

Koeficientai
Atsakas/Lygties
narys Laisvasis - . . . D (alkoholio:riebaly
narys A(temperatira) B (trukmé) C (lipazés konc.) molinis santykis)
Esteriy +65,44 1,01 +0,76 +1,61 3,64
koncentracija

Lipozyme RM IM fermentinis preparatas, kaip ir Lipolase L (EX), geriau
katalizuoja reakcijg esant zemesnéms temperatiiroms (30 °C), taciau Lipozyme
RM IM, priesingai, nei Lipolase L (EX), yra jautrus alkoholio koncentracijai ir

geriausios iSeigos gaunamos esant mazesnéms jo koncentracijoms (3.24, 3.25
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pav.). Fermento koncentracijos didinimas, kaip ir galima bity numanyti, turi

teigiamos jtakos reakcijos iSeigai (3.25 pav.).

Esteriy konc., %

45
Trukmé, val.

2.75

3.23 pav. APM esteriy koncentracijos modelis, LSA ir KT miSinio peresterinimo
etanoliu reakcija katalizuojant Lipozyme RM IM. Temperatiiros ir trukmés jtaka, kai
lipazés koncentracija 6,5 %, alkoholio ir riebaly molinis santykis 5.

22
18.75
15.5

12.25

Esteriy konc., %

4.00
4.50

6.25
o £eh 45
Alkoholio:riebaly : 275 Trukmé, val.
molinis santykis 6.00 1

3.24 pav. APM esteriy koncentracijos modelis, LSA ir KT miSinio peresterinimo
etanoliu reakcijg katalizuojant Lipozyme RM IM. Alkoholio koncentracijos ir
trukmés jtaka, kai lipazés koncentracija 6,5 %, temperatiira 45 °C.
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3.25 pav. APM esteriy koncentracijos modelis, LSA ir KT miSinio peresterinimo
etanoliu reakcijg katalizuojant Lipozyme RM IM. Lipazés koncentracijos ir alkoholio
ir riebaly molinio santykio jtaka, kai reakcijos trukmé 4,5 val, temperatiira 45 °C.

Soumanou ir kt. darbe apraSyta, kad vykdant transesterinimo reakcija heksane
TLL yra aktyvesnis fermentas, nei RML, o reakcijoje be tirpiklio RML yra
atsparesnis metanoliui ir ilgiau islieka aktyvus nei TLL, Kuris greitai praranda
savo aktyvuma. Siame darbe parodyta priedinga tendencija — TLL yra
atsparesnis alkoholiui, nei RML. Taciau tiesiogiai lyginti Siy reakcijy
negalime, nes §io darbo metu buvo naudojami kiti substratai, tame tarpe ir

maziau fermentus inaktyvuojantis alkoholis — etanolis.

3.3.2.3 Resinase A2X fermentas

APM parinktas kvadratinis redukuotas modelis LSA ir KT miSinio
peresterinimui, naudojant Resinase A2X fermentg. Model; aprasanti lygtis

(stebimomis vertémis) pateikta 3.12 lenteléje.

Naudojant Resinase A2X fermenta, kaip ir prie§ tai apraSytus Lipolase L
(EX) bei Resinase A2X fermentus, labai didelés jtakos reakcijos iSeigai turi

reakcijos temperatira.
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3.12 lentel¢. Esteriy koncentracijos modelinés lygties koeficientai, KTA ir LSA
misinio peresterinimo etanoliu reakcijg katalizuojant Lipolase L (EX) fermentui

Koeficientai
Atsakas/Lygties
narys Laisvasis - ., C (lipazés D (alkoholio:riebaly 2 2
narys A(temperatara) B (trukmé) konc.) molinis santykis) A C
Esteriy
koncentracija  00:3° +3,99 +0,55 +6,40 +2,66 -0,057  -0,401

Siuo atveju esant alkoholio : riebaly moliniam santykiui 5 ir 6,5 % lipazés
koncentracijai, geriausios iSeigos (iki 46 %) gaunamos 30-40 °C temperatiiry
intervale, o esant 60 °C temperatiirai iSeigos tesiekty 10 % (3.26 pav.). Bet
kuriuo atveju reakcijos iSeiga mazai priklauso nuo reakcijos trukmés, tai
leidzia manyti, kad reakcija gana greitai priartéja prie pusiausvyros ir
tirlamame trukmés intervale dideli esteriy koncentracijos pokyciai néra
stebimi. Naudojant Resinase A2X didéjanti alkoholio koncentracija daro
teigiama jtakg esterio susidarymui 3.27 pav. Optimali lipazés koncentracija
nepriklausomai nuo reakcijos trukmés pasiekiama naudojant apie 6,5-9,5 %

lipazés (3.28 pav.).
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3.26 pav. APM esteriy koncentracijos modelis, LSA ir KT miSinio peresterinimo
etanoliu reakcijg katalizuojant Resinase A2X fermentui. Temperatiros ir trukmés
jtaka, kai lipazés koncentracija 6,5 %, alkoholio ir riebaly molinis santykis 5.

130



6.25

0
o
®

422
39.85
3

05 ‘"ouoy hueisg

6.00

.00

5
Alkohol

, val.

e

Trukm

inis

riebaly moli

io:

santykis

delis, LSA

4.00

1

terinimo

io peres

KT misini

1r

iy koncentracijos mo

iy

APM ester

3.27 pav.

riebaly

10

lkohol

meés ir a

t Resinase A2X. Reakcijos truk
és konc. 6,5 % , temperatiira 45 °C.

jan

0)

etanoliu reakcija katalizu

itaka, kai lipaz

i0]

santyk

e

St
e

S

o

——

S
~

S

e
e
S

s
e
o5

T

o

s

e

SIS
S

41

S

ot
o

o
S

T

oo,

o
=
S

ey
S

e
S

o
o
e
S

o
o

o

oTee

o
=

s
o

S
e

e

o
A

o

= =
e o
e
s
SIS

et

37.25

S

o

S5

o
oo
ety

o
o
S

S
5%,
e

St
e

=
et

=

=

=
<
5=
=2
=

e
e
eSS e S
S
e

S
e

s

e
0“"“
oS

o

‘.“.0"‘
S
SES5S

5
SO
==
SO
<5 :“

<

Sh
<5
3
=5
Sos

oS

=S
25

SoS

oS

2,
%

%
<7
5%
%
X
%
G55
0%,
5

O"
'

%
%
%

"

%
%
5

%

4
2

5%
6.25

%

42

335
29.75

“-ouoy huajsg

10

, val.

é

Trukm

6.5

Lipazés konc., %

4.75

terinimo

koncentracijos modelis, LSA ir KT miSinio peres

3.28 pav. APM esteriy

etanoliu reak

jos ir trukmés

és koncentrac

1paz

A2X. L
tykis 5, temperatiira 45 °C.

Inase

ant Resi

izuoj

katali

cija

1mis san

baly mol

10 IT r1€

itaka, kai alkohol

mizavimas

ti

Op

3.3.24

RR

imas, t. y. nustatytos

Ziausig

i

t biity galima gauti

10msS €san

lygas, kuri

153
1y iSeiga,

Siekiant rast

izavi

Im

iktas proceso opt

1 buvo atl

*w

etilo ester

131



nepriklausomy kintamyjy vertés, kurioms esant biity pasiekti apibrézti tikslai.
Optimizuojant buvo siekiama maksimizuoti susidaranciy esteriy koncentracija,
visus kitus kintamuosius parenkant 1§ visos tirtos skalés. Trijy tirty fermenty
optimizavimo sprendiniai pavaizduoti P.1 lenteléje. Tirtomis salygomis
didziausia esteriy koncentracija (52,2 %) prognozuojama naudojant Lipolase L
(EX) fermentg (6,39 %) koncentracija ir alkoholio pertekliy (alkoholio ir
trigliceridy molinis santykis 6). Lipozyme RM IM ir Resinase A2X fermenty
atveju didziausios prognozuojamos iSeigos yra atitinkamai 42,1 % ir 49,0 %.
Optimizavimo sprendiniai Lipolase L (EX) fermentui, pavaizduoti grafiskai (Y
aSyje trokStamumo Kkriterijus), pateikti 3.29 pav. Matome, kad temperatiira
reakcijos iSeigai turi daug didesne jtaka, nei naudojamas alkoholio kiekis.

3.13 lentelé. LSA ir KT miSinio peresterinimo etanoliu reakcijos optimizavimo
algoritmo sprendiniai

Fermentas Temperatiira, ° Trukmé, Lipazés Alkoholio : riebaly RR esteriy

C val. konc., %  molinis santykis  koncentracija
Lipolase L (EX) 32,79 7,95 6,39 5,99 52,2
Lipozyme RM IM 30,01 7,25 9,97 4,00 42,1
Resinase A2X 34,76 8,00 7,99 6,00 49,0
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3.29 pav. LSA ir KT misinio peresterinimo etanoliu optimizavimo sprendiniali,
reakcijg katalizuojant Lipolase L EX. Reakcijos temperatiiros ir trukmeés jtaka, kai Kiti
kriterijai atitinka optimalias vertes: lipazés koncentracija 6,39 %, trukmé 7,95 val.

\\
Temperatiira, °C  4°
Py
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Taigi Siomis sglygomis naudojant du fermentinius preparatus (Lipolase L
(EX) ir Resinase A2X) galima tikétis pasiekti apie 50 % RR esteriy
koncentracija, t.y. apie 50 % peresterinimo laipsnj. Tac¢iau toks peresterinimo
laipsnis praktiniu pozitriu yra per mazas, todél optimaliy reakcijos salygu
pagrindu buvo suplanuotas eksperimentas Salinant glicerolj i$§ reakcijos miSinio
(taip siekiant pastumti reakcijos pusiausvyrg 1 produkty pus¢) ir papildomai
pridedant alkoholio, arba dedant alkoholj dalimis (sickiant i§vengti fermento
inaktyvacijos). Eksperimentui buvo pasirinktas Lipolase L EX fermentas, nes
jo atveju prognozuojama didZiausia esteriy iSeiga, ir lyginant, su panasia iSeiga
pasizyminCiu Resinase A2X fermentu, reikalinga Siek tiek maZesné lipazés
koncentracija, bei Siek tiek maZesné temperatiira. Glicerolis betirpikléje
reakcijos sistemoje sudaro atskirg faze, deél to ji pasalinti néra sunku. Taciau
susiduriama su alkoholio ir fermento pasalinimo problema, nes tiek alkoholis
tieck vandeninis fermento tirpalas tirpus glicerolyje. D¢l Siy priezasCiy |
reakcijos mi§inj buvo papildomami dedama alkoholio ir fermento. Siuo biidu

pavyko pasiekti apie 70 % reakcijos iSeigg (3.30 pav).

80,0

70,0

60,0

50,0

40,0

30,0 -

RR esteriy koncentracija, %

20,0 -

10,0

0,0
0 10 20 30 40 50 t,val

3.30 pav. Reakcija optimaliomis saglygomis (Lipolase L EX fermentas 3.13 lentel¢).
Salinamas glicerolis, papildomai dedama alkoholio (1 rodyklé) ir fermento (2
rodyklé). m —alkoholio ir riebaly molinis santykis 6, A - alkoholio ir riebaly molinis
santykis 6, pridedant dalimis, * - alkoholio ir riebaly molinis santykis 10, pridedant
dalimis.

133



s eo@m®

. . . Trigliceridai

aDPe o® a ~

' ot pred - -~ Digliceridai
. . ' & '3

Monogliceridai
05 1 13 20 22 24 48 Ilaikas, val.

3.31 pav. LSA ir KT miSinio peresterinimo reakcijos TLC atvaizdas reakcija vykdant
optimaliomis salygomis (Lipolase L EX fermentas), papildomai dalimis pridedant
alkoholio (alkoholio ir riebaly molinis santykis 10), lipazés ir $alinant glicerolj. Po
takeliais pazymeta reakcijos trukmé valandomis.

Analizuojant reakcijos eigg plonasluoksnés chromatografijos atvaizduose,
matome, kad trigliceridy praktiskai nebelieka po 20 val., taciau licka nemaza
dalis kity Salutiniy produkty: monogliceridy, digliceridy ir laisvy RR. Laisvos
RR Siuo atveju yra sunkiausiai paver¢iamos ] esterius ir per antrg reakcijos parg
Ju kiekis nelabai kinta. Pagrindiné priezastis, d¢l kurios susidaro nemazi kiekiai
hidrolizés produkto yra vandens jvedimas ] miSinj su fermento preparatu
(skystas preparatas), vanduo dalyvauja reakcijoje kaip acilakceptorius
konkuruodamas su alkoholiu. Vienas i§ Sios problemos sprendimo biidy biity
imobilizuoto fermento naudojimas (pavyzdziui, Lipozyme TL IM, kurj sudaro
tos pacios TLL imobilizuotas preparatas), taip su fermento preparatu nebiity
jneSsama vandens. Peresterinimo reakcijos pavyzdys, naudojant ant
makroporingo polipropileno imobilizuota TLL, bus aprasytas 3.4 skyriuje
(Lipaziy specifiskumo ir acilgrupés migracijos jtaka biodyzelino sintezei).

Riebaly miSiniai, jskaitant kiauliy tauky-sojy aliejaus ar kepimo aliejaus
miSinius buvo tirti biodyzelino sintez¢je cheminiu bidu, iSeigos svyravo tarp
64 ir 89% [247]. Taigi, disertacijoje apraSytos fermentinés katalizés
efektyvumas yra panasus j cheminés katalizés, taCiau pirmoji turi tokius
privalumus, kaip Svelnios reakcijos salygos ir galimybé panaudoti neapdorotas

riebaly zaliavas be papildomo laisvy riebaly rtig§ciy pasalinimo.

Skyriaus isvados:
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1. Atrinkti fermentai, efektyviai skatinantys kiauliy tauky ir liny sémény
alicjaus miSinio (68:32, m/m), peresterinimg etanoliu: Lipolase 100L
(EX), Resinase A2X, Lipozyme TL 100 L, Lipozyme TL IM, Lipozyme
RM IM.

2. Taikant atsako pavirSiaus metodologijg nustatyta peresterinimo iSeigos
priklausomybé nuo reakcijos trukmés, temperatiros, alkoholio bei
fermento koncentracijos pasirinktiems fermentams: Lipolase 100L
(EX), Resinase A2X, Lipozyme RM IM. Efektyviausias buvo Lipolase
L (EX) fermentas.

3. Naudojant Lipolase 100L (EX) fermenta, pasirinkus optimalias
prognozuojamas salygas: 33 °C, dedant alkoholio iki 10M/1M
triglicerido ir papildomai Salinant reakcijos produktg bei atnaujinant

fermenta, pasiekta 70 % esteriy iSeiga.

3.4 Lipaziy specifiskumo ir acilgrupés migracijos jtaka biodyzelino
sintezei
Biodyzelino sintezés metu triacilgliceroliai yra peresterinami alkoholiais,
reakcijos produktai yra riebaly rigsciy esteriai ir glicerolis. Kuomet katalizei
naudojama lipaze, riebaly riigStys yra Salinamos po vieng, susidarant RR ir
alkoholio esteriams ir di- bei monoacilgliceroliams, kurie toliau vykstant
alkoholizei galiausiai virsta gliceroliu. Nuo lipazés specifiskumo priklauso

kaip efektyviai bus peresterinamos RR skirtingose acilglicerolio padétyse.

3.32 paveiksle parodyta lipaziy katalizuojamos biodyzelino sintezés
reakcijos schema su tarpinémis stadijomis, substratais naudojant trioleing (TO)
ir etanoli. A, B, C, D ir F stadijos yra etanolizés reakcijos katalizuojamos
lipazés, tuo tarpu acilgrupés migracija (toliau acilmigracija) (E ir D stadijos)
néra katalizuojamos lipazés (acilmigracija katalizuojantys veiksniai apraSyti

literatiiros apzvalgoje, 1.6 skyriuje).
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3.32 pav. Lipaziy katalizuojamos biodyzelino sintezés reakcijos schema
Jei lipazé yra sn-1,3-specifiné, 2-monooleino etanolizé (C stadija)
nevyksta arba vyksta labai létai, todél Sis etapas gali turéti ,,butelio kaklelio*
efekta ir buti klittimi jvykti pilnai alkoholizei. Katalizavus acilmigracija (E ir
D stadijas), 1,2-dioleinas virsta 1,3-dioleinu, 2-monooleinas virsta 1-
monooleinu, taip C stadija gali buti apeinama ir reakcija katalizuojant 1,3-

specifine lipaze gali jvykti pilna alkoholizé.

Sio tyrimy etapo tikslas buvo itirti jvairiy reakcijos priedy jtaka jvairiy
lipaziy katalizuojamai biodyzelino sintezei. Natiiraliy triacilgliceroliy (aliejy)
peresterinimo reakcijos komponenty ir produkty i$sami analizé yra labai
komplikuota ir nepraktiska, nes aliejy sudétyje yra keletas skirtingy RR, be to,
parcialiniai acilgliceroliai turi skirtingus regioizomerus, todél peresterinimo
reakcijos misinyje susidaro daugybé jvairiy junginiy kombinacijy. Norint
detaliai jsigilinti j vykstancias reakcijas racionalu nautodi paprastesne
modeling sistema, kurios sudétyje buty viena riebaly rtgstis, tai palengvina
sudétingg reakcijos produkty analizg. Pasirinkta trioleino peresterinimo
etanoliu reakcija. Etanolis buvo pasirinktas vietoj jprastai naudojamo
metanolio, nes jis gali biiti gaunamas i§ atsinaujinanciy Saltiniy, be to etanolis

maziau inaktyvuoja fermentus nei metanolis.
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3.4.1 Lipaziy imobilizacija

Buvo pasirinktos ir ant makroporingo polipropileno Accurel MP 1000

neSiklio imobilizuotos §ios lipazes:

1) Aspergillus niger (ANL)

2) Candida antarctica (CALB)

3) Candida rugosa (CRL)

4) Pseudomonas fluorescens (PFL)
5) Rhizopus arrhizus (RAL)

6) Rhizopus niveus (RNL)

7) Rhizomucor miehei (RML)

8) Thermomyces lanuginosus (TLL)

Norint tirti reakcijos priedy jtakag acilgrupés migracijai, fermentas turi
biiti imobilizuotas ant tokio nesiklio, kurio jtaka neuzgozty stebimy reiskiniy,
t.y. pats nesiklis nekatalizuoty acilgrupés migracijos. Sias savybes atitinka
Accurel MP 1000 nesiklis (senesnéje literatiiroje rasime atitikmenj EP 1000),
be to, ant Sio nesiklio lipazés adsorbuojamos specifiskiau nei kiti baltymai ir
nuo jo beveik neatsiplauna net vandeniniame tirpale [130, 240].

Visy fermenty atveju imobilizavimo etapas buvo tuo paciu ir dalinis
lipazés gryninimas, nes imobilizuota aktyvumo dalis yra didesné nei
imobilizuota baltymy dalis (3.14 lentel¢). CALB ir TLL atveju ant nesiklio
buvo adsorbuota didzioji dalis baltymy ir aktyvumo. Didelis baltymo kiekis
imobilizuotas ne tik TLL, CALB bet ir RAL atveju ir yra lygus apie 38 mg/g
(adsorbuota tik apie trecdalis baltymo). Lipaziy imobilizacija ant poringo
polipropileno buvo tirta ir anks¢iau. Parodyta, kad adsorbcijos procesas gali
biiti aprasomas Langmuiro adsorbcijos izotermomis [240]. Nesiklj jsotinantis
lipazés kiekis priklauso nuo savitojo neSiklio pavirSiaus ploto, kurj lemia
nesiklio poringumas. Tikétina, kad 38 mg/g verté yra artima lipazés kiekiui,

kuris jsotinty MP 1000 nesiklj [248, 249]. RML ir CRL atvejais adsorbuotas
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beveik visas aktyvumas, taciau atitinkamai tik 5 % ir 1,6 % baltymy, taigi Siy

lipaziy preparatuose yra daug pasaliniy baltymy.

3.14 lentelé. Fermenty imobilizacijos ant Acurell MP 1000 rezultatai

Imobilizuotas Imobilizuotas Imobilizuota Imobilizuota

Fermentas aktyvumas, baltymo aktyvumo baltymo

U/g kiekis, mg/g dalis, % dalis, %
ANL 19 0,6 67,1 9,3
CALB 128,7 36,2 94,3 91,3
CRL 375,6 0,089 94,33 1,63
PFL 136,5 15,5 83,4 58,2
RAL 155,4 37,8 63,6 354
RNL 2,5 14,2 83 20,9
RML 23,3 0,6 90,3 51
TLL 982,8 38,5 91,9 80,3

Candida rugosa ir Aspergilus niger lipazés, imobilizuotos ant Accurel
MP1000, trioleino etanolizés reakcijos atveju buvo visai arba beveik

neaktyvios todél detaliau tirtos nebuvo.

3.4.2 Etiloleato susidarymas: reakcijos priedy jtaka skirtingy fermenty
katalizuojamoms reakcijoms

Nustatyta, kad reakcijos priedai gali buti naudingi ir padidinti alkoholizés
reakcijy iSeigg [64, 250]. Acilmigracijos tyrimams 2-monooleino (2-MO)
substrato tirpale MTBE buvo pasirinkti Sie priedai: silikagelis 60 (parodyta,
kad silikagelis katalizuoja acilgrupés migracijg [129]), vanduo (parodyta, kad
vanduo, tirpale esant baltymy ir riebaly rigséiy, katalizuoja acilgrupés
migracija [129]), Amberlite IR 120 (H) (sulfoniniy grupiy turintis polistireno
polimeras) ir neutralizuota jo forma, buvo tikétasi, kad dél savo cheminiy

savybiy (sulfoniniy grupiy) jie gali katalizuoti acilmigracija.

Nustatéme, kad geriausiai acilgrupés migracijg katalizavo silikagelis
(3.33 pav.), rugstinis Amberlite (Amberlite IR 120 (H)) taip pat Siek tiek
paspartino acilgrupés migracijg, neutralus amberlite (Amberlite IR 120 (Na)) ir

vanduo (a,, 0,7) acilgrupés migracijos nesukélé.
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3.33 pav. Acilmigracija 2-monooleine MTBE su ir be reakcijos priedy. 1-MO dalies
visame MO priklausomybé nuo trukmés. Priedai: X — silikagelis, ¢ —riigstinis
Amberlite, A — vanduo, m — neutralus Amberlite, © — be priedy.

Visus priedus nusprendéme detaliau tirti pilnoje reakcijos sistemoje, kurig
sudaro ne vien substrato tirpalas, bet ir fermentas, neSiklis bei susidare

reakcijos produktai, kurie gali turéti jtakos acilgrupés migracijos katalizei.

3.4.2.1 Reakcijos priedy jtaka trioleino etanolizés reakcijai

Vienas i§ kriterijy, pagal kurj vertinamas fermento efektyvumas, yra
reakcijos iSeiga, t.y. susidariusio pageidaujamo produkto koncentracija. Siuo
atveju tikslinis reakcijos produktas yra etiloleatas, todél lyginant fermentus
tarpusavyje jdomu analizuoti, kaip reakcijos priedai keicia reakcijos eigg ir

kaip tai lemia etiloleato koncentracijos pokytj.

IS esmes tirtus fermentus galima suskirstyti j dvi kategorijas: 1 tuos
kuriems bent kai kurie reakcijos priedai padeda geriau katalizuoti trioleino
peresterinimo etanoliu reakcija, tai yra TLL, RML, RAL (3.34 pav.) ir j tuos,
kuriy katalizei priedai daro neigiama jtaka: CALB, PFL, RNL (3.35 pav.).

TLL atveju tiek silikagelis, tiek vanduo turéjo teigiamos jtakos reakcijos
iSeigai, nes po 24 reakcijos valandy santykiné etiloleato koncentracija
nenaudojant priedy buvo 60,9 %, 0 naudojant silikagelj ir papildomai dedant
vandens - atitinkamai 69,2 % ir 76,6 %. Teigiama vandens jtaka TLL nutatyta
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kity tyréjy [251, 252]. Taciau retai atsizvelgiama j tai, kad didesnis vandens
kiekis tiesiogiai proporcingas susidariusio $alutinio reakcijos produkto — oleino
rugsties kiekiui. Placiau vandens jtaka TO etanolizeés reakcijai apraSyta 3.4.4
skyriuje. Rugstinis Amberlite paspartino reakcija tik jos pradzioje (iki 24 val.)
(3.34 pav. A).

RML atveju po 24 valandy be reakcijos priedy gaunama 64,4 % etilo
esterio, su silikageliu 72,74 %. Jdomu, kad tik Siuo vieninteliu atveju
neutralizuotas Amberlite turi teigiamos jtakos — gaunama 69,7 % (3.34 pav. B).
Teigiama vandens jtaka parodyta 3.43 pav. A dalyje. Naudojant RAL po 24
reakcijos valandy be priedy susidaro 64,0 % etiloleato ir Siuo atveju tik

silikagelis gali padidinti produkto koncentracijg iki 68,7 % (3.34 pav. C).

Antrai grupei fermenty reakcijos priedai daré neigiamg itaka: naudojant
CALB be priedy po 24 val. buvo pasiekta 77,2 % santykiné etiloleato
koncentracija, su silikageliu tik 61,0 %, o su abiem Amberlite - tik apie 35 %
(3.35 pav. A). PFL atveju po 24 reakcijos valandy etiloleato koncentracija,
gauta nenaudojant priedy (60 %) nesmarkiai skyrési nuo koncentracijos,
naudojant silikagelj, neutralizuota Amberlite ir vandenj, taciau ryskig neigiama
jtakg turéjo rugstinis Amberlite, nes Siuo atveju etiloleato koncentracija po 6
reakcijos valandy pasieké 11 % ir daugiau praktiSkai nedidéjo (3.35 pav. A).
Gali buti, kad rigstiniy savybiy turinti medziaga net ir tirpiklyje denattravo
fermenta. Sig i§vada patvirtina ir tai, kad ir kity tarpiniy reakcijos junginiy
koncentracijos po Sesiy reakcijos valandy beveik nekinta (grafiniai duomenys
nepateikti). Panasig neigiamg jtakg RNL turi ne tik rugstinis Amberlite, bet ir
vanduo. Jei nenaudojant reakcijos priedy po 24 valandy gaunama 29,3 %
etiloleato, naudojant silikagelj ir neutralizuota Amberlite - atitinkamai 20,9 %
17,1 %, tai naudojant riigStinj Amberlite ir vandenj etiloleato koncentracija
siekia atitinkamai vos 4,0 ir 2,6 %. IS visy fermenty tirtomis salygomis
didziausia konversija buvo gauta naudojant CALB fermentg, nors pradiniai
reakcijos grei¢iai visy kity fermenty (iSskyrus RNL) atveju akivaizdziai

didesni. Sie duomenys detaliau analizuojami 3.4.6 skyriuje.
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3.34 pav. Reakcijos priedy jtaka etiloleato susidarymui trioleino peresterinimo
etanoliu reakcijos metu, katalizuojant skirtingiems fermentams: A: TLL, B: RML, C:
RA, reakcijos priedai: m — be priedy, ¢ — Silikagelis 60, A— Abmerlite IR 120 (Na), o
— Amberlite IR 120 (H), o — vanduo (aw = 0,7).
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3.35 pav. Reakcijos priedy jtaka etiloleato susidarymui trioleino peresterinimo
etanoliu reakcijos metu, katalizuojant skirtingiems fermentams: A: CALB, B: PFL, C:
RNL, reakcijos priedai: m — be priedy, ¢ — Silikagelis 60, A— Amberlite IR 120 (Na),
o — Amberlite IR 120 (H), o — vanduo (aw = 0,7).

142



Idomiausi ir reikSmingiausi trioleino peresterinimo reakcijos katalizés
tyrimams pasirodé keturi fermentai: TLL, RML, RAL ir CALB. Jdomu
detaliau istirti silikagelio ir vandens teigiamg jtaka pirmy trijy fermenty
katalizuojamai etanolizés reakcijai. Be to, RAL pasizyméjo labai greitu
trioleino sunaudojimu, o CALB didesne, nei naudojant kitus fermentus, etilo

esteriy iSeiga, tod¢l ir Siems faktams detalizuoti buvo biitini detalesni tyrimai.

3.4.2.2 Priedy jtaka pradiniam reakcijos greiciui

Jei priedy jtaka vertintume tik pagal susidariusio produkto kiekj reakcijos
pabaigoje, gali likti nepastebétas svarbus aspektas: reakcijos priedy jtaka
reakcijos greiciui, pavyzdziui, reakcijos pusiausvyra gali nepakisti, taciau dél
grei¢iau vykstancios reakcijos ji gali nusistovéti anksciau, kas technologiniam
procesui yra labai svarbu, nes tai reikSty mazesnes laiko sgnaudas. 3.36
paveiksle pateikta reakcijos priedy jtaka pradiniam reakcijos greiciui (etiloleato
susidarymui) ir akivaizdu, kad ji labai skirtinga. Didziausig teigiamg jtaka tirti
priedai turi pradiniam TLL katalizuojamos reakcijos greic¢iui, vanduo pradinj
reakcijos greitj padidina 298 %, silikagelis ir rigstinis amberlite - 179 % ir

153 %, o neutralus amberlite - 69 %.
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3.36 pav. Reakcijos priedy jtaka etiloleato susidarymo pradiniam reakcijos greiciui. Y
aSyje pateiktas santykinis pradinio reakcijos greic¢io pokytis, esant priedy, lyginant su
pradiniu reakcijos greiciu be priedy. Priedai: = - vanduo a, 0,7, m - silikagelis, o -
rugstinis Amberlite, m - neutralus Amberlite.
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RML atveju vanduo padidina pradinj etiloleato susidarymo reakcijos
greit] 59 %, Kkiti priedai lemia 7-33 % padidéjimg. RAL katalizuojamos
reakcijos pradinis greitis beveik nepakinta (esant priedy padidéja apie 6 %), o
CALB atveju pradinis reakcijos greitis sumazéja naudojant bet kurj i§ priedy,
ypa¢ vanden] - sumazéjimas net 98,7 %. Naudojant Amberlite pradinis
reakcijos greitis sumazéja apie 50 %. Silikagelis turi maziausig neigiamg
poveikj, nes pradinio etiloleato susidarymo greiio sumazéjimas lyginant su
reakcija be priedy - 35,4 %. Kodél visi reakcijos priedai daré neigiama jtaka
CALB aktyvumui, atsakyti sudétinga, taCiau Siuos duomenis reikia turéti
omenyje imobilizuojant §j fermenta ant naujy nesikliy — jy poveikj vertéty is
anksto iStirti, nes gali buti, kad neSiklis turés neigiamg jtakg fermento
aktyvumui. Apie tai reikia Zinoti ir naudojant jj biodyzelino sintezei i8 riebaly,
nes kai kurie ne maistinés klasés aliejai ar aliejaus atliekos (kepimui naudoti
aliejai) savo sudétyje turi gana didelj kiekj vandens, kuris gali inaktyvuoti

fermenta.

3.4.2.3 Priedy jtaka monooleino izomerizacijai

Idomu analizuoti ne tik reakcijos priedy jtaka produkty susidarymo
greiciui ir i8eigai, bet ir tarpiniy reakcijos junginiy virsmus. Vienas jdomesniy
peresterinimo reakcijos aspekty yra tarpiniy junginiy: dioleino ir monoooleino
izomery susidarymas. Zinoma, kad 1,3-specifinés lipazés mieliau skelia jungtj
prie 1 ir 3 glicerolio anglies atomy, todél, kaip minéta, reakcijos pradzioje
susidaro tik 1,2 dioleino izomeras ir 2-monooleino izomeras (3.32 pav. A ir B
reakcijos). Laikui bégant Sie izomerai gali izomerizuotis } 1,3-dioleing ir 1-
monooleing vykstant acilgurpés pernasai (3.32 pav. D, E reakcijos). 1,3-
dioleinas ir 1-MO gali toliau reaguoti su alkoholiu, kai jy reakcija
katalizuojama specifiniy lipaziy. Nustatyta, kad kiekvieno fermento atveju
priedy jtaka tick MO, tiek DO izomerizacijai buvo analogiska, skyrési tik
izomerizacijos laipsnis. Palyginimui pateikta RML katalizuojamos reakcijos 2-
MO ir 1,2-DO izomery dalis lyginant su visu MO ir DO kiekiu (atitinkamai
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3.37 ir 3.38 pav.), todél kity fermenty atveju bus pateikti tik 2-MO

izomerizacijos duomenys.
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3.37 pav. 2-MO dalis MO izomery miSinyje priklausomai nuo trioleino etanolizés

reakcijos, katalizuojamos RML, trukmés. Reakcijos priedy jtaka 2-MO

izomerizacijai: m —be priedy, A — Amberlite IR 120 (Na), o — Amberlite IR 120 (H),

¢ - silikagelis.
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3.38 pav. 1,2-DO dalis DO izomery misinyje priklausomai nuo trioleino etanolizés
reakcijos trukmés, katalizuojamos RML. Reakcijos priedy jtaka 1,2-DO
izomerizacijai: m —be priedy, A — Amberlite IR 120 (Na), o — Amberlite IR 120 (H),
¢ - silikagelis.

Daliniy acilgliceroliy regioizomery sudéties analizé atskleide, kad
pradinéje reakcijos pradzioje 2-MO buvo dominuojantis MO izomeras. Tai
rodo, kad visos tirtos lipazés pirmenybe teikia trioleino 1 ir 3 pozicijoms.

Reakcijos eigoje palaipsniui vyko konversija ] stabilesnj 1-izomerg. Daugeliu
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atvejy acilgrupés migracija yra pagrindinis Sios izomerizacijos reakcijos

mechanizmas.

Reakcija katalizuojant RML maziausiai 2-MO MO miSinyje (apie 55 %
po 48 valandy) lieka naudojant reakcijos prieda silikagelj (3.37 pav.). Sie
duomenys sutampa su faktu, kad acilmigracija geriausiai katalizuoja silikagelis
(3.33 pav.), taciau Siuo atveju, reakcijos miSinyje beveik taip pat efektyviai
kaip silikagelis veikia neutralizuotas Amberlite, kuris acilmigracija skatinan¢iu
poveikiu gryno 2-MO tirpale nepasizyméjo. Reakcijos miSinyje nesant priedy
taip pat vyksta 2-MO izomerizacija, ir po 48 valandy 77 % MO sudaro 2-MO.
Sunku pasakyti, ar §i izomerizacija vyksta iSskirtinai dél reakcijos priedy ir
substraty bei produkty esanCiy reakcijos miSinyje kompleksiskai
katalizuojamos acilgrupés migracijos, ar MO izomerizuojasi vykstant
neatrankiai katalizuojamai 2-MO reakcijai su etanoliu, kurios metu gaunamas
etiloleatas ir jo grjztamajai reakcijai su gliceroliu, kurios metu dél fermento
specifiSkumo didesne tikimybe susidaro 1-MO (C ir F reakcijos 3.32 pav.).
Keista, bet riigstinis Amberlite efektyviai stabdo 2-MO izomerizacijg reakcijos
misinyje ir po 48 valandy 96 % MO sudaro 2-MO. Sunu pasakyti, kas lemia §j
acilmigracijos slopinimg, bet akivaizdu, kad to negali lemti vien polimero

cheminé struktiira, nes acilmigracijos slopinimui reikalingos riigstinés grupés.

IS esmés akivaizdus tiesinis rySys tarp 2-MO izomerizacijos ir reakcijos
iSeigos (etiloleato santykinés koncentracijos): kuo efektyviau tam tikras
reakcijos priedas skatina 2-MO izomerizacija, tuo didesné reakcijos iSeiga
(3.34 pav. B ir 3.37 pav.), taciau skirtumai tarp MO izomery sudéties daug
rySkesni nei iSeigos skirtumai: 40 % izomery koncentracijos skirtumas tarp
geriausiai  (silikageliu) ir prasCiausiai (riigs¢iu Amberlite) skatinamos
izomerizacijos ir 15 % skirtumas tarp geriausios (su silikagelio priedu) ir
prasciausios (su riigs¢iu Amberlite priedu) iSeigos. Tai rodo, kad reakcija yra
kompleksine ir jos eiga lemia daugelis veiksniy. Vandens priedo jtaka

izomerizacijai aprasyta atskirai ir parodyta 3.44 pav. A dalyje.
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Reakcijg katalizuojant TLL fermentui reakcijos priedy jtaka panasi, kaip
ir RML fermento atveju. Riagstinis Amberlite slopina izomerizacijg (po 72
valandy net 98 % MO sudaro 2-MO), lyginant tarpusavyje kitus Kietus priedus,
monooleino izomerizacijg labiausiai skatina silikagelis, neutralus Amberlite
jtakos neturi(3.39 pav.). Analogiska tendencija stebima ir lyginant etiloleato
santykines iSeigas: didZiausios gaunamos naudojant vandenj, maziausios —

naudojant ragstinj amberlite (3.34 pav. A)
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3.39 pav. 2-MO dalis MO izomery miSinyje priklausomai nuo trioleino etanolizés
reakcijos, katalizuojamos TLL, trukmés. Reakcijos priedy jtaka 2-MO izomerizacijai:
m —be priedy, A — Amberlite IR 120 (Na), o — Amberlite IR 120 (H), ¢ - silikagelis,
o — vanduo (ay 0,7).

2-MO dalis, %

RAL katalizuojamos etanolizés metu buvo stebima Siek tiek kitokia
susidaran¢iy MO izomery sudétis priklausomai nuo reakcijos priedy:
vienintelis priedas silikagelis turéjo teigiamos jtakos 2-MO izomerizacijai
(71 % po 72 valandy), vanduo slopino 2-MO izomerizacija ir lyginant su
reakcijos miSiniu be priedy $is slopinimas ypac efektyvus iki 24 reakcijos val.
(93 % MO sudaro 2-MO), izomerizacijg taip pat slopino rigstinis Amberlite
(96 % 2-MO po 72 valandy) (3.40 pav.).
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3.40 pav. 2-MO dalis MO izomery miSinyje priklausomai nuo trioleino etanolizés
reakcijos, katalizuojamos RAL, trukmés. Reakcijos priedy jtaka 2-MO izomerizacijai:

m —be priedy, o — Amberlite IR 120 (H), ¢ - silikagelis, o — vanduo (ay 0,7).

Velgi, greitesné MO izomerizacija koreliuoja su geresne etiloleato iSeiga,
i§skyrus tai, kad maziausia iSeiga reakcijos pradZioje gaunama dedant vandens,

o ne rugstinio Amberlite (3.34 pav. C).
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3.41 pav. 2-MO dalis MO izomery miSinyje priklausomai nuo trioleino etanolizés
reakcijos, katalizuojamos CALB, trukmés. Reakcijos priedy jtaka 2-MO
izomerizacijai: m —be priedy, A — Amberlite IR 120 (Na), o — Amberlite IR 120 (H),
¢ - silikagelis.

Tiriant priedy jtaka reakcijos eigai, labiausiai nuo kity fermenty skiriasi
CALB. Siuo atveju 2-MO izomerizacija vyksta labai greitai tiek su priedais,
tiek be jy. Nededant jokiy priedy 2-MO sudaro tik 11,8 % viso MO ir reakcijos
eigoje beveik nebekinta. Tokia proporcija atitinka 2-MO ir 1-MO santykj
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pusiausvyros biisenoje [125]. Silikagelio ir neutralaus Amberlite naudojimas,
priesingai nei TLL, RML, RAL atvejais, sulétina 2-MO izomerizacijg. Kaip ir
kity fermenty atveju, labiausiai 2-MO izomerizacijg stabdo Amberlite IR 120
(H), taciau net ir dedant Sio priedo po 48 valandy lieka tik 50 % 2-MO (kity
fermenty atveju vir§ 95 %). Nuo priedy priklausomas izomerizacijos greitis,
kaip ir kity fermenty atveju koreliuoja su reakcijos iSeiga, iSskyrus tai, kad
rugstinio Amberlite atveju izomerizacija yra daug létesné, nei neutralaus, 0O

iSeigos beveik vienodos (3.35 pav.).

Taigi reakcijose, katalizuojamose TLL, RML, RAL, silikagelis Zymiai
padidino 2-MO izomerizacijos greitj, taciau naudojant CALB silikagelio
priedas tur¢jo prieSingg poveikj, sulétindamas 2-MO izomerizacija. Reakcijos
be silikagelio metu izomerizacija galéjo nusistovéti vykstant greitai fermento
katalizuojamai monooleino konversijai j glicerol; ir griztamajam glicerolio
esterinimui, kurio pagrindinis produktas yra 1-MO. Gali buti, kad CALB yra
efektyvesné nei kiti fermentai esterinant glicerolj, o silikagelis bei Amberlite
yra link¢ adsorbuoti polinius junginius, taip pat ir glicerol;. D¢l Sios

adsorbcijos galéjo sulététi glicerolio griztamasis esterinimas.

3.4.3 Silikagelio jtaka reakcijos eigai

Nustatyta, kad TLL, RML ir RAL atveju silikagelis turéjo teigiamos
jtakos tiek acilgrupés migracijai, tiek etiloleato susidarymui. Palyginus
reakcijos produkty sudétj po 48 valandy, didziausia etiloleato iSeiga gaunama
naudojant CALB, tiek su silikageliu, tiek be jo (3.42 pav.) Matome, kad nors
silikagelis ir padidina etiloleato iseiga, visy fermenty atveju padidéja
susidariusios laisvos oleino rugsties kiekis. Oleino riigSties koncentracijos
poky¢iai, priklausomai nuo reakcijos priedy, plac¢iau bus aprasyti 3.4.5
skyriuje. RML ir TLL atveju silikagelio priedas naudingas, nes jo dedant
reakcijos miSinyje praktiskai nebelieka reakcijos substrato trioleino, o be Sio
priedo po 48 reakcijos valandy vis dar yra 1,4-2,4% trioleino. Visiskas
trioleino sunaudojimas yra reikalingas, norint kurj nors i$ $iy fermenty naudoti

pradiniam trioleino etanolzés etapui, nes, kaip nustatyta (3.4.7 sk.), vykdant
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reakcijg etapais, po pirmojo etapo likes trioleinas antrame etape sunkiai

sunaudojamas.
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3.42 pav. Reakcijos produkty sudétis po 48 wvalandy trioleino etanolizes,
katalizuojamos lipazémis su ir be silikagelio. m — trioleinas
monooleinas o — oleino riigstis m — etiloleatas.

3.4.4 Vandens jtaka reakcijos eigai

Kokia skirtinga reakcijos eigai gali biiti vandens jtaka, gerai parodo RML
ir CALB fermenty katalizés pavyzdZiai. Etanolizés reakcijos terpéje esant
skirtingam vandens aktyvumui (a,, nuo 0,2 iki 0,7) didesné etiloleato iSeiga
katalizuojant RML gauta esant daugiau vandens (nors padidéjimas neZymus,
apie 10 %), tuo tarpu Kkatalizuojant CALB reakcija geriausiai vyksta
bevandeniame tirpiklyje (3.43 pav.), o didinant vandens kiekj mazéja etiloleato
iSeiga, ir reakcija praktiskai nebevyksta esant 0,7 ay. Siy rezultaty galima buvo
tikétis, nes CALB reakcijos, geriau vykstancios terpéje be vandens, aprasSytos
ne vieno tyréjo [119-121]. Idomu, kad literatiiroje apraSoma ir prieSinga
tendencija: tiek neimobilizuotos, tiek imobilizuotos CALB didesnis aktyvumas
didéjant vandens aktyvumui [122], kai vyksta RR miSinio esterinimas 1,3-
propandioliu MTBE. Autoriai teigia, kad lipazés aktyvumo priklausomybé nuo
vandens aktyvumo gali Kisti priklausomai nuo reakcijos tipo (esterinimas,
acilgrupés pernasa), substratu naudojamo alkoholio tipo ir ant nesiklio uznesto

fermento kiekio. Taigi reakcijos katalizei renkantis CALB, reikia turéti
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omenyje, kad $io fermento aktyvumo priklausomybé nuo vandens aktyvumo
reakcijos miSinyje skiriasi, priklausomai nuo to, kokig reakcijg katalizuosime ir
gali drastiSkai pasikeisti organinéje reakcijos terpéje esant neZymiam vandens
koncentracijos pokyc¢iui, todél vandens jtakg katalizei reikéty nustatyti

kiekvienos naujai tiriamos reakcijos atveju.
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3.43 pav. Etiloleato koncentracijos kitimas trioleino etanolizés metu, reakcijg
katalizuojant RML (A) ir CALB (B) ir esant skirtingam vandens kiekiui sistemoje: m
— bevandenis tirpiklis, ¢ —a,, 0,2A —a, 0,4, o —a,0,7.

Jdomiy duomeny pateikiama ne tik apie vandens jtakg produkty
susidarymo greiciui ir iSeigai, bet ir apie tarpiniy reakcijos junginiy virsmus,
ypac apie monooleino izomery sudétj. Millgvist ir kt. teigia, kad vanduo turi
nevienareik§mj poveikj acilgrupés migracijai: jg slopina, jei sistema sudaryta
tik 1§ gliceridy, tirpiklio ir vandens, bet skatina, jei sistemoje yra baltymy ar
riebaly riig8¢iy [129]. Taigi, mano tyrimo rezultatai patvirtina Millqvist teiginj
kai RML atveju buvo nustatyta ryski 2-MO dalies visame MO miSinyje
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priklausomybé nuo vandens kiekio: kuo daugiau reakcijos miSinyje vandens,
tuo lengviau vyksta monooleino izomerizacija. Po 24 valandy reakcijos
sistemoje nesant vandens 2-MO sudaro 88 % MO, esant a,, 0,7 2-MO sudaro
tik 63 % MO (3.44 pav. A). Taciau visiSkai priesingg reiskinj stebime CALB

atveju (3.44 pav. B), kai po 24 valandy maziausiai 2-monooleino MO miSinyje
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3.44 pav. 2-MO dalis monooleino izomery misinyje, pirklausomai nuo reakcijos
trukmés ir vandens kiekio, reakcijg katalizuojant (A) RML, (B) CALB. Vandens
kiekis sistemoje: m — sausas tirpiklis, ¢ —a, 0,2 A —a, 0,4, 0 —ay 0,7.

randama miSinyje be vandens (2-MO dalis 59,2 %), esant 0,4 a,, 2-MO sudaro
96,3 % MO, o esant 0,7 a,, visga MO (kurio, beje, labai nedaug, nes esant Sioms
salygoms reakcija praktiSkai nevyksta) sudaro 2-MO. Taigi Siuo atveju kuo
maziau vandens, tuo grei¢iau vyksta monooleino izomerizacija. Deja, abiejy
fermenty atveju vien vandens poveikiu monooleino izomerizacijos paaiSkinti
negalime, nes vien dél vandens priedo §i izomerizacija vyksta daug léciau

(3.33 pav.). Tokig greitg izomerizacija CALB (galbut ir RML) atveju gali lemti
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neatrankiai katalizuojama 2-MO reakcija su etanoliu, kurios metu susidaro
etiloleatas ir jo grjztamoji reakcija su gliceroliu, kurios metu dél fermento
specifiSkumo su didesne tikimybe susidaro 1-MO (reakcijos schemoje 3.32

pav. C ir F reakcijos).

3.4.5 Salutinis reakcijos produktas — oleino riigstis

TLL ir RML atveju vanduo pagreitina katalize bei gali padidinti reakcijos
iSeiga, taciau analizuojant reakcijos produktus, vanduo visuomet lemia
intensyvesn¢ hidrolizés reakcijg (alternatyvus acilakceptorius, reaguojantis
vietoj etanolio) ir didesn¢ susidariusios laisvos oleino riigSties koncentracija.
Keista, taciau ne tik vanduo, bet ir kitas teigiamg jtaka reakcijy su TLL, RML
ir RAL iSeigai turintis priedas silikagelis skatina oleino riigSties susidaryma.
Reakcijos sistemoje esant vandens po 48 valandy gali biiti deSimteriopai
daugiau oleino riigsties, nei reakcijoje be vandens. Pvz, kai naudotas TLL
fermentas - atitinkamai 13,2 % ir 1,32 % (3.45 pav). Reakcijos terpéje esant
vandens daugiausiai oleino riigsties susidaro RAL naudojimo katalizei atveju
(16,29 %), maziausiai — CALB (2,9 %). Kaip minéta, CALB atveju vanduo

negiamai veikia ir etiloleato susidarymo procesa.
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3.45 pav. Vandens ir silikagelio jtaka Salutinio reakcijos produkto — oleino riigsties —
koncentracijai po 48 reakcijos valandy. o — reakcija be priedy, m — reakcija esant 0,7
aw, m — reakcija su silikagelio priedu.
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Esant silikagelio priedui, susidariusios oleino riigSties koncentracija
svyruoja nuo 4,57 iki 7,54 % (atitinkamai fermenty CALB ir TLL atveju), o be
priedy - nuo 1,32 iki 2,03 (atitinkamai TLL ir RAL atveju). Kiti priedai
(rligStinis ir neutralus Amberlite taip pat lemia didesn¢ susidariusios oleino
rigsties koncentracijg: priklausomai nuo fermento po 48 valandy susidaro

3,5 % — 11,5 %, (grafiskai nepateikti duomenys).

3.4.6 Reakcijos produkty sudétis priklausomai nuo trukmés. Skirtingy
acilgliceroliy pradiniai etanolizés greiciai

Tiriant alkoholizés reakcijy eigg matome, kad trioleino sunaudojimas yra
gana létas, kai reakcijg katalizuoja CALB, o susidarantys monooleino ir
dioleino kiekiai reakcijos metu gana mazi (3.46 pav.), taCiau po 48 reakcijos
valandy etiloleato iSeiga gana didelé. Kad pradinis reakcijos greitis yra mazas,
naudojant CALB pastebéjo Hernandez ir kt., kai, norédami gauti vienoda
pradinj reakcijos greitj naudojant TLL ir CALB fermentus, turé¢jo naudoti 50 %
CALB ir didelj etanolio pertekliy, lyginant su 10 % TL IM ir ekvimoliariniu
alkoholio kiekiu. Taciau CALB pasizyméjo didesne galutine konversija [253].
Disertacinio darbo tyrimy rezultatai rodo, kad CALB konvertuoja trioleing
létai, o monooleing ir dioleing — greiCiau. Renkantis tarp kity fermenty,
didziausia etiloleato iSeiga gauta naudojant TLL su silikagelio priedu. Stebimas
greitas TO sunaudojimas, susidaro gana didelé MO ir DO koncentracija, kuri
mazéja 1§ 1éto. Dél 1éto MO ir DO sunaudojimo galutiné etiloleato iSeiga
santykinai maza (3.47 pav.). Todél RAL pasizymi ypatingai greitu TO
sunaudojimu, taciau labai létai konvertuoja MO (daugiau nei 95 % sudaro 2-
MO) bei DO (3.48 pav.). Si konversija vyksta létai dél labai griezto fermento
1,3-specifiskumo. RAL fermentas dél savo specifiSkumo ir reakcijos metu
susidarancios santykinai didziausios 2-MO koncentracijos (ypa¢ reakcijos
terpéje esant vandens a,, 0,7) buvo panaudotas gryny 2-MO ir 1-MO sintezei.
2-MO sintetintas i$ trioleino etanolizés biidu, 0 1-MO sintetintas glicerolio

esterinimo oleino riigitimi badu. Si sintezé apradyta metody 2.8 skyriuje.
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3.46 CALB katalizuojamos trioleino etanolizés reakcijos substraty ir produkty sudétis
priklausomai nuo reakcijos trukmés. m — trioleinas, A — dioleinas, 0 — monooleinas, ¢
— etiloleatas, o — oleino ragstis.
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3.47 TLL su silikagelio priedu katalizuojamos trioleino etanolizés reakcijos substraty
ir produkty sudétis priklausomai nuo reakcijos trukmés. m — trioleinas, A — dioleinas,
0 — monooleinas, ¢ — etiloleatas, o — oleino riigstis.
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3.48 RAL katalizuojamos trioleino etanolizés reakcijos substraty ir produkty sudétis
priklausomai nuo reakcijos trukmés. m — trioleinas, A — dioleinas, O — monooleinas, ¢
— etiloleatas, o — oleino raigstis.

Kaip ir galima biity tikétis i§ paeiliui vykstan¢iy reakcijy, monooleino ir
dioleino koncentracijy kreivés turé¢jo maksimumus. Maksimaliis monooleino ir
dioleino kiekiai suteikia jdomios informacijos apie santykinius jvairiy
acilgliceroliy substraty konversijos grei¢ius, naudojant skirtingas lipazes. Sios
vertés yra didesnés monooleino nei dioleino atveju, kuoment naudojami
fermentai CALB, RAL, RML (3.49 pav.), tai rodo, kad treciasis alkoholizés

reakcijos etapas Siais atvejais yra 1é¢iausias.
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3.49 pav. Trioleino etanolizés metu susidarantys maksimallis monooleino (=) ir
dioleino (m) kiekiai
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Tik TLL atveju maksimali dioleino koncentracija yra didesné uz
monooleino. Maziausios maksimalios abiejy daliniy acilgliceroliy vertés
stebimos naudojant CALB, todél akivaizdu, kad $is fermentas labai efektyviai
katalizuoja MO 1ir DO alkoholizg.

Norint gauti daugiau tiesioginés informacijos apie monoacilgliceroliy
konversijg, buvo susintetinti 2-MO ir 1-MO ir istirta jy alkoholizés reakcija.
Dauguma lipaziy teikia pirmenybg triacilgliceroliy 1 ir 3 pozicijoms, todél
vykstant triacilglicerolio alkoholizei gaunamas 2-MO - pagrindinis tarpinis
junginys, kuris gali kauptis. Santykis tarp 2-MO alkoholizés greicio ir trioleino
alkoholizés grei¢io suteikia informacijos, ar 2-MO sudaro butelio kaklelio
efekta acilgliceroliy konversijai | etilo esterius. CALB, prieSingai nei kitos trys
tirtos lipazés, konvertavo 2-MO labai greitai (3.15 lentelé), 0 RAL konvertavo
letai. Sie rezultatai sutampa su pastebéjimu, kad maksimali susikaupusio 2-MO
koncentracija naudojant CALB buvo daug mazesné, nei naudojant kitas tris
lipazes (3.49 pav.).

3.15 lentelé. Pradiniai reakcijos greiciai naudojant skirtingus substratus. Substraty
koncentracijos buvo 150 mM (trioleino) ir 50 mM (1-, 2-monooleino).

Pradinis alkoholizés reakcijos greitis

mol-ma-L-min~ Greiciy santykis
M g

Lipaze - Substra-tai . 2-monooleinas/1-
Trioleinas 1-monooleinas 2-monooleinas monooleinas
C. antarctica B 0,29 1,00 1,05 1,05
R. arrhizus 3,75 0,89 0,11 0,12
R. miehei 45,69 57,50 17,64 0,31
T. lanuginosus 1,49 0,58 0,47 0,81

Naudojant tris 1§ keturiy lipaziy,1-MO konversija buvo greitesné nei 2-
MO konversija, tac¢iau tarp fermenty stebima didelé variacija (3.15 lentelé). Tik
RA konvertavo 1-MO daug greiCiau (apie 8 kartus) nei 2-MO. RML
konvertavo 1-MO apie tris kartus greiciau, nei 2-MO, tuo tarpu CALB ir TLL
abiejy izomery konversijos grei¢iai buvo panaSis. RAL, RML ir TLL yra

laikomos 1,3-specifinémis lipazémis, tai sutampa su Sio darbo metu gautais
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duomenimis, nes alkoholizés reakcijos pradinéje stadijoje 1,2(2,3)-DO yra DO
izomeras (> 95 % reakcijos pradzioje) (dominuojantis 3.38 pav.), 0 2-MO —
dominuojantis MO izomeras (3.37- 3.40 pav.). 3.15 lenteléje pateikti RML ir
TLL rezultatai rodo, kad Siy fermenty regioselektyvumas monoacilgliceroliy
atzvilgiu yra maziau iSreikStas nei triacilgliceroliy atzvilgiu. Pastarieji yra
Iprastiniai  lipaziy substratai, kuriuos naudojant nustatomas regio-
specifiSkumas. Be to, galime padaryti iSvada, kad priedy naudojimas, norint
katalizuoti acilgrupés migracija ir pagerinti biodyzelino sintezés iSeiga gali

duoti rezultaty tik tam tikrais atvejais.

3.4.7 Fermenty naudojimas etapais

Turint omenyje lipaziy  skirtingg  specifiSkumg  skirtingiems
acilgliceroliams, nutarta, kad gali biti naudingas lipaziy kombinacijy
panaudojimas biodyzelino sintezés procese. Lipozyme TL IM ir Novozyme
435 (imobilizuota CALB) kombinacija buvo naudinga biodyzelino sintezei i$
rapsy aliejaus t-butanolyje [254]. Parodyta kad abiejy fermenty naudojimas
mazdaug vienodais kiekiais yra optimalus biodyzelino sintezei i§ tauky [255].
Aprasyta dviejy etapy reakcija, naudojant skirtingas lipazes skirtinguose
etapuose: TLL naudota katalizuoti alkoholizés reakcijai, o antrame etape
Novozyme 435 naudota pirmame etape susidariusiy laisvy riebaly riagsciy
esterinimui [256]. Tyrimy metu gauti rezultatai rodo, kad tirty fermenty tarpe
CALB yra geriausias fermentas DO ir MO konversijai, o lik¢ trys lipazés
efektyvesnés trioleino konversijos atzvilgiu. Todél nuspresta biodyzelino
sintezés reakcijai panaudoti fermenty kombinacijas: vieno i§ trijy fermenty
pirmame reakcijos etape (RAL, RML, TLL) ir CALB antrame etape.
Didziausia etiloleato iSeiga buvo gauta naudojant RAL ir CALB (3.16 lentelé).
Kaip Zinia, RAL yra ryskiausiai 1,3-specifiné lipaze ir labai efektyviai skaldo
trioleing. Labai svarbu, kad pirmajame etape naudojamas fermentas sumazinty
trioleino  koncentracija iki minimumo, nes CALB likusios trioleino
koncentracijos beveik nebepakeicia. CALB buvo labai efektyvi DO

konversijos atzvilgiu, nes DO koncentracija po §io etapo tapo ypatingai maza,
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0 pagrindinis likgs Salutinis produktas buvo MO. TLL su silikagelio priedu
naudojimas pirmame etape leido Sick tiek padidinti biodyzelino iSeigg, taciau
vis tiek geriausiai veikianti kombinacija buvo RAL ir CALB.

3.16 lentelé. Trioleino etanolizés produkty sudétis naudojant du fermentus paeiliui. |
etapas: 24 valandos su RAL, RML arba TLL (ar TLL su silikagelio priedu), Il etapas:

48 valandos su CALB, dedamos papildomos dvi etanolio porcijos. Reakcijos
temperattira 30 °C, iSskyrus paskutinj atvejj, kal temperatiira buvo 40 °C.

Produkty santykiné koncentracija po 72 reakcijos valandy ( %)

Etilbleatas 2'®M° 2.M0 1-MO 1,2-DO 1,3D0 TO Bendra Bendra
ragstis MO DO
RAL+CALB 94,9 12 03 30 02 02 02 33 0,4
RML+CALB 916 11 04 30 04 10 25 34 1,4
TLL+CALB 91,7 1,1 04 29 04 07 29 33 1,1
TLL+SI+CALB 93,1 22 04 27 04 03 09 31 0,7
RA';BOCCA'-B 95,9 11 03 26 01 01 00 29 0.1

Padidinus reakcijos temperatiira nuo 30°C iki 40 °C, reakcijos iSeiga
pavyko padidinti nuo 94,9 % iki 95,9 %. Antro reakcijos etapo metu
susidariusiy produkty koncentracijy pokyciai pavaizduoti 3.50 paveiksle.
Matome, kad visy acilgliceroliy koncentracija nuosekliai mazéja ir tampa labai
maza, didziausia yra Salutinio produkto MO koncentracija, kurios apatiné riba
Siuo atveju yra 2,6 %. Reakcijos pabaigoje jau yra nusistovéjusi pusiausvyra

tarp MO izomery: 2-MO jame sudaro apie deSimtadal;.
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3.50 Dviem etapais katalizuojamos trioleino etanolizés reakcijoje dalyvaujanciy
junginiy sudétis antro etapo metu. Pirma etapg katalizavo RAL, antrg CALB, 40 °C,
dedamos dvi papildomos etanolio porcijos. m — trioleinas, A — dioleinas, o —
monooleinas, ¢ — etiloleatas, o — oleino riigstis.

159



3.4.7.1 Reakcija be tirpiklio

Zvelgiant i§ ekonominés perspektyvos, biodyzelino fermentiné sintezé
reakcijos sistemoje nenaudojant tirpiklio yra visokeriopai pranaSesné uz
tirpiklyje vykdoma sinteze. Todé¢l buvo pabandyta tyrimy metu gautas Zinias
apie fermenty savybes ir tarpiniy trioleino etanolizés reakcijos junginiy

virsmus pritaikyti reakcijos sistemai be tirpiklio.

Taikytas dviejy pakopy reakcijos planas, vykdant pirmaj; reakcijos etapa
noréta palyginti RAL, TLL ir komercinj TLL preparatag Lipozyme TL-IM,
antrajame etape naudoti CALB, taiau iSkilo nenumatyta problema — ant
Acurell MP1000 imobilizuotos RAL ir TLL buvo inaktyvuotos pirmajame
reakcijos etape ir aktyvumu pasizyméjo tik komercinis preparatas, kuriame
TLL imobilizuota ant silikagelio adsorbcijos ir tuo paciu jterpimo ] kapsule
budu [36, 37]. Manome, kad fermentai buvo inaktyvuoti etanolio, kurio tik
dalis iStirpsta trioleine, o likusi dalis sudaro atskirg faze. Etanolis gerai drékina
Acurell MP1000 polipropileno nesiklj, todél tikétina, kad lokali etanolio
koncentracija nesiklio pavirSiuje tapo pakankamai didelé, kad inaktyvuoty
fermentus. Parodyta, kad sistemoje be tirpilio etanolis dalinai inaktyvuoja ant
silikagelio imobilizuotg preparatg, todel norint pasiekti geresne reakcijos i1Seiga
rekomentuojama etanolj j pradinj reakcijos misinj jvesti dalimis [252]. Taciau
pirmojo etapo metu, net ir dedant visg etanolj i§ karto, per 44 valandas pavyko
pasiekti 63 % etiloleato koncentracija ir 2,6 % likusio trioleino koncentracija.
Antras etapas vyko labai panasiai, nepriklausomai nuo to, ar buvo naudojamas
komercinis, ar laboratorijoje imobilizuotas preparatas, ir reakcijos iSeiga po 70
valandy sieké 86 % (3.51, 3.52 pav.). Reakcijose be tirpiklio reakcijos iSeiga
dazniausiai yra mazesné, ji vyksta 1é¢iau, nei reakcijos kuriose naudojamas
tirpiklis. Atsizvelgiant j tai, kad buvo naudota nedidelé fermenty preparaty
koncentracija (4 % skaiciuojant pagal tirpalo tiirj), 0 literatiiroje daznai
pateikiami tyrimy pavyzdziai, kuriuose naudojama 15-25% fermento
koncentracija [252, 257], galime teigti, kad konversijos laipsnis yra palyginus

geras, o ilga reakcijos trukmé pateisinama.
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3.51 Etiloleato koncentracija antrame trioleino etanolizés reakcijos etape, be tirpiklio,
reakcija katalizuojant CALB, imobilziuotai ant MP1000 (#) ir komerciniam
Novozymes 435 (m) preparatui. Pirmame etape naudojamas Lipozyme TL-IM.
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3.52 Trioleino ir Salutiniy reakcijos produkty koncentracija antrame trioleino
etanolizés reakcijos etape, be tirpiklio, reakcijg katalizuojant CALB, imobilziuotai ant
Acurell MP1000 ir komerciniam Novozymes 435 preparatui. Pirmame etape
naudojamas Lipozyme TL-IM.

Nuspresta iSméginti  didesnio masto biodyzelino sintez¢ naudojant
natiiralia augaling Zzaliava - rapsy aliejy ir fermentus: Lipozyme TL-IM
pirmame etape, o0 CALB ant Acurell MP 1000 antrame etape. I§ reakcijos

produkty buvo pasalintas glicerolis (plaunant vandeniu). Sios sintezés reakcijos
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metu gauta 84,2 % esteriy iSeiga (3.17 lentelé¢). Nors ir nepavyko pasiekti
ypatingai mazy parcialiniy acilgliceroliy koncentracijy, kurios buvo pasiektos
MTBE sistemoje, konversija, lyginant su kity autoriy fermentinés biodyzelino
sintezés be tirpiklio duomenimis yra gera [163]. Daznai didesnés nei 90 %
1Seigos nenanudojant tirpiklio yra gaunamos leidziant reakcijos miSin} per
fermentu uzpildytas kolonéles, vykdant reakcija pakopomis ir papildomai
dedant alkoholio bei i§ reakcijos miSinio Salinant glicerolj [258], arba
naudojant nejtikétinai didelius fermento kiekius (50 % m/m) [253]. Taigi,
darbo metu pasiiilyta dviejy pakopy reakcijos schema yra perspektyvi, todél ja
panaudojus fermenty kolon¢liy sistemoje, dedant alkoholj dalimis bei
papildomai Salinant i§ reakcijos misinio glicerolj galima tikétis ypa¢ gery
rezultaty.

3.17 lentelé. Rapsy aliejaus peresterinimas etanoliu be tirpiklio, reakcija vykdant
dviem etapais (I — Lipozyme TL-IM fermentas, 11- CALB).

Produktai Kiekis (masés %)
RR esteriali 84,2
Monoacilgliceroliai 3,84
Diacilgliceroliai 3,34
Triacilgliceroliai 1,98

Glicerolis 0

Skyriaus i§vados:

1. Reakcijos priedy jtaka skirtingy fermenty katalizuojamoms trioleino
etanolizés (biodyzelino sintezés) reakcijoms yra nevienareikSmiSka.
Vanduo ir silikagelis labiausiai padidino etiloleato iSeiga, ta¢iau vanduo
Iémé nepageidauting trioleino hidrolize¢ (Salutinio produkto — oleino
rugsties — susidarymg).

2. Reakcijg katalizuojant RML, TLL ir RAL silikagelio priedas skatino TO
etanolizés metu vykstan¢ig 2-MO izomerizacija. PrieSingai, reakcija
katalizuojant CALB, silikagelio priedas 2-MO izomerizacijg slopino.
Vanduo, RML ir TLL atvejais turintis teigiamos jtakos 2-MO
izomerizacijai, RAL ir CALB atvejais izomerizacija slopino, be to

pastaruoju atveju smarkiai slopino ir paties fermento aktyvuma.
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3. Pradiniai etanolizeés reakcijos greiciai skirtingy acilgliceroliy atzvilgiu
buvo skirtingi. CALB santykinai létai vykdé trioleino etanolize, bet
pasizymejo labai dideliu aktyvumu monoacilgliceroliy atzvilgiu ir
neteiké pirmenybés né vienam i§ MO izomery. PrieSingai, RAL labai
greitai vykdé TO etanolize, o 1-MO skaldé 8 kartus greiciau, nei 2-MO.
RML 1-MO skaldé¢ panasiu greiciu, kaip ir TO, ir apie 3 kartus greiciau,
nei 2-MO, TO etanolizé, katalizuojama TLL, vyko apie 3 kartus
grei¢iau, nei MO etanolizé, o abiejy MO izomery etanolizé vyko
panaSiais greiciais. Todél nuspresta reakcijg vykdyti etapais — pirmaji
katalizuojant fermentu, gebanciu santykinai greiCiausiai skaldyti TO
(RAL), antrajj — fermentu, gebanciu greiciausiai vykdyti susidaranciy
tarpiniy junginiy — MO izomery etanolize (CALB).

4. Vykdant reakcijg etapais (I RAL, II — CALB), kiekviename i§ jy
naudojant 2 % (m/v) imobilizuoto ferment preparato, esant 40 °C per 72
val. pasiekta 96 % etiloleato santykiné koncentracija. Pagrindinis
salutinis produktas — monooleinas (1-MO 2,6 %, 2-MO 0.3 %). Vykdant
reakcija be tirpiklio, naudojant po 4 % (m/v) fermento ir | etape
naudojant Lipozyme TL IM, po 70 valandy gauta 86 % etiloleato. Taigi,
dviejy etapy sistema, kiekvienam etapui parenkant fermenta, pagal
reakcijoje esant] pagrindinj substratg, pasiteisino, buvo gauta gera

produkto iSeiga naudojant palyginus mazg katalizatoriaus kiekj.

3.5 Fenetiloktanoato ir kity fenetilo esteriy fermentiné sintezé

3.5.1 Fermenty atranka fenetiloktanoato sintezei

Fenetiloktanoatas (FEO) — oktano (kaprilinés) rugsties ir 2-feniletilo
alkoholio esteris - natiralus aromatinis junginys, randamas rome, spirituotuose
gérimuose ir vyne. Sis junginys, kaip ir Kiti riebaly rugsciy esteriai, gali bati
sintetinamas fermentiniu biidu esterinimo ar peresterinimo keliu, naudojant
lipaze (3.53 pav.), tokiu bidu gaunant junginj, kuris galéty biti

klasifikuojamas kaip ,,natiiralus* (prieSingai, nei susintetintas cheminiu biidu).
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3.53 pav. Fenetiloktanoato sintez¢ peresterinimo biidu

Galimybe gauti didele sintezés iSeigg priklauso ne tik nuo gerai parinkty
reakcijos salygy, bet ir nuo sékmingai pasirinkto katalizatoriaus (fermento).
Visos lipazés naturaliai katalizuoja triacilgliceroliy esterinés jungties hidrolize,
taciau specifiSkumas ir selektyvumas skirtingiems substratams skiriasi [80].
Dazniausiai skirtingo selektyvumo priezastis yra fermento aktyvaus centro
struktiira, ta¢iau net ir jg Zinant sunku prognozuoti fermento galimybes
katalizuoti vieng ar kita reakcija, ypa¢ kai naudojami nenatiiralis lipaziy

substratai [1].

FEO sintez¢ skiriasi nuo jprastai lipazémis katalizuojamy reakcijy tuo,
kad sioje reakcijoje acilakceptorius yra aromatinis alkoholis 2-feniletanolis (2-
FE), kuris d¢l savo aromatinio Ziedo struktiiros gali skirtingai nuo alifatiniy
alkoholiy saveikauti su lipaziy aktyviu centru. D¢l Sios priezasties ne visos
lipazés gali buti aktyvios naudojant 2-FE, nors jos ir pasizymi dideliu

esterinimo ar peresterinimo aktyvumu naudojant alifatinius alkoholius [259].

Literatiiroje aprasyta, kad grybinés lipazés i§ Rhizomucor miehei,
Candida rugosa ir Aspergillus niger geba katalizuoti FEO sinteze i§ kokosy
pieno, kurio trigliceridy sudétyje yra oktano (kaprilo) rugsties (OR), ir 2-FE,
taCiau neaprasytas nei reakcijos konversijos laipsnis, nei optimalios sintezés
salygos [202].

Méginta ne tik surasti tinkamiausig fermentinj preparatg FEO sintezei, bet

ir optimizuoti reakcijos saglygas.
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Fermenty atrankai buvo pasirinkta kaprilo raigSties esterinimo
feniletanoliu reakcija bei Sios komercinés lipazés: Palatase® 20000 L,
Lipozyme® RM IM, Lipoclean®, Lipopan® F BG, Lipolase L EX bei

nekomercinés lipazés i§ Enterobacter aerogenes ir Pseudomonas mendocina.

Lipozyme RM IM ir Palatase yra tos pacios lipazés i§ Rhizomucor miehei
preparatas, pirmasis yra imobilizuotas, o antrasis - skystas [29]. Sie preparatai
buvo pasirinkti, norint palyginti tirpaus ir imobilizuoto preparato
veiksminguma katalizuojant tg pacig reakcijg. Kiti du Novozymes® preparatai
buvo pasirinkti tikintis, kad pasireik§ platus jy substratinis specifiSkumas,
kuriuo jie turéty pasizymeéti pagal savo taikymo pobiidj: Lipoclean naudojamas
skalbikliy sudétyje, Lipopan — kepimo pramonéje [29]. Lipolase L (EX) buvo
pasirinkta dél savo didelio aktyvumo peresterinimo reakcijose (3.3 skyrius bei
miisy grupés nepublikuoti duomenys). Enterobacter aerogenes lipazé buvo
pasirinkta dél savo specifiskumo hidrolizuoti vidutinio ilgio RR esterius, ypac
kaprilo ruigsties p-nitrofenilo esterj [260]. Pseudomonas mendocina lipazé - dél
savo santykinai didesnio aktyvumo nattraliam substratui kokosy aliejui, nei

ilgesnes RR turin¢iam TO ar alyvuogiy aliejui [76].

Fermenty atrankos rezultatai pavaizduoti 3.54 pav. FEO susidarymas
akivaizdus po dviejy reakcijos valandy, kuomet reakcija katalizuojama
Palatase® (3 takelis) ir Lipozyme® RM IM (4 takelis). Zymiai maZesnis
produkto kiekis aptinkamas Lipolase L (EX) atveju (7 takelis). Esterinimo
aktyvumo nebuvo pastebéta Lipopan F BG bei E. aerogenes ir Ps. mendocina
lipaziy atveju. Atrankos reakcijos iSeigos po 2 ir 24 valandy pavaizduotos 3.18

lentel¢je.
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3.54 pav. Lipaziy atranka 2-FEO sintezei: kaprilo rugsties esterinimas 2-FE. Reakcijos
trukmé 2 val., temperatiira 30 °C. Takeliai: OR, FE, FEO - standartai, reakcija, katalizuojama
Lipopan® F BG (1), Lipoclean® (2), Palatase® (3), Lipozyme® RM IM (4), Ps. mendocina
lipazes (5), E. aerogenes lipazés(6), Lipolase® 100 L EX (7). Reakcijos produktas (esteris)
apibréztas.

3.18 lentelé. Lipaziy atrankos FEO sintezei rezultatai. Duomenys pateikti tik aktyvioms

lipazéms.
Fermentas Atrankos reakcijy esterinimo iseiga’, %
2 val. 24 val.
Palatase® 33,5 67,3
Lipozyme® RM IM 63,8 70,8
Lipolase® 100 L EX 4.1 62,9

" standartinis nuokrypis = 1.51

FEO susidarymas  patvirtintas  dujy = chromatografijos-masiy

spektrometrijos metodu.

Jau po dviejy reakcijos valandy naudojant tiek tirpia, tieck imobilizuota
RML buvo gaunamos didelés iSeigos, todél Sie du preparatai buvo pasirinkti

tolesniems tyrimams ir optimaliy reakcijos sglygy nustatymui.

FEO sintezés tyrimams pasirinkome tris skirtingus substratus: OR,
gliceril trikaprilata (TK) ir kokosy aliejy (KA). TK — trigliceridas, nattraliy
substraty modelis, kurio sudétyje yra tik viena riebaly rugstis — OR. Kokosy
aliejus yra natiiralus substratas, turintis OR, kuris galéty buti naudojamas
natliraliy aromatiniy esteriy sintezei. OR taip pat yra pieno riebaly sudétyje,
pvz. svieste [202]. Abiejy substraty (TK ir KA) atveju vyksta peresterinimo
reakcija, OR esterinimo reakcija pasirinkta norint jg palyginti su peresterinimo

reakcija.
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3.5.2 Tirpiklio jtaka

Tiek FEO sintezes reakcijos substratai, tiek produktas yra menkai tirpis
vandenyje. Be to, vanduo gali lemti reakcijos produkto hidrolize, todél galima
mazesné iSeiga. Reakcijos terpés atrankai buvo pasirinkti du jprastiniai
organiniai tirpikliai. Lipaziy aktyvumas ir specifiSkumas daznai priklauso nuo
tirpikliy fizikocheminiy savybiy, ypa¢ hidrofobiskumo [100, 108], todél buvo
iSbandyti du skirtingo poliskumo tirpikliai: n-heksanas (nepolinis) ir tret-
butanolis (polinis), kuriy 1-oktanolio/vandens pasiskirstymo koeficienty - logP
- vertés atitinkamai lygios 4,00 ir 0,35 [261]. Yra Zinoma, kad esterinant
undekano (C11) ragstj gliceroliu, katalizuojant RML (Lipozyme® IM20),
didziausios iSeigos gaunamos naudojant didziausias logP vertes (4.0-4.5)

turinCius tirpiklius [104].

Palyging abiejy fermenty preparaty aktyvuma heksane ir tret-butanolyje,
matome, kad abu preparatai yra aktyvesni heksane (3.55 pav.). Nors didesné
santykiné esteriy koncentracija po 6 val. (63 %) gaunama heksane, pradiniai
reakcijos greiCiai priklauso nuo naudojamo preparato tipo ir yra didesni
imobilizuoto fermento atveju. Naudojant imobilizuotg fermentg reakcija
pasiekia plato fazg po 1 valandos, tuo tarpu naudojant tirpy fermentg
(Palatase), produkto koncentracija vis dar didéja po 6 reakcijos valandy tiek
heksane, tiek tret-butanolyje. IS dalies tai galima paaiskinti maZesniu tirpaus
fermento aktyvumu (lyginant p-NPB hidrolizés aktyvumus 2.1 lentel¢), nors,
kaip jau buvo pastebéta ankstesniuose skyriuose, lipaziy aktyvumai hidrolizés

ir sintezés reakcijose dazniausiai nekoreliuoja.

Ta pati tendencija stebima vykdant peresterinimo reakcijg, naudojant
substrata TK (3.56 pav.): tret-butanolyje po SeSiy reakcijos valandy stebima
zymiai mazesné¢ FEO santykiné koncentracija nei naudojant tuos pacius
fementus heksane. Peresterinimas yra ypatingai létas, naudojant tirpy fermenta

Palatase tret-butanolyje ir po paros siekia tik 4,3 %.
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Didziausia santykiné koncentracija pasiekiama naudojant imobilizuota
fermentg (Lipozyme® RM IM) heksane, po Sesiy reakcijos valandy pasiekiama
apie 65 % ir daugiau nedidéja. Naudojant imobilizuotg fermentg pusiausvyra

taip pat pasiekiama po SeSiy valandy, taciau iSeiga tesiekia 40 %.
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3.55 pav. FEO sintezés oktano (kaprilo) rtigstj esterinant 2-FE priklausomybé nuo
reakcijos trukmés, naudojant skirtingas fermento formas ir tirpiklius: m — Lipozyme
RM IM tret-butanolyje, o — Lipozyme RM IM heksane, @ — Palatase tret-butanolyje,
o — Palatase heksane, fermenty koncentracija 4,2 %.
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3.56 pav. FEO sintezés TK peresterinant 2-FE priklausomybé nuo reakcijos trukmés,
naudojant skirtingas fermento formas ir tirpiklius: m — Lipozyme RM IM tret-
butanolyje, 0 — Lipozyme RM IM heksane, ® — Palatase tret-butanolyje, o — Palatase
heksane, fermenty koncentracija 4,2 %.

Kokosy aliejaus peresterinimo reakcijai naudojant augalinés kilmés
substratg velgi stebima ta pati tendencija: naudojant imobilizuota preparata

Lipozyme RM IM reakcija vyksta grei¢iau, nei naudojant skystg ir iSeiga
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didesné heksane. Pagrindinis skirtumas nuo prie§ tai aprasyty reakcijy yra tas,
kad produkto koncentracija bet kurj fermenta ir tirpiklj didéja net ir po SeSiy
reakcijos valandy ir pasiekia vir§ 80 % naudojant Lipozyme RM IM heksane
(3.57 pav.). Reakcijos profilis galéjo pakisti dél kompleksinés riebaly riigsciy
sudéties kokosy aliejuje, kuomet vienos riebaly riigstys fermento atskeliamos
greiciau, kitos 1é¢iau, nei oktano riigstis. Dél 1é¢iau skeliamy riebaly rtgséiy
reakcija uzsitgsia ir pusiausvyra per SesSias valandas nespéja nusistovéti. Kita
vertus, kokosy aliejus ir reakcijos produktai gal¢jo turéti teigiamos jtakos
fermento stabilumui, nes naudojant kompleksinj substrata susidaro jvairaus
grandinés ilgio RR fenetilo esteriai bei mono- ir digliceridai, kurie galimai
keiCia tirpalo savybes. Skirtingy substraty poliSkumas gali skirtingai veikti
vandens mikrokiekiy pasiskirstymg tarp kietos fazés (imobilizuoto fermento
preparato) ir skystos fazés (substraty, tirpiklio ir produkty), tai gali drastiskai
pakeisti fermento aktyvumg [262].
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3.57 pav. FEO sintezés kokosy aliejy peresterinant 2-FE priklausomybé nuo reakcijos
trukmés, naudojant skirtingas fermento formas ir tirpiklius: m — Lipozyme RM IM
tret-butanolyje, o — Lipozyme RM IM heksane, ® — Palatase tret-butanolyje, o —
Palatase heksane, fermenty koncentracija 4,2 %.
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3.58 pav. FEO sintezés (konversijos laipsnio) palyginimas, naudojant skirtingus
substratus (OR — oktano ragstis, TK — trikaprilinas, KA — kokosy aliejus), skirtingus
tirpiklius: m — heksanas, = — tret-butanolis ir skirtingas fermento formas (tirpi —
Palatase, imobilizuota Lipozyme RM IM), reakcijos trukmé - 6 val, fermenty
koncentracija 4,2 %.

Visy trijy substraty (OR, TK ir kokosy aliejaus) atveju reakcija su 2-FE
greiciau ir didesniu konversijos laipsniu vyksta heksane naudojant Lipozyme
RM IM lipazg, be to, imobilizuoto fermento naudojimas turi didelj pranasumag
dél lengvo katalizatoriaus atskyrimo nuo reakcijos misinio ir pakartotinio
panaudojimo galimybes, todél $is fermentinis preparatas ir tirpiklis heksanas

buvo pasirinkti tolesniems tyrimams — optimaliy reakcijos saglygy nustatymui.

3.5.3 Modelio sudarymas ir optimaliy reakcijos salygy nustatymas
naudojant atsako pavirSiaus metodologijg

Paprasty vaisiniy kvapiyjy esteriy fermentinés sintezés salygos daznai
optimizuojamos naudojant APM [182, 263-266]. Dazniausiai jie esteriai
sintetinami tiesioginio esterinimo biidu, taciau yra ir peresterinimo reakcijy
pavyzdziy: roziy kvapo aromatinis esteris 2-fenilacetatas sintetinamas
peresterinant vinilacetatg 2-FE, optimizuota APM, esteriy iSeiga per 79 min.
pasiekia 85,4 %, naudojant Candida antarctica fermenta Novozyme® 435,
esant 50 mM substraty koncentracijoms heksane [267]. Siuo ir kitais atvejais,
kuomet sintetinami acetatai, peresterinimo (arba interesterinimo) reakcija yra
labiau tinkama, nes tiesioginio esterinimo metu acildonoras yra laisva acto

ragstis, kuri dazniausiai turi neigiamos jtakos fermento stabilumui
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(denatiiracija). Pagrindiné priezastis, dél kurios FEO (substratas TK)
optimizavimo tyrimams buvo pasirinkta peresterinimo reakcija, buvo siekis
sukurti modeling sistemg ,,nattraliy” esteriy sintezei, t.y. TK buvo Kkaip

gamtoje aptinkamy riebaly, turin¢iy OR, modelis.

Optimizavimo metu buvo nustatoma fermento ir substraty koncentracijos,

reakcijos temperatiros ir trukmés jtaka FEO iSeigai.

Eksperimento planas ir atsakai stebimomis vertémis pateikti 3.19
lenteléje. Pasirinktas kvadratinis modelis, paSalinant nereikSmingas
dedamasias. Modelis yra reikSmingas, p vert¢ (P>F) < 0.0001, koreguotas
determinacijos koeficientas R = 0.9167. ANOVA pateikta priedy

P.8 lenteléje ir P.9 lenteléje.

3.19 lentelé. Kintamyjy vertés pagal centrinj kompozicini APM eksperimento plana,
naudotg fenetiloktanoato sintezés reakcijos optimizavimui.

Meginy Vsiksnys A: Veiksnys B: Veiksny§ C, Veiksny At_sakas,
ermento Substraty  Temperatiira, © sD, Fenetiloktanoat
S koncentracija,  koncentracija C trukme, o konversija, %
% , mM min
1 7 0,8 40 60 64,9
2 7 0,8 40 120 72,6
3 4,5 1,4 35 90 59,1
4 9,5 1,4 35 90 65,3
5 4,5 1,4 35 90 55,4
6 0,10 1,4 35 90 21,5
7 2 2 40 120 42,4
8 2 2 30 60 36,2
9 4,5 2,6 35 90 49,6
10 7 2 30 120 53,8
11 4,5 14 25 90 49,3
12 2 0,8 30 120 62,4
13 4,5 1,4 35 30 50,0
14 4,5 1,4 35 90 57,4
15 4,5 1,4 35 90 53,1
16 2 2 40 60 32,0
17 7 0,8 30 60 77,1
18 4,5 0,20 35 90 79,3
19 4,5 1,4 35 90 56,8
20 2 0,8 30 60 52,1
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21 7 2 40 60 48,1
22 7 0,8 30 120 82,2
23 2 0,8 40 60 47,7
24 7 2 30 60 52,8
25 2 2 30 120 443
26 4,5 1,4 45 90 56,0
27 2 0,8 40 120 52,5
28 7 2 40 120 54,3
29 4,5 1,4 35 90 55,6
30 4,5 1,4 35 150 65,5

Modelio lygtis stebimomis vertémis pateikta 3.20 lenteléje.

3.20 lentelé. Modelinés lygties koeficientai stebimomis vertémis

Veiksnys Modelio koeficientas
Laisvasis narys (intercept) +76.85
Fermento koncentracija +10.61
Substraty koncentracija -45.14
Temperattra -1.01
Trukmé +0.12
Fermento konc.-Substraty konc. -1.16
Substraty konc.- Temperatira +0.53
Fermento konc.2 -0.57
Substraty conc.2 +6.24

Bendra reakcijos veiksniy jtaka geriau suprantama analizuojant atsako
pavirSiaus priklausomybes. Trijy matmeny grafiniame atvaizde galime stebéti
dviejy kintamyjy jtaka, likusiy vertés turi biiti nekintancios (pasirinktos

vidutings vertes).

Esant 35 °C temperatiirai ir reakcijai trunkant 90 minuciy, produkto
santykiné koncentracija svyruoja nuo 37 %, kai fermento koncentracija 2 %,
substraty koncentracija 2 M iki 75 %, kai fermento koncentracija 7 %,
substraty koncentracija 0,8 M. Matome, kad fermento koncentracija turi
teigiamos jtakos produkto iSeigai, o substraty koncentracijos — neigiamos (3.59
pav.), t.y., kuo mazesné substraty koncentracija, tuo didesnio peresterinimo
laipsnio galima tikeétis. Sio poveikio priezastis gali biiti fermento jsotinimas ar
fermento inaktyvacija substratais. Padidinus fermento koncentracija, galima

kompensuoti didesnés substrato koncentracijos neigiamg jtaka.

172



Krishna ir bendradarbiy duomenimis esterinimo reakcijos substraty
koncentracijos didinimas drastiSkai sumazina konversijg sintetinant izoamilo
acetatg: esant 0,06 M substraty koncentracijoms esterinimo laipsnis virSija
95 %, esant 0,3 M substraty koncentracijoms — esterinimo laipsnis tik 12 %.
Sintetinant Kitus izoamilo esterius (propionatg ir butiratg) stebimas panasus
produkty koncentracijos mazéjimo pobiidis, taCiau reakcijos iSeigos Zymiai
didesnés esant vidutinéms substrato koncentracijoms (0,25-0,5 M) [268].
Autoriai eksperimentiskai jrodé, kad reakcijos substratas - rugstis (Siuo atveju
— acto ragstis) prisijungia prie imobilizuoto fermento, istirpdama vandens
mikrosluoksnyje, Kuris supa imobilizuotg fermentg. Pagal Laane hipoteze
poliniai substratai fermento vandeninéje mikroaplinkoje gali paskiekti tokias
lokalias koncentracijas, kurios denatiiruoja fermenta [269]. Siame darbe atlikty
tyrimy atveju tik esterinimo reakcijos metu laisva oktano rugstis turi galimybe
disocijuoti vandens mikrosluoksnyje aplink fermenta, tac¢iau substratas TK Siuo
mechanizmu fermento inaktyvinti negali. Tac¢iau tikétina fermento inaktyvacija
alkoholiu, nes Krishna aprasé¢ silpng inaktyvacijg izoamilo alkoholiu jo

koncentracijoms virs§ijus 1 M [191].

Esant vidutinéms substraty ir fermento koncentracijoms, reakcijos
temperatiira, nepriklausomai nuo reakcijos trukmés, turi neigiamos jtakos, tai
reiSkia, kad katalizé geriau vyksta Zzemesnéje temperatiroje (30 °C) (3.60
pav.). Ta pati tendencija buvo stebima naudojant §] fermentg LSA ir KT
peresterinimo etanoliu reakcijoms (3.3.2.2 skyrius, 127 psl.), taiau neigiamos
temperatiiros jtakos nepastebéta naudojant tirpig Sio fermento formg Palatase
TO hidrolizés ir peresterinimo metanoliu reakcijoms (3.2.1.4 skyrius 112 psl. ir
3.2.2 skyrius 119 psl.). Toks tirpaus fermento stabilumas esant 60 °C ir zymus
imobilizuoto aktyvumo mazéjimas didéjant temperatiirai 30—40 °C intervale,
yra Siek tiek nejprastas, nes dazniausiai fermento imobilizacija turi teigiamos
itakos termostabilumui ir padidina temperatiirinj optimuma [234, 260], taciau
Siuo atveju tiesioginiy iSvady negalime padaryti, nes skirtingos fermento

formos naudotos skirtingoms reakcijoms katalizuoti skirtingose salygose.
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3.59 pav. Atsako pavirSiaus modelis: substraty ir fermento koncentracijy jtaka
susidarancio fenetiloktanoato koncentracijai. Temperattra 35 °C, reakcijos trukmé 90
min.
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3.60 pav. Atsako pavirSiaus modelis: temperatiiros ir reakcijos trukmes jtaka
fenetiloktanoato konversijos laipsniui. Fermento koncentracija 4,52 %, substraty
koncentracija 1,4 M.

Idomi bendra reakcijos temperatiiros ir substraty koncentracijos jtaka
(3.61 pav.): esant dideléms substraty koncentracijoms (2 M) reakcijos
temperatiira beveik neturi jtakos reakcijos iSeigai, o esant mazoms substrato
koncentracijoms temperatiiros jtaka zymi (didéjant temperatiirai reakcijos

iSeiga mazéja). Kokios $io reiskinio priezastys sunku pasakyti.

Kaip ir galima tikétis, reakcijos trukmé turi teigiamos jtakos produkto

susidarymui, be to, nuo reakcijos pradzios praéjus 120 minuciy, konversija vis
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dar didé¢ja (3.60 pav.), todél, siekiant gauti didele reakcijos iSeiga, verta

apsvarstyti reakcijos pratgsimo klausima.
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3.61 pav. Atsako pavirSiaus modelis: temperatiiros ir substraty koncentracijos jtaka
fenetiloktanoato konversijos laipsniui. Fermento koncentracija 4,52 %, reakcijos
trukme 90 min.

Optimaliy reakcijos saglyguy nustatymas

Reakcijos optimizavimo tikslas buvo maksimizuoti FEO konversijos
laipsnj, parenkant kintamyjy vertes 1§ viso APM plano intervalo. Optimalios
nustatytos TK peresterinimo 2-FE reakcijos salygos buvo: 7 % fermento
koncentracija, 0,8 M substraty koncentracija, reakcijos temperatira 30 °C,
reakcijos trukmé 120 minuciy. Prognozuojama iseiga buvo 80,6 % (Plgs 75,5—
85,8). Norint patikrinti §] modelj, eksperimentas buvo atliktas nustatytomis
optimizuotomis reakcijos salygomis, gauta 80,0 % reakcijos iSeiga, rezultatai

gerai koreliuoja su modelio prognozuojama verte.

Lyginant Siame darbe aprasytus duomenis su literatiiroje skelbiamais
tyrimy duomenimis, kai kvapieji esteriai sintetinami fermentiniu biidu, mano
eksperimenty metu gauti dideli konversijos laipsniai. Jungbae ir kt. sintetino
jvairius kvapiuosius esterius, naudodami fermenty miSinius. Naudojant 10 mM
oktano riigSties, 20 mM 2-FE koncentracijas ir 2 mg/ml kiekvieno i§ fermenty
(Penicillium roqueforti, Candida rugosa ir Aspergillus niger) heksane

esterinimo konversija buvo 64 % po 20 reakcijos valandy, [270]. Taigi po
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desimt karty ilgesnés reakcijos trukmés gauta mazesné konversija.
Katalizatoriaus kiekj reakcijos miSinyje sunku tiesiogiai palyginti, nes minéty
tyrimy metu buvo naudoti liofilizuoti fermenty preparatai, kuriy baltymo kiekis
ir aktyvumas nepateiktas, o Sio disertacinio darbo tyrimy metu — imobilizuotas
preparatas. Siame darbe pateiktos optimizuotos reakcijos salygos suteikia
galimybe gauti didesnes iSeigas, nes ne tik kad didesnis reakcijos konversijos
laipsnis (80 %, palyginus su 64 %), bet ir naudojamos 80 karty didesnés
substraty koncentracijos, o reakcijos trukmé trumpesné desimt karty (2 val.

palyginus su 20 val.).

Kity kvapiyjy esteriy iSeigy ir reakcijos salygy pavyzdziai naudojant
RML pateikti 1.8 lenteléje. Dazniausiai reakcijoms katalizuoti naudojamos
komercinés Lipozyme IM arba Lipozyme RM IM lipazés (imobilizuoti RML
Novozymes® preparatai, atitinkamai senesnis ir naujesnis pavadinimai) ir
tirpiklis heksanas ar heptanas. Sintezé¢ be tirpiklio beveik visada pasizymi
mazesniu konversijos laipsniu, o ypac didelés iSeigos gaunamos naudojant
ypa¢ mazas substraty koncentracijas, pavyzdziui 0,06 M [190]. Mazesné
substraty koncentracija ir mano tyrimy atveju lémeé didesne konversija.
Dazniausiai naudojamos fermento koncentracijos svyruoja nuo 0,3 % iki 17 %,
taciau manoma, kad 17 % fermento koncentracijos naudojimas néra racionalus
dél jo kainos, nebent preparatas yra ypatingai stabilus ji naudojant pakartotinai.
Todél siekta optimizuoti procesa naudojant mazesnes fermento koncentracijas.
Be to, literatiiroje aprasSyty reakcijy trukmé daznai svyruoja nuo vienos iki
keliy pary, todél Siame darbe apraSyta optimizuota reakcija, kurios metu
naudojama palyginus didelé substraty koncentracija (0,8 M), vidutin¢ fermento
koncentracija (7 %) ir labai trumpa reakcijos trukmé (120 min.) yra

konkurencinga ir galéty biiti naudojama didesniems FEO kiekiams sintetinti.

3.5.4 Kokosy aliejaus peresterinimas feniletanoliu

Buvo istirta galimybé naudoti Rhizomucor miehei lipazg nattralaus
substrato — kokosy aliejaus peresterinimo 2-FE reakcijai be tirpiklio. KA tai

vienas populiariausiy gamtiniy substraty, kuriame gausu oktano riigsties.
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Galimybé iSvengti jprastinio tirpikliy vartojimo (substratai tirpsta vienas
kitame) suteikia galimybe lengviau iSgryninti reakcijos produktus, nes
reakcijos miSin] sudaro maziau komponenty, be to, procesas yra palankesnis
aplinka tausojanciai pramoninei gamybai, nes ] gamtg neisskiriamos toksiSkos

medZiagos.

Siai reakcijai isbandyta skysta fermento forma Palatase®, nes buvo
tikimasi gauti geresnj fermento pasiskirstyma santykinai klampiame reakcijos
miSinyje, reaktoriuose su maiSymo galimybe biity galima sékmingai naudoti

imobilizuoty lipazg.

Reakcija buvo atlikta dedant alkoholj palaipsniui (tris kartus kas 24
valandas), lygiomis dalimis, pasiekiant alkoholio molinj santykj 6:1 trigliceridy
atzvilgiu. Po 72 reakcijos valandy santykin¢ fenetilo esteriy koncentracija
pasieké 37 %, 54 % aliejaus buvo peresterinta (3.62 pav.). Nors ir nebuvo
pasiektas toks aukstas peresterinimo laipsnis, kaip naudojant tirpiklj, detalesnis

reakcijos salygy tyrimas tikriausiai padidinty reakcijos iSeiga.
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3.62 pav. Kokosy aliejaus peresterinimo 2-FE santykiné reakcijos substraty ir
produkty sudétis naudojant Palatase® (4,2 %) be tirpiklio esant 30 °C.

m — esterio, m — aliejaus, o — mono-, diacilgliceroliy ir riebaly riigs¢iy santykiné
koncentracija.

3.5.5 |Jvairaus grandinés ilgio riebaly riigsciy esterinimas feniletanoliu

Atlikus eksperimentus, apraSytus 3.5 skyriuje iSkilo klausimas, ar RML

gali esterinti 2-FE ilgesnes RR Kai kuriy trumpy ir vidutiniy RR fenetilo
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esteriy sintezé naudojant §] fermentg apraSyta Jungbae [270] ir parodyta, kad
naudojant Penicillium roqueforti, Candida rugosa ir Aspergillus niger vyksta
heksano, oktano, dekano ir dodekano RR miSinio esterinimas alkoholiy misiniu
(feniletanolis, 3-fenil-1-propanolis, a-metilbenzil alkoholis). Kity autoriy
duomenimis, RML akyviausia, kai esterinamos riigSties ir alkoholio suminis
anglies atomy skai¢ius lygus 15 [46]. Buvo pasirinktos ilgesnés skirtingo
sotumo laipsnio RR, norint istirti, ar RML yra aktyvi esterinant ilgesnés
grandinés RR aromatiniu alkoholiu, o galbiit aktyvaus centro struktiira neleis
jsikomponuoti dviems santykinai dideliems substratams ir reakcija nevyks.
Tirty riebaly riigsciy saraSas ir informacija apie jy struktiirg pateikta 3.21

lenteléje.

3.21 lentelé. Riebaly riigstys, esterintos 2-feniletanoliu naudojant RML

Numeris Riebaly rugstis Sotumas Anglies atomy
dviouhn rv&in

1 Kaprilo Socioii C8

2 Stearino Socioji C18

3 Oleino Nesocioji C18:1

4 Beheno Socioji C22

5 Eruko Nesocioji C22:1

Esteris —» S -

Ragstis —» ' . . . ’

3 4 5 K1 K2 K3 K4 K5

3.63 pav. Skirtingo ilgio ir sotumo laipsnio riebaly rigséiy esterinimo 2-FE reakcijos misinio
sudéties chromatografinis vaizdas. Takeliai: 1 — kaprilo, 2 stearino, 3 — oleino, 4 — beheno, 5
— eruko rugsciy esterinimo 2-FE produktai. Takeliai K1-K5 atitinkamy rtgs¢iy kontrolés.
Substraty koncentracija 1M (molinis santykis 1:1), tirpiklis: heksanas, 30 °C, Fermentas
Palatase (4,2 % V/V), reakcijos trukmé 24 val.

3.63 paveiksle matome esterio produkto susidaryma visy tirty RR atveju,
taciau akivaizdu, kad reakcija apriboja stearino ir beheno (sociyjy RR)
tirpumas heksane (2,4 kaip ir K2 ir K4 takeliuose). Nors vykstant reakcijai ir

susidarant esteriui §ios RR geriau pasiskirsto reakcijos terpéje (2, 4 takelis).
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Siy RR tirpumui pagerinti, buvo pakeistos reakcijos salygos (vietoj heksano
naudotas tirpiklis t-butanolis, reakcijos temperatira 40 °C bei 10 karty
sumazinta substraty koncentracija). Siuo atveju visos RR iitirpo tirpiklyje ir
visais atvejais susidaré fenetilo esteriai (3.64) pav. Taigi, kokybiskai buvo
nustatyta, kad RML katalizuojama esterinimo reakcija vyksta tiek naudojant

vidutinio ilgio tiek ilgas socigsias ir nesocigsias riebaly ragstis.

<+—— Esteris

-~ 'l «——— Rigstis

K1 K2 K3 K4 K5 K6

3.64 pav. Skirtingo ilgio ir sotumo laipsnio riebaly riigs¢iy esterinimo 2-FE reakcijos miSinio
sudéties chromatogafinis atvaizdas. Substraty koncentracija 0,1M (molinis santykis 1:1),
tirpiklis: t-butanolis, 40 °C, Fermentas Palatase (4,2 % V/V), reakcijos trukmé 24 val.
Takeliuose 1 — oktano, 2 stearino, 3 — Oleino, 4 — beheno, 5 — eruko riigstys. Takeliuose K1-
K5 atitinkamy reakcijos misiniy sudétis pries reakcija, K6 — OR ir 2-FE reakcijos miSinys po
24 val. be fermento

Skyriaus 1§vados

1. Fenetiloktanoato sintezei atrinkti fermentai Palatase ir Lipozyme RM

IM ir tirpiklis — heksanas.

2. Tirta galimybé¢ sintetinti fenetiloktanoatg 1§ skirtingy substraty: oktano
(kaprilo) rngsties (esterinimas), trikaprilino, kokosy aliejaus
(peresterinimas). Po 6 reakcijos valandy pasiektas 75 % konversijos
laipsnis naudojant Lipozyme RM IM ir TK substratg heksane, visais
atvejais reakcija geriau vyksta heksane. Lipozyme RM IM
peresterinimo reakcijy metu yra Zzymiai efektyvesnis uz Palatase.
Palatase pakankamai aktyvi (konversijos laipsnis didesnis nei 60 %) tik

vykdant esterinimo reakcijg heksane.
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3. Taikant atsako pavirsiaus metodologija, nustatyta trikaprilino
peresterinimo 2-feniletanoliu konversijos priklausomybé nuo reakcijos
trukmes, temperatiros, alkoholio bei fermento koncentracijos.
Optimaliomis prognozuojamomis sglygomis trikaprilino koncentracija
0,8 M, temperatira 30 °C, reakcijos trukmé 2 val., fermento
koncentracija 7 %, fenetilkaprilato koncentracija 80 %. Lyginant su
literatiiroje pateiktais duomenimis, toks konversijos laipsnis yra labai

geras.

4. Rhizomucor miehei lipazé yra tinkama jvairaus ilgio (C 8 — C 22)

so¢ioms ir neso¢ioms riebaly riigstims esterinti 2-feniletanoliu.
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ISVADOS

1. Imobilizavus Enterobacter aerogenes lipaze ant naturaliy ir/ar pigiy
zaliavy pagrindu sukurty neSikliy pageréja preparaty katalizinés
savybes.

2. I8 tirty lipaziy geriausiai trioleino hidrolize ir peresterinimg n-heksane
katalizuoja komercinis lipazés preparatas Palatase®. Perspektyviausi
preparatai riebaly rugséiy esteriy sintezei yra lipazés i§ Rhizomucor
miehei, Thermomyces lanuginosus, Rhizopus arrhizus, Candida
antarctica (B) mikroorganizmy.

3. Silikagelis yra veiksmingas priedas peresterinimo katalizei naudojant
Thermomyces lanuginosus, Rhizomucor miehei ir Rhizopus arrhizus
lipazes, tac¢iau sulétina reakcijg naudojant Candida antarctica B lipaze.

4. Tirty lipaziy specifiSkumas skirtingoms acilgliceroliy klaséms ir
skirtingiems acilgliceroliy regioizomerams Zzenkliai skiriasi. Jy 1,3-
specifiSkumas monoacilgliceroliy atzvilgiu yra Zymiai maziau
iSreikstas, nei peresterinant triacilglicerolius.

5. Biodyzelino sintezés reakcijoms lipazes tikslinga naudoti etapais: pirma
katalizuojant fermentu, greitai skaldanciu triacilgliceroliy esterinius
ry$ius, o antrg — greitai diacilglicerolius ir monoacilglicerolius
peresterinanciu fermentu. Optimali kombinacija: Rhizopus arrhizus ir
Candida antarctica B lipazés.

6. Fenetiloktanoato sintez¢ geriausiai katalizuoja komercinis lipazes
preparatas Lipozyme RM IM® heksane. Didesnis konversijos laipsnis
pasiekiamas esant Zzemesnei temperatiirai ir maZesnéms substraty
koncentracijoms.
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PRIEDAI

P.1 lentelé. Eksperimento planas ir nepriklausomy kintamyjy jtaka TO ir OR
koncentracijoms. ER - eksperimento rezultatai, MR - modeliavimo rezultatai.
Normuotos nepriklausomy kintamyjy vertés pateiktos skliaustuose.

Atsakas 1, TO Atsakas 2, OR

g o . Veiksnys B:  Veiksnys o i

E g E « Veiksnys A _ : koncentracija, % koncentracija, %

g = X rukme. min temperatira, C:

=R ’ °C fementas ER MR ER MR

a2
13 20(-1) 30.0 (-1) P(100) 6500 7141 19.00 21.14
6 180 (1) 30.0 (-1) P(100) 61.00 62.62 41.00 4537
42 20 (-1) 60.0 (1) P(100) 5300 5550 18.00 21.09
41 180 (1) 60.0 (1) P(100) 4300 5260 43.00 44.62

5(-1.188)  45.0(0) P(100) 8000 6479 12.00 16.32
4 195(1.188)  45.0(0) P(100) 7500 57.85 41.00 44.68
12 100(0) 27.2(-0.189) P(100) 57.00 6203 4200 36.74
31 100(0) 62.8(1.189) P(100) 4500 4661 40.00 36.26

© 00 ~NOoO O WwWwN B
w
w

52 100 (0) 45.0 (0) P(100) 3300 5132 2700 3456
10 37 100 (0) 45.0 (0) P(100) 4800 5132 4300 34.56
11 34 100 (0) 45.0 (0) P(100) 57.00 5132 3900 34.56
12 22 100 (0) 45.0 (0) P(100) 6200 5132 41.00 3456
13 51 100 (0) 45.0 (0) P(100) 5100 51.32 33.00 3456
14 15 20(-1) 300(-1) L(10) 8800 79.81 16.00 14.66
15 25 180 (1) 300(-1) L(©O10) 69.00 7507 2600 28.17
16 8 20 (-1) 60.0 (1) L(O10) 8300 8397 000 -1.70
17 27 180(1) 60.0 (1) L(010) 8400 8512 000 11.13
18 46 5(-1.188)  45.0(0) L(010) 7600 8284 100 270
19 14 195(1.188)  45.0(0) L(010) 8600 8071 21.00 18.32
20 5 100 (0)  27.2(-1.189) L(010) 79.00 7056 22.00 26.44
21 48  100(0) 62.8(1.189) L(010) 91.00 79.01 000 657
22 11 100 (0) 45.0 (0) L(O10) 7500 7178 1600 14.57
23 47 100 (0) 45.0 (0) L(O10) 6800 7178 1400 14.57
24 44 100(0) 45.0 (0) L(010) 6800 7178 17.00 1457
25 1 100 (0) 45.0 (0) L(010) 79.00 7178 19.00 14.57
26 38  100(0) 45.0 (0) L(010) 5000 7178 16.00 14.57
27 20  20(-1) 300(-1) LF(@OO01) 9600 9266 000 -0.069
28 3 180 (1) 300(-1) LF(@OO01) 90.00 8760 7.00 263
29 18 20(-1) 600(1) LF(001) 9500 9436 000 -2.17
30 2 180 (1) 600(1) LF(OO01) 9500 9520 100 -0.18
31 49 5(-1.188)  450(0) LF(001) 90.00 9449 000 -3.89
32 10 195(1.188) 450(0) LF(0O01) 89.00 91.99 000 -1.11
33 28  100(0) 27.2(-1.189) LF(001) 79.00 8348 200  4.96
34 26  100(0) 62.8(1.189) LF(001) 89.00 89.01 000 204
3B 9 100 (0) 450(0) LF(0O01) 9800 8324 000 156
36 35  100(0) 450(0) LF(0O01) 77.00 8324 000 156
37 7 100 (0) 450(0) LF(0O01) 96.00 8324 000 156
38 50  100(0) 450(0) LF(0O01) 90.00 8324 000 156
39 39 100 (0) 450(0) LF(0O01) 61.00 8324 000 156
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40 19 20 (-1.0) 300(-1) L50(1-1- 7000 7599 17.00 11.22
41 24 180(1.0)  30.0(-1) L50(-1-1- 60.00 61.61 28.00 23.67
42 36 20(-1.0) 60.0(1) L50(-1-1- 7900 8237 2100 494
43 16 180 (1.0) 60.0(1) L50(-1-1- 76.00 73.93 1500 16.67
44 21 5(-1.188)  450(0) L50(-1-1- 79.00 81.06 200  4.39
45 43 195(1.188)  450(0) L50(-1-1- 60.00 67.49 19.00 18.76
46 17  100(0)  27.2(-1.189) L50(-1-1- 68.00 6171 18.00 2152
47 32  100(0)  62.8(1.189) L50(-1-1- 71.00 7284 20.00 13.62

48 29 100 (0) 450(0) L50(-1-1- 64.00 6427 1400 1563
49 40 100 (0) 450(0) L50(-1-1- 58.00 64.27 16.00 15.63
50 23 100 (0) 450(0) L50(-1-1- 7500 6427 1400 15.63
51 45 100 (0) 450(0) L50(-1-1- 68.00 6427 1300 15.63
52 30 100 (0) 450(0) L50(-1-1- 67.00 6427 1200 15.63

P — Palatase, L — Lecitase, LF — Lipopan F BG, L50 — Lipopan 50 BG

P.2 lentelé. TO hidrolizés TO koncentracijos kvadratinio modelio ANOVA (11 dalis)

Rodiklis Verté Rodiklis Verté
Standartinis 9,86 R? 0,7155
nuokrypis
Vidurkis 72,29 Koreguotas R*>  0,6049
Variacijos 13,64 Prognozuotas R>  0,4969
Prognozuojama iti
liktigné kva(Jiratq 6187,66 A:[tlllgsrlllij:gg i 9,089
suma

P.3 lentelé. TO hidrolizés OR koncentracijos kvadratinio modelio ANOVA (1I dalis)

Rodiklis Verté Rodiklis Verté
Standartlr_us 421 R? 0,9376
nuokrypis
Vidurkis 16,10 Koreguotas R>  0,9126
Variacijos 26,14 Prognozuotas R*  0,8526
Prognozuojama Atitinkamas 21,368
likting kvadraty ~ 1463,39 tikslumas
suma

P.4 lentelé. Modeliniy lyg€iy koeficientai, iSreik§ti normuotomis vertémis

Atsakas | Laisvasis | A B |C | C | Ccs|AB|AC |AC, | ACs | BC, | BC, | BC; | A? | B?
narys

Y1 67,65 -2,65| 1,02 |-16,34| 4,13 {1559 1,47 |-0,28| 1,75 | 1,59 | -7,5 | 2,53 | 1,31 | 7,09 | 2,12

Y2 16,58 6,44 |-3,28|17,98]|-2,01 |-15,02(-0,18 | 5,51 | 0,14 |-5,26 | 3,08 | -5,08 | 2,05 |-2,88 | 1,37

Y, ir Y, yra atsako vertés (atitinkamai TO ir OR koncentacijos), A - trukmé, B — temperatiira,
C - fermentas.
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P.5 lentelé. TO hidrolizés reakcijos optimizavimo kriterijai

Apribojimai . Apatine| Apatinés| Virsutinés
Tikslas . Virsutiné riba intervalo| intervalo
. riba . ) Svarba
Veiksnys dalies dalies
jtaka jtaka
A:trukmé, min Minimizuoti | 20 180 1 0,1 2
B:temperatara, °C | Minimizuoti | 30 60 1 0,1 2
C:fermentas Visa seka |Palatase| Lipopan 50 BG 1 1 3
TO koncentracija | Minimizuoti | 33 98 1 1 3
OR koncentacija |Maksimizuotif 0 43 1 1 3
P.6 lentelé. Optimizavimo Kkriterijai TO peresterinimo metanoliu reakcijai
Apribojimai Tikslas Apating | VirSutin¢ | Apatinés | VirSutinés | g\
. . . intervalo | intervalo
Veiksnys riba riba dalies itaka | dalies itaka a
A:trukmé, min. Minimizuoti 20 180 1 0,1 1
B:temperattra, °C | Minimizuoti 30 60 1 0,1 1
TO koncentracija | Minimizuoti | 46,82 95,45 1 1 2
MeO koncentacija | Maksimizuoti | 0,34 24,74 1 1 5

P.7 lentelé. APM eksperimento planas, taikytas biodyzelino sintezés i§ LSA ir KT
misinio naudojant Lipolase L (EX), Resinase A2X, Lipozyme RM IM tyrimams

Eiles nr. Temperatiira, °C Trukmé, Llpaze_s_ Alko_h(_)ho.rleba_lur
val. koncentracija, %  molinis santykis
1 30 1 10 6
2 60 1 3 6
3 60 8 3 6
4 30 1 3 4
5 30 8 6,5 4
6 60 8 10 4
7 60 1 10 4
8 30 8 3 5
9 30 4,5 10 4
10 30 4,5 3 6
11 30 8 10 6
12 45 1 6,5 5
13 45 8 3 4
14 60 4,5 3 4
15 60 4,5 10 6
16 45 6,25 6,5 5
17 30 4,5 6,5 5
18 60 4,5 6,5 5
19 45 4,5 3 5
20 45 4,5 10 5
21 60 8 10 4
22 60 8 3 6
23 30 8 10 6
24 30 1 3 4
25 30 1 10 6
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P.8 lentelé. Atsako pavirSiaus kvadratinio modelio ANOVA (I dalis)

Saltinis Kvadraty  Laisvés  Vidutinis F p-verté

Modelis 4718.05 8 589.76 40.89 <0.0001 reik§mingas
A-Fermento  2164.95 1 2164.95 150.09 < 0.0001

B-Substraty ~ 1788.02 1 1788.02 123.96 < 0.0001

C- 45.15 1 45.15 3.13 0.0914

D-Trukmé 297.53 1 297.53 20.63  0.0002

AB 48.51 1 48.51 3.36 0.0809

BC 40.25 1 40.25 2.79 0.1097

A2 292.03 1 292.03 20.25 0.0002

B2 144.09 1 144.09 9.99 0.0047

Liekamoji 302.90 21 14.42

Neatitikimas  281.89 16 17.62 4.19 0.0604 nereikSmingas
Teoriné 21.01 ) 4.20

Bendra 5020.95 29

P.9 lentelé. Atsako pavirsiaus kvadratinio modelio ANOVA (II dalis)

Standartinis  3.80 R 0.9397

nuokrypis

Vidurkis 54.97 Koreguotas  0.9167
R2

Variacijos 6.91 Prognozuotas (0.8497

koef. % R?

Prognozuojama 754.57 Atitinkamas  26.118

liktiné tikslumas
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